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Avant-propos

Cette these a été conduite du 1° juillet 2020 au 31 novembre 2023 au sein de 'UMR 1062
(centre de Biologie pour la Gestion des Populations, tutelles INRAE & IRD) sous la co-direction
de Nathalie Charbonnel (INRAE) et Benjamin Roche (IRD) et a bénéficié d'un financement

Agence Nationale de la recherche (ANR), Biodiversa, BioRodDis.

biodiverss @iﬁrﬁ'ﬁig

L

Le manuscrit se présente en 4 chapitres, rassemblant plusieurs articles en phase de
préparation, soumis ou publiés dont la liste est résumée dans la partie « Liste des publications

et communications orales » page 7 & 8.

L'ensemble des annexes et des articles se trouvent sur google drive


https://www6.inrae.fr/biodiversa-bioroddis/BioRodDis-Project
https://drive.google.com/drive/folders/1T4V6hCO_UNREPKinGpkZVOWSn6DcNH0U?usp=sharing

Je devais commencer ma these sur les maladies émergentes des rongeurs le 16 mars 2020, mais un
nouveau virus a émergé un peu plus vite que prévu et m’a devancé, contraintes alors d’étre confiné ce
méme jour et de finalement commencer le ler juillet. Ces petites péripéties semblaient annoncer le
début d'une these prometteuse, agrémentée de quelques petites aventures inattendues. Si je devais en
énumérer quelques-unes : des transports constamment dysfonctionnels (pour tous les trajets sans
exception), une forte fievre contractée aprés des centaines de dissections de rongeurs transportant un
nombre exceptionnel de pathogénes et un gite douteux, des problemes administratifs et informatiques,
une tempéte qui a fait chuter des arbres en plein échantillonnage, ainsi qu'un voyage pour des
manipulations en Finlande sans réactifs, méme ce manuscrit aura résisté aux flammes qui ont bordé le
CBGP ce dimanche et bien d’autres évenements assez improbables... tout comme dans ma vie
personnelle tout au long de cette these.

Mais celle-ci aura été pour moi une expérience de vie fabuleuse et passionnante, en étant stimulante
intellectuellement et enrichissante, me permettant d'élargir mes connaissances et compétences, tout
en repoussant parfois mes propres limites. Dans le cadre de cette thése, jaurais eu l'opportunité d’aller
en Finlande, en Espagne, en Belgique, a Toulouse/Paris/Lyon/Metz, le Jura et le meilleur pour la fin I'Ain,
ma région natale... Cela a été rendu possible grace au projet BioRodDis, aux diverses conférences, ainsi
gu'aux nombreuses campagnes de terrain. Mon expérience de thése aura englobé tout un tas
d’activités variées : du terrain, une diversité de manips en biologie moléculaire, une utilisation de la bio-
informatique et de R (« la vie »), la supervision de 4 stagiaires, une participation active aux activités de
laboratoire, notamment les sessions de journal club, I'axe des petits rongeurs et la féte de la science, et
des activités de rédaction, lecture et présentation non-négligeables. J'ai méme eu l'occasion de
participer a un film documentaire, d'explorer les coulisses d'un zoo, et de rencontrer les peuples
chamans du Jura...

Mais surtout, si j'ai finalement apprécié |'expérience de la these, c'est en grande partie, voire
indubitablement, grace a l'ambiance chaleureuse qui prévaut au quotidien au CBGP, en compagnie de
personnes remarquables, d'encadrants toujours disponibles et empathiques, ainsi que de proches qui
ont joué un réle de soutien plus qu'extraordinaire. C’est pourquoi je tiens a vous remercier.

Je tiens tout d'abord a exprimer ma gratitude envers les membres du jury (Jessica Metcalf, Gabriele
Sorci, Julien Cappelle, Muriel Dietrich et Philippe Gerard) qui ont accepté de faire partie du jury de ma
thése. Je vous remercie pour le temps que vous consacrerez a la lecture et I'évaluation de ce manuscrit
plutot long (excusez-moi), tout en espérant que vous y découvrirez de nouvelles connaissances,
notamment grace a la présentation d'un point de vue différent de celui habituellement exposé sur les
zoonoses. Je vous remercie pour I'expertise que vous pourrez apporter et je suis impatiente de pouvoir
discuter de ces approches avec vous, aussi bien lors de la soutenance que dans le cadre de futures
discussions.

Je souhaite également remercier les membres des comités de suivi de these (Gwenael Vourc’h, Eve
Miguel, Gauthier Dobigny, Carine Brouat, Philippe Gerard et Rodolphe Golzan), qu'ils aient participé une
fois voir aux trois comités. Leurs conseils éclairés ont enrichi mon projet en apportant de nombreuses
perspectives de réflexion. Je tiens a les remercier non seulement pour leur expertise, mais aussi pour
leur bienveillance et le temps précieux qu'ils ont consacré a cette démarche.



Il est souvent dit que la qualité de I'encadrement joue un role essentiel dans le bon déroulement d'une
these, et je suis désormais pleinement convaincue de la véracité de cette affirmation !

Un énorme merci a Nathalie ! Je me souviens encore de ton regard lors de notre premiére mission sur
le terrain, qui semblait dire : "Sur qui sommes-nous tombés ?!". C'était a ce moment-la que j'avais
malencontreusement encastré ma voiture sur un gros rondin de bois. Je tiens a te remercier d'avoir
continué a croire en moi et a me faire confiance, malgré mes maladresses. Ces missions sur le terrain
nous ont permis de mieux nous connaitre, ce qui a grandement favorisé nos échanges. Ton empathie
m'a permis de mener ma thése sereinement, en étant moi-méme, avec mes imperfections, mon stress
et mes idées farfelues, parfois difficiles a cadrées. Je te remercie sincérement pour ta patience et ta
bienveillance absolue.

Tu as également été une mentore tant sur le plan intellectuel que méthodologique. Tes critiques étaient
toujours constructives, dans le seul but de guider ma progression. Tu étais disponible en tout temps, et
tes conseils étaient toujours pertinents. Tu as été un modele d'exigence et de rigueur, des qualités qui
m'ont beaucoup apporté et qui sont sans aucun doute la clé d'un travail de qualité. Ta maitrise des
techniques sur le terrain, ta guidance dans les méthodologies et objectifs de recherche, ainsi que ton
expertise générale, m'ont beaucoup appris et me serviront toute ma vie.

Merci Benjamin d’avoir toujours apporté un regard neuf et extérieur a mes travaux. Méme lorsque tes
domaines d'expertise étaient parfois éloignés des miens, tu as toujours participé activement aux
discussions en fournissant des conseils précieux, agrémentés de petites touches d'humour qui ont rendu
nos réunions plus agréables. Tu as su aussi toujours relativiser de différentes situations complexes
permettant de mieux les appréhender. Ce sont surtout, lors de six derniers mois, ol nous avons eu
I'opportunité de travailler ensemble. Cette expérience a été extrémement enrichissante pour moi et a
suscité mon intérét pour la modélisation épidémiologique a l'avenir. En outre, tu as été d'une grande
aide pour la correction de mes articles et de mon manuscrit de thése, ce qui m’a appris également a
mieux rédiger.

Je tiens également a saluer votre harmonie dans le travail, vos compétences complémentaires, le tout
dans une ambiance toujours chaleureuse. Je conserve de précieux souvenirs de nos moments passés en
Belgique ou vous m'avez offert une compréhension approfondie du véritable sens de la recherche, au
fil de nos discussions tardives autour d'un verre (ou deux). En outre, votre contribution a été précieuse
tout au long de mon projet de these, et je vous en suis sincérement reconnaissante.

Merci aux membres de I'ED GAIA et a SupAgro pour leur gestion des dossiers administratifs, ainsi qu'a
ceux qui ont contribué a ma formation. Un remerciement spécial aux membres du cercle mentorat
femmes et sciences, en particulier a Anna, qui m'ont beaucoup aidé a gagner en confiance en moi et a
trouver un meilleur équilibre entre ma vie personnelle et professionnelle.

Je souhaite également remercier tous les membres du projet BioRodDis et tous les collaborateurs ayant
contribué de pres ou de loin a mes travaux de these. Cela a été un plaisir de pouvoir partager la science
avec vous. En particulier, un grand merci a Vincent pour nos nombreuses discussions sur les modeles et
réflexions sur les hypotheses. Merci a toute |'équipe de Tarja en Finlande pour son accueil chaleureux,
son partage de connaissances et sa précieuse contribution aux analyses sérologiques. Je tiens a
remercier sincerement |'équipe de Lyon VetAgro et de I'Institut Pasteur, en particulier Marta, pour son
aide sur le terrain et son travail de biologie moléculaire pour la détection des leptospires. L'ensemble
de ces collaborations a été d'une grande valeur ajoutée pour mes travaux de these. Merci plus



largement a l'ensemble des parties prenantes, aux financeurs et aux gestionnaires de sites qui ont
permis la réalisation de ce projet de thése et de I'acquisition des données.

Dans le cadre de ma these, j'ai également eu l|'occasion d'interagir avec de nombreuses personnes au
sein du CBGP, qui ont joué un role crucial. Je tiens a remercier chaleureusement tous les membres de
I'équipe Axe 3 Petits Rongeurs qui ont suivi de prés I'avancement de ma thése. Merci en particulier a
Romain, Guillaume et Christophe avec qui j'ai eu le privilege de travailler étroitement a la rédaction
d'articles ou lors de conférences. Leur soutien et leurs conseils avisés ont été d'une grande valeur,
guidant non seulement ma recherche scientifique, mais aussi mon cheminement personnel,
notamment en termes d’orientation. J'aimerais remercier toutes les personnes, qui nous ont
accompagnés sur le terrain, d’abord Nathalie et Julien qui m'ont tout appris dans la joie, la bonne
humeur et le gore, tout en travaillant dur. Un grand merci a tous ceux qui nous ont accompagnés,
particulierement Max, Anne, Guillaume, Sylvain, Romain et Emma toujours aux rendez-vous et d’une
aide précieuse. Ces moments sur le terrain ont été particulierement appréciés de ma part, créant ainsi
une véritable ambiance familiale au sein de notre petite équipe. Merci Max, Anne, Anais et Caro de
m’avoir TOUT appris en Bio-mol. Votre gentillesse et votre role de tuteurs ont été absolument
remarquables.

J'ai eu la chance d'avoir une équipe formidable, la plus belle et la plus dréle qui soit, et j'ai été
véritablement bien entourée. Globalement, sans vous, je n'aurais pas pu mener ma these dans d'aussi
bonnes conditions et je n'aurais pas pu obtenir les données et les articles nécessaires. Donc un immense
merci a vous tous.

Pour moi, I'encadrement aura été une des expériences les plus enrichissantes de ma these, m'offrant
I'opportunité d'approfondir ma compréhension de mon propre travail tout en prenant du recul pour le
voir sous un nouvel angle. J'ai également pris un réel plaisir a transmettre les concepts et les techniques,
en espérant ne pas avoir été trop exigeante. Merci Julien (mon tout premier stagiaire) tu as apporté une
contribution exceptionnelle, et nos échanges scientifiques m'ont beaucoup appris, tant sur
I'encadrement que sur les aspects de ma thése, notamment au travers d’études préliminaires. Merci
Antoine, tu t'es montré particulierement autonome, et j'ai pris plaisir a travailler sur une partie de ma
thése que je n'avais pas encore eue l'occasion d'explorer en profondeur, a savoir les modeles
épidémiologiques. Ta passion pour le sujet était indéniable et contagieuse ce qui m’incite a développer
davantage ce domaine dans le futur. Merci Fanny pour ton enthousiasme, ton investissement et ta
curiosité dans I'apprentissage du microbiote, ce fut un plaisir d’essayer de te transmettre cette passion.
Tu as également apporté une contribution en réalisant une étude préliminaire a mes travaux. Je te

remercie sincéerement pour cela.

Merci Renaudet Carine pour votre sollicitude et prévenance et merci plus largement I’équipe d’astreinte
et de gestion qui m’ont permis de toujours travailler dans de bonnes conditions. Merci particulierement
Geoffrey de m'avoir guidé a travers tous les (tres) nombreux ordres de mission. Merci Nath et Sylvain
pour m’avoir dépatouillé de nombreuses fois en informatique. Merci Sandraet Valérie, d’avoir géré de
nombreux dossiers administratifs. Merci aux membres impliqués dans I'organisation des AGs, des
conférences du mardi, des clubs et de la gestion des ressources communes du CBGP. Merci aux sportifs
(du dimanche) et les participants de la biére partie du vendredi soir (souvent les mémes bizarrement)
qui m'ont aidé a résister a la pression de la thése et a maintenir une bonne santé mentale, quoi que
parfois défaillante. Ces moments auront été une oasis de détente au milieu de mon travail assidu.



Les non-permanents, les anciens, les nouveaux, vous étes tous formidables ! Vous m’aurez permis de
raconter ma vie et mes blagues pourris tous les midis, et méme parfois d’en rire. Les pauses go(ter avec
tous vos délicieux gateaux m’ont tellement nourri de bonheur, merci | Ensemble, nous avons célébré,
décompressé lors de fétes mémorables, et participé a une multitude d'activités, que ce soit des
randonnées en montagne, des apéros a la plage, des concerts, des manifs, les soirées jeux, la journée
d’intégration, le « camping paradis » au Salagou, les karaokés, les danses enflammées aux coulisses
(Grrr), les descentes en canoé et la descente de nombreux verres, les repas délicieux autour de raclette-
crépe-fondue ou les 3 en mémes temps, les weekends /vacances a la mer, a la montagne, en Finlande.
Jetiens a préciser que je remets en jeu le titre de la plus longue détention du titre de "vomito" et le titre
de la confection des pires gateaux. Rassurez-vous, les deux ne sont pas liés | Mais nous avons également
travaillé dur, ou l'entraide était primordial. Merci Bérénice et Alex pour la correction des fautes
d’orthographe de ce charmant manuscrit. Merci aux personnes qui ont pris en charge ou participé aux
journal club des non-permanents, qui était pour moi une source essentielle douverture et
d’apprentissage. Beaucoup d’entre vous m’auront soutenue et épaulé dans les moments difficiles de la
thése, un merci particulier pour Camille, Emeline, Bérénice, Margaux, Isis et Jess, devenues de trés
bonnes copines. Et surtout, bon courage pour la suite de vos expériences de thése/post-thése, en
espérant qu'elles vous apportent autant de gratification que les miennes m'ont apporté. Je suis de tout
coeur avec vous. N'oubliez pas que le soutien de chacun est essentiel et précieux pendant une thése,
parfois exigeante sur le plan émotionnel et personnel.

Un grand merci a mes amis de la fac (Benjamin, Juliette, Picquenot, Beber, Lison, Rémi, Basile, Thomas,
Justine, Madiou, Amandyne, Aurélia, Flavien, Jess), ces compagnons précieux qui sont la en toutes
circonstances, que ce soit pendant un confinement, lors de soirées mémorables, pendant les vacances,
pour travailler ensemble, ou lorsque les temps sont difficiles. Nous avons évolué ensemble pendant nos
années a la fac, partagés nos passions communes et débats émulsifiants, et aujourd’hui, nous avons
tous pris notre envol, souvent dispersés a travers la France, et méme a |'étranger. Malgré cette distance,
nous avons encore partagé des moments formidables. Je suis extrémement fiére de nos parcours
respectifs et je nourris I'espoir que cette belle amitié perdurera. Je tiens particulierement remercier, la
team MontpelliéReine Justine, Madiou, Amandyne et Jess pour m'avoir accueilli a Montpellier, pour
votre précieux soutien, notamment lors de galére et surtout merci pour tous ces bons moments que
nous avons passé sur Montpellier. Merci de m'avoir hébergé sur votre canap’ pendant plus de 4 mois,
ainsi que pendant tous les week-ends de fétes.

Merci les copains/copines des copains/copines de Montpellier et ci. Merci Yann, pour ces doux moments
partagés au cours d'un long été qui était finalement bien trop court. Je te remercie d'avoir partagé tes
passions, qu'elles soient scientifiques ou personnelles, et pour tous les précieux conseils que tu m'as
prodigués pour cette thése. Enfin, je remercie les bons vieux copains, particulierement Gwen, le plus
fidéle camarade, je te remercie de ton soutien pendant toutes ces années, pour avoir écouté mes
plaintes et mes questionnements sur le sens de la vie.

Un énorme merci aux meilleurs coco-bureaux de tous les temps. Apres plus de 3 ans a se supporter tous
les jours, c’est vrai que je ne savais pas si je devais vous mettre dans la partie CBGP, amies ou famille ?!

Isis, tu es la meuf la plus perchée que je connaisse ! Qui aurait pu imaginer que nos chemins se
croiseraient entre les deux mondes qui habitent nos esprits ? Seule une mitochondrie le sait ! Plus
sérieusement, je te remercie des mille conseils sur le plan travail que ce soit en statistiques, R,
problemes de theses, ou sur le plan personnel. Tous ses conseils étaient agrémentés de nombreux



délires, que personne d’autres pouvaient comprendre (nos tests psychologiques, les lectures d’avenir,
I'organisation de la Saint-Valentin, les délires avec chati, les années 80). Tout ceci m’a permis de mieux
appréhender cette these au quotidien. Quand j'ai connu Isis elle était sur une chaise droite, a lire des
bouquins, sans sourciller un orteil, aujourd’hui aprés 3 ans passés ensemble, elle est devenue une amie
chére a mes yeux et n'a plus peur de sautiller partout. Prends ton envol petit oiseau !

Jess, j’ai failli mourir au moins 3 voire 4 fois en ta compagnie, au travers de treks, ou juste des ‘balades’.
Je ne sais pas si je dois te remercier pour ¢a, mais merci de m’avoir fait vivre plein de jolies aventures et
péripéties. Merci d’avoir aussi bien égaillé ma vie avec de nombreux rires aussi bien au boulot comme
en-dehors, merci de m’avoir soutenue sans faille, malgré ma chiantitude, merci pour ces longs débats
interminables, merci de ta franchise et tes conseils. Presque 4 ans qu’on se suit, tu es devenue pour le
meilleur et pour le pire un membre a part entiére de ma famille, apres tout, jai été ta fille aux yeux de
la CAF, j'attends avec impatience que tu me rejoignes aux Etats Unis pour de nouvelles aventures, sinon
je ne sais pas ce que je vais devenir.

Je vous remercie d’avoir supporté mes « bruits » de bureaux a tout-va, chant, cris, pleurs et rires...
(Pardon). Cette theése n'aurait pas été pareille sans vous. Nous avons vécu cette expérience difficile et
incroyable toutes les 3, main dans la main, coude contre coude, et parfois méme ceil pour ceil, dents
pour dents, ce qui a forgé une amitié profonde et des souvenir qui dureront certainement toute notre
vie (best best love cceur cceur); merci a vous deux, tout simplement.

Je remercie tous les Poncinois dont les % sont ma famille, merci pour vos repas toujours enjoués et
animés et merci d'étre de fervents supporters, comme lors d'un match de foot. Merci en particulier a
mes grands-parents pour leur amour chaleureux ! Et surtout un énorme merci a mes parentsa qui je
dois tout ! Pour donner un exemple de leur soutien inconditionnel dans tout ce que j'entreprends : ils
m’ont entrainé a disséquer des rongeurs, pour m'aider a surmonter mes craintes avant de commencer
ma these | Cela peut sembler quelque peu bizarre, nous sommes a vrai dire souvent désignés comme
atypique, un peu a la maniere de la famille Bidochon, mais j'ai I'immense privilege de faire partie de
cette famille unie, dont la devise serait « Soyez vous-méme et soyez heureux, put***! ». Merci a mon
pére qui m’a appris a cultiver ma différence sans aucune honte. Merci d’avoir toujours cru en moi, et
d’avoir toujours soutenu et alimenter mon ambition en m’encourageant a dépasser mes limites. Merci
de me faire rire a tout moment. Merci d’avoir appris a développer mon sens critique, et de débattre en
toute circonstances, sans jamais avoir peur mémes quand les opinions divergent. Merci de m’avoir élevé
a la campagne et d'avoir éveillé mon intérét pour la nature (bien que mon c6té naturaliste n'ait jamais
été pleinement développé, malgré tes efforts). Merci a ma mére! Merci pour ton amour
incommensurable, ton soutien inestimable et tes encouragements quotidiens. Tu es capable de
m'écouter me plaindre, pleurer, crier et répondre a tous les probléemes de ma vie, y compris ceux liés
au travail, et ce, a n‘importe quelle heure. Je n'ai jamais compris comment tu réussissais a étre une
auditrice aussi exceptionnelle et a prodiguer des conseils sans faille. Merci de m’avoir transmis toute ta
force mentale. Merci de m'avoir inculqué des valeurs aussi nobles que courageuses. Et merci d’avoir
aussi joué le rble d’'intendante, secrétaire, comptable, organisatrice d'événements, et bien d'autres
réles encore. Et n"oublions pas les membres royaux de la famille, merci Eden et Mistral pour toute votre
affection.
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* Garcia-lopez M., Lurier T., Bouilloud M., (...), Bourhy P., Charbonnel N. And
DJELOUADIJI Z.- Pathogenic Leptospira species in small mammals, genetic diversity and
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Conferences internationales

e Talk presentation, SFE? & GfO & EEF joint meeting, International Conference on
Ecological Sciences, Ecology and Evolution: New perspectives and societal challenges,
2022, Metz, France

* Talk presentation, 17th edition of Rodens and Spatium 2023, Valladolid, Espagne

* Poster presentation, International Symposium of the World Association of Veterinary
Laboratory Diagnostician (ISWAVLD 2023), Lyon, France

Conferences locales

* Présentation lors de workshops et de séminaires BioRodDis (Anvers, Paris, via
vidéoconférence).

* Présentations locales au sein des équipes et des laboratoires, notamment au CBGP, a
I'IRD (Journées PhD) et lors de rassemblements de recherche collaborative tels que le
"Printemps de Baillarguet".

* Participation a des événements de comités thématiques en France, comme la
"Journée des Rongeurs" (présentation annuelle)

* Présentation des objectifs de terrain aux gestionnaires de sites (Office National des
Foréts)
*  Cours magistral a I'Université de Toulouse
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Introduction générale

« Ne vous y trompez pas, ces épidémies qui se succeédent sont liées les unes aux
autres. Et elles ne nous arrivent pas par hasard; elles sont le résultat involontaire

de nos actions » David Quammen, Spillover : Les infections animales et la prochaine pandémie

Fig. 1 Quelle image ou idée vous vient a |'esprit lorsqu’on vous évoque le terme "maladies infectieuses"
? - Compilation de photographies et de peintures illustrant I'évolution de la pensée collective et
culturelle au fil du temps lorsqu'il s'agit de la notion de "maladies infectieuses". Exemples de mots clés
. « Peste et choléras », pandémie du Covid-19, Paludisme, maladies et symptémes, Vaccin, masques et
autres mesure de protections individuelles, dépistage, mort, contagion ou transmission, zoonoses,

Représentation des zombies et scénarios post-apocalyptiques ---source (© Pictorial Press Ltd / Alamy Stock
Photo, Wikimedia common - Masque covid Yoav Aziz sur Unsplash, Photo de CDC sur Unsplash, Photo de Mufid Majnun sur
Unsplash virus ebola D.Berehulak/AP/Sipa et Abbas Dulleh /AP zombie : denny-muller et Yohann LIBOT sur Unsplash
grippe;Andrea Piacquadio, Getty Images)
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l.  L'émergence des zoonoses: Une préoccupation majeure face a l'impact
anthropique croissant

A. Les maladies infectieuses émergentes: une menace croissante pour la

santé humaine
Pendant longtemps, les maladies infectieuses ont été au centre des préoccupations,
engendrant d'effroyables pertes humaines (Weiss & McMichael, 2004). Leur impact a laissé des
traces durables dans la conscience humaine, contribuant a faconner I'histoire et la culture de
maniere profonde (Fig.1). Les avancées scientifiques et sanitaires, incluant les vaccins, les
antibiotiques et d'autres traitements, ainsi que les améliorations en matiere d'hygiene, ont
réduit considérablement les dangers que représentaient les maladies infectieuses qui étaient
autrefois prédominantes (Baker et al., 2021; Morand & Lajaunie, 2017; Weiss & McMichael,
2004). Ces progrés ont été si notables qu'ils ont pratiquement relégué ces maladies au second

plan dans la conscience collective (Cunningham et al., 2017a).

Cependant, les maladies infectieuses demeurent prédominantes en tant que causes de déces
dans les pays a faible revenu, comme en témoignent les récents rapports de I'OMS pour 'année
2019 (Fig2A). Les maladies infectieuses englobant les problemes néonataux, les insuffisances
respiratoires, les diarrhées, la malaria, la tuberculose et le SIDA restent prévalentes (Fig.2A).En
contraste, dans les pays développés, les principales causes de déces sont les maladies
cardiovasculaires, la maladie d'Alzheimer, les cancers liés au tabac et autres cancers, ainsi que

les maladies chroniques (Fig.2B, OMS rapport et Roser et al., 2021).

Malgré une réduction du nombre de décés attribuables aux maladies transmissibles entre 2000
et 2019, des inégalités significatives demeurent quant a I'acces aux infrastructures médicales
et aux soins de qualité dans les nations a faible revenu, d'apres les conclusions de I'étude
"Global Burden of Diseases, Injuries, and Risk Factors" 2019 ( Fig.2C, Haakenstad et al., 2022).
Ces régions se trouvent ainsi privées non seulement d'accés a divers traitements, vaccins,
mesures préventives et soins médicaux disponibles dans les pays aisés, mais ces disparités sont
également exacerbées par les modes de vie qui découlent de faibles revenus. Cela inclut des
problemes tels que le manque d'acces a I'eau potable, la malnutrition et un niveau réduit
d'hygiene (Stercket al., 2018). En plus, leur environnement se situe souvent dans des zones de
« points chauds » pour ces maladies infectieuses, pouvant ainsi d’autant plus renforcer ce

déséquilibre (Stercketal., 2018).
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A Leading causes of death in low-income countries

2000 ® 2019

1. Neonatal conditions

2. Lower respiratory infections

3. Ischaemic heart disease

4. Stroke

5. Diarrhoeal diseases

6. Malaria

7. Road injury

8. Tuberculosis

9. HIV/AIDS
O

10. Girrhosis of the liver
e —
0 200 000 400 000

Number of deaths
@ Noncommunicable @ Communicable @ Injuries

Source: WHO Global Health Estimates. Note: World Bank 2020 income classification.

HAQ Index

W52 Dssi-b14
Wnyies Daseré
66411 E677-763
D432-490 W 6.4-866
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B Leading causes of death in high-income countries

2000 @ 2019

1. Ischaemic heart disease

—O

2. Alzheimer’s disease and other dementias
p(O

3. Stroke
0

4, Trachea, bfnnchus. lung cancers
———

5. Chronic obstructive pulmonary disease

O

6. Lower respiratory infections
7. Colon and rectum cancers
@

8. Kidney diseases

O®
9. Hypertensive heart disease
~0O®

10. Diabetes mellitus

0 1 2 3
Number of deaths (in millions)

@ Noncommunicable @ Communicable @ Injuries

Source: WHO Global Health Estimates. Note: World Bank 2020 income classification.

— -

Fig.2 Principales causes de déces enregistrées en 2000 et 2019 issues de I'Organisation mondiale de la
Santé dans : A) Les pays a faibles revenus et B) Les pays a forts revenus. Les codes couleurs sont les
suivants : le vert indique que les causes de déces résultent de maladies transmissibles, le bleu désigne
les causes non transmissibles, et le noir est lié a des blessures. Les zones remplies représentent 'année
2019, tandis que les zones vides représentent 2000. C) L'indice d'acces et de qualité des soins de santé
globaux en 2019, par pays et territoire, dérivé du score de l'age de 0 a 74 ans provenant de |'étude
"Global Burden of Diseases, Injuries, and Risk Factors" 2019 (Haakenstad et al.,, 2022). Les couleurs
refletent le gradient d'acces et de qualité des soins de santé, allant du rouge pour indiquer un acces tres
faible, au bleu foncé pour indiquer un accés tres élevé.
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Alors que les avancées scientifiques continuent d'évoluer, la menace posée par les maladies
infectieuses progresse parallelement. Les chercheurs signalent une augmentation continue du
nombre de maladies infectieuses émergentes, depuis les années 1980 (Fig.3A, Baker et al.,
2021; Jones et al., 2008; Smith et al., 2014), telles que celles liées aux virus Zika (Gutiérrez-
Bugallo et al., 2019), SARS et MERS-CoV (Milne-Price et al., 2014), SARS-Cov2 (Contini et al.,
2020, encadré 1), virus de la grippe (Taubenberger & Kash, 2010), Ebola (Gire et al., 2014) ainsi
que des agents pathogenes tels que Borrelia (Steere et al., 2004), Leptospira (Hartskeerl et al.,
2011) et l'agent de la fievre Q (Angelakis & Raoult, 2011). Certaines de ces maladies
réapparaissent méme apres avoir été reduites a bas bruit a ['échelle mondiale. Ces
phénomenes sont qualifiés de "maladies émergentes" ou "réémergentes"”, se référant a des
maladies nouvellement apparues dans une population ou ayant existé auparavant mais dont
l'incidence augmente rapidement (définition de 'OMS). Plus précisément, les agents de ces
maladies peuvent se propager rapidement dans de nouvelles populations, régions ou périodes
différentes de celles précédemment connues (Dufour, 2017; Toma & Thiry, 2003). De
nombreuses maladies autrefois limitées aux régions tropicales sont désormais présentes a
I'échelle intercontinentale, comme en témoignent la détection du virus du Nil occidental
(Sambri et al., 2013) ou du Chikungunya en Europe (Amraoui & Failloux, 2016) et plus
récemment le MonkeyPox (Zaheer et al., 2022) (Fig.3B).

Ces agents pathogénes émergents ou réémergents entrainent un nombre significatif de déces
(Baker et al., 2021). Les mesures mises en place pour lutter contre ces maladies, bien que de
plus en plus rapides et sophistiquées, demeurent plus lentes que la vitesse de propagation des
agents infectieux. Cette situation marque I'avenement d'une nouvelle ere épidémique,
caractérisée par |'abolition des barrieres géographiques, une augmentation de I'émergence des
maladies et des contraintes scientifiques, médicales et politiques dans leur lutte (Baker et al,,
2021). Les conséqguences sanitaires, économiques et sociales désastreuses (Smith et al., 2019)
replacent une fois de plus les maladies infectieuses au premier plan des préoccupations

majeures du XXle siecle (encadré 1).
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Fig. 3 A.Chronologie des infections émergentes nouvellement identifiées et des épidémies notables de
maladies humaines dans de nouvelles zones entre 2003 et 2022 B. Carte mondiale des infections
émergentes nouvellement identifiées et des épidémies notables de maladies humaines dans de
nouvelles zones entre 2003 et 2022. Les deux figures sont issues d’une publication de I’Agence
britannique de sécurité sanitaire (2023). La couleur bleue indique une nouvelle émergence de maladie
infectieuse, tandis que la couleur rouge indique un pathogéne connu mais enregistré dans une nouvelle
aire géographique, dans laquelle le pathogéne n’était pas présent avant.
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Encadré 1 : Le cas du COVID-19 une prise de conscience de la menace

Aujourd'hui, comme le souligne la crise de la pandémie du COVID-19 (Frosh & Georgiou, 2022), les maladies
infectieuses ont le potentiel d'avoir un impact mondial avec une rapidité et une ampleur inattendues

(Dharmarajan et al., 2022).

Premierement, la population a pris conscience de la menace que représente I'émergence de nouveaux virus
totalement inconnus, pouvant surgir de maniere imprévisible et se propager rapidement a travers tous les
continents (Mishra et al., 2021). Ces agents pathogenes sont d'autant plus préoccupants qu'ils ont la capacité
d'induire des syndromes variés, allant du léger au grave, et engendrant un taux de morbidité modéré

(Organisation mondiale de la Santé et al., 2023).

Deuxiemement, cette crise a mis en lumiere la vulnérabilité des centres de soins et la complexité des prises
de décisions politiques. Le développement post facto de vaccins et d'autres traitements (Chatterjee et al.,
2021), bien qu'exceptionnellement rapide, a néanmoins pris du temps par rapport a la vitesse de propagation
de la maladie, ce qui a malheureusement entrainé un nombre considérable de déces. D’apres I'Organisation
mondiale de la santé (OMS), le nombre total de décés associés a la pandémie de COVID-19 seraient d’environ
14,9 millions. Bien que la majorité de ces déces ait été constatée dans les pays a faible revenu, les

répercussions ont touché toutes les catégories sociales et économiques, comme en témoigne I'OMS.

Enfin, elle a entrainé une crise économique et sociale sans précédent dont les stigmates sont encore visibles
(Ozili & Arun, 2020). Cela a permis aux maladies émergentes de retrouver une place centrale dans la
conscience collective, comme le montrent les médias (Hammes et al., 2021), les modes de vie et méme la
culture populaire cinématographique, ou les virus engendrant une "fin du monde" sont devenus des motifs
récurrents (Peters, 2020, Fig.1). Il est impératif de tirer des enseignements des vulnérabilités préexistantes a

cette crise, dans le but de mieux se préparer en vue des épidémies futures (Dharmarajan et al., 2022).

B. Les zoonoses, une composante prédominante des maladies infectieuses
émergentes
Compte tenu de l'importance croissante des implications des maladies infectieuses, la
compréhension de leur émergence est devenue une priorité essentielle. Pour ce faire, de
nombreux chercheurs se sont efforcés de caractériser la nature de ces émergences,
notamment les types de pathogenes impliqués, a la fois du point de vue taxonomique et de
leurs caractéristiques écologiques telles que le mode de transmission et leur origine (Jones et

al., 2008; Olival et al., 2017).
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Tous les micro-organismes ne sont pas pathogénes (Morse et al.,, 2012), mais plut6t
commensaux ou symbiotiques (Casadevall & Pirofski, 2000), apportant d'importants avantages
a leurs hoétes, parfois vitaux pour leur survie. En revanche, les pathogenes imposent des co(ts
significatifs ala santé de I'nGte en provoquant des maladies infectieuses (Casadevall & Pirofski,
2019). Cette balance complexe entre avantages et co(ts fluctue dans le temps et I'espace et
est intimement liée aux espéces hotes (Casadevall & Pirofski, 2019; Gundel et al., 2011). Les
micro-organismes pathogénes peuvent manifester des effets variables selon I'note, allant de la
neutralité a la virulence avec des symptdmes pouvant engendrer des conséquences graves, et

dans certains cas conduire a la mortalité de I'h6te (Casadevall & Pirofski, 2001; Leigh, 2010).

Alors que les recherches passées se sont principalement concentrées sur les virus, en particulier
les virus a ARN en raison de leur capacité a muter rapidement et a s'adapter a de nouveaux
hotes, seulement 25,4 % des pathogeénes responsables des maladies infectieuses sont de ce
type. En revanche, la grande majorité, soit 54,3 %, sont des bactéries. Les autres types de
pathogenes comme les champignons, les protozoaires et les helminthes jouent un réle moindre

dans les maladies infectieuses émergentes (Jones et al., 2008, Fig 4A et 4Ba).
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Fig. 4 A. Photos illustrant les différents groupes taxonomiques pouvant étre pathogenes. B. Figures
issues de Jones et al, 2008 illustrant a) les différents groupes taxonomiques a l'origine des maladies
infectieuses émergentes et b) les différentes origines des pathogénes zoonotiques

© Photos de virus du CDC sur Unsplash, prions, DataBase Center for Life Science (DBCLS) sur wikimedia
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Jones et al. (2008) estiment que plus de 70% de ces maladies infectieuses émergentes seraient
d’origine zoonotique avec la majorité de celles-ci impliquant la faune sauvage (Fig.4Bb).
Diverses especes animales exercent la fonction de réservoirs en abritant ainsi des agents
pathogeénes et en facilitant leur transmission a d'autres populations, y compris la population
humaine (Vourc’h et al., 2021). Par exemple, le virus Ebola proviendrait des chauves-souris en
tant qu'hétes réservoirs, le VIH du chimpanzé, le virus de la grippe porcine HIN1 du porc, le
virus MERS des chameaux, le virus de la variole du singe serait originaire des rongeurs

(Montgomery & Macdonald, 2020).

Dans ces zoonoses, la transmission interspécifique de I'agent infectieux se produit de deux
facons principales : par un contact direct entre les réservoirs sauvages et les humains et par
des transmissions indirectes impliquant des animaux intermédiaires (Fig.5). Ces animaux
intermédiaires peuvent étre des especes ponts, en contact avec a la fois les animaux sauvages
et les humains, tels que les animaux domestiques et les compagnons vivant avec les humains,
ou par le biais d'especes vectrices (Fig.5). Les contacts directs prennent diverses formes,
comme le toucher, l'ingestion d'aliments, les morsures, les griffures, ou méme I'exposition a

des particules en suspension dans I'environnement. En revanche, les transmissions via des

P(N

vecteurs se font par piglres (Vourc’h et al., 2021).

Contact direct,
consommation

Contact direct,
consommation

Fig.5.Figure issue de Avarre et al., 2020, illustrant les types de transmission direct et indirect entre les
réservoirs de la faune sauvage et les étres humains.

Alors que l'on considérait autrefois les changements (débordements pour spill-over) d'hotes
peu fréquents, il semble gu'ils soient plus courants que prévu, avec des pathogénes couvrant

un continuum de spécificité d'hote, allant de la spécialisation a une seule espéce héte a une
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large gamme d'hétes (Kreuder Johnson et al., 2015; Ostfeld & Keesing, 2022, Fig.6ABC). Des
études ont montré que la plupart des virus potentiellement pathogéniques sont partagés par
de nombreux hotes (Johnson et al., 2015). Dans la faune sauvage, les transmissions sont
fréquentes en raison des interactions inter-hotes significatives (prédation, compétition,
partage d'habitats) et sont-elles mémes conditionnées par I'environnement (Ostfeld et al.,
2018, Fig.6D). La transmission entre les especes hdtes et les populations humaines peut
s'intensifier en raison de deux facteurs clés : la proximité spatiale, qui accroit I'exposition, en
particulier lorsque les espéces cohabitent (Morand & Figuié, 2016), ainsi que la proximité
génétique et physiologique, notamment avec les mammiféeres tels que les primates (Olival et

al., 2017).
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Fig.6 A, B et C provient de |'étude d'Ostfeld & Keesing (2022) et illustre que les zoonoses sont
généralement transmises par des pathogénes ayant plusieurs hotes. La Fig.6D est ajouté pour mettre
en évidence l'existence de réseaux d'interactions complexes inter-hotes, dépendant de
I'environnement, ce qui souligne la fréquence élevée des transmissions inter-hotes.
C. Le rble de I'anthropisation dans I'augmentation du risque d’émergence
des zoonoses
Dans différentes régions du globe, notamment les zones a faibles latitudes comme les foréts
tropicales, on montre une corrélation positive entre la biodiversité de la faune sauvage et le
nombre de maladies émergentes (Allen et al., 2017; Jones et al., 2008; Morand & Lajaunie,
2017). Ces points chauds de biodiversité sont non seulement des zones a forte richesse en

especes animales et végétales, mais sont également associées a une forte diversité en micro-

organismes (Guernier et al., 2004; Schipper et al., 2008).
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Les points chauds de diversité n’expliquent cependant pas pour autant I'augmentation de
I'émergence des maladies infectieuses ces dernieres années pour un méme effort de
surveillance (Morand & Lajaunie, 2017). Plusieurs études ont montré une relation positive
entre le nombre d’épidémies et I'impact anthropique (Fig.7), comme les changements d’usage
des terres plus importants (Allen et al., 2017), la densité de population humaine (Jones et al.,

2008) ou le nombre d’especes menacées par pays (Asie du Sud-Est, Morand & Lajaunie, 2017).

Fig. 7. Carte thermique de la distribution des risques relatifs prévus des événements d’émergence de
maladies infectieuses de type zoonotique, issue de Allen et al.(2017).

Depuis les années 2000, les chercheurs ont averti que la perte de biodiversité et les pressions
anthropiques conduisent a une augmentation des maladies émergentes (Daszak et al., 2000).
Le changement d'usage des terres, particulierement la déforestation, 'urbanisation et
I'expansion de I'agriculture, seraient responsables de 30% des évenements d’émergence des
maladies infectieuses et le principal moteur de transmission des agents pathogénes de la faune

aux humains (rapport de I'lPBES, Plowright et al., 2021).

'augmentation de I'exposition de la faune sauvage et des animaux domestiques a la population
humaine résulte en grande partie de la croissance démographique (Fig.8). Les activités
humaines, telles que le tourisme, les loisirs en plein air, la chasse, I'agriculture, le commerce de
la faune sauvage et la possession d'animaux de compagnie exotiques, contribuent davantage
aux contacts entre humains, faune sauvage et animaux intermédiaires (Bezerra-Santos et al.,
2021; Dufour, 2017). De plus, la densité humaine agit comme un amplificateur, exacerbé par la
mondialisation et l'intensification des transports, ce qui augmente la probabilité de contact et

facilite la propagation des pathogénes (Karesh et al., 2012).
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Les changements d'utilisation des terres et le réchauffement climatique (Altizer et al., 2013;
Baker et al., 2003; Karesh et al., 2012) augmentent aussi les chances de contacts entre la faune
sauvage, les vecteurs et les populations humaines (Fig.8). Ces facteurs perturbent les animaux,
induisant un stress qui entraine une libération accrue d'excrétats (Plowright et al., 2021) et de
comportements agressifs (Maréchal et al., 2011), ainsi que des modifications de mouvements

et de répartition des espéces, les rapprochant davantage des zones habitées par les humains.

Environnement

Augmente la
susceptibilité humaine

Perturbe des communautés et
engendre la perte de la
biodiversité + augmente la : & U
susceptibilité des hbtes Anthropisation

Favorise 'exposition avec les
animaux intermédiaires ou issus
de la faune sauvage + augmente la
transmission interhumaines

Fig. 8. Schéma illustrant les facteurs contribuant aux dangers zoonotiques, a l'exposition et, en
conséquence, le risque d'émergence chez I'hnumain. L’environnement peut moduler ce risque selon les
saisons et le climat, tandis que les facteurs anthropiques accentuent a la fois le danger zoonotique,
I'exposition et la vulnérabilité des hotes, augmentant le risque d'émergence.

D’autre part, ces mémes facteurs anthropiques pourraient augmenter le danger zoonotique de
facon a perturber la structure et la biodiversité des communautés (Fig.8). Les récentes méta-
analyses sur les liens entre biodiversité et prévalence des pathogénes mettent en évidence que
I'augmentation de ces émergences résulterait de I'érosion de la biodiversité dans les milieux

naturels (Gibb et al., 2020; Halliday et al., 2020a; Felicia Keesing et al., 2010a; Rohr et al., 2020).

Les changements climatiques, la pollution et d'autres facteurs d'origine humaine qui impactent

les hotes et/ou les pathogénes en altérant leur reproduction, leur survie ou d'autres traits
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écologiques et fonctionnels, ont le potentiel de modifier la relation héte-pathogene. Cette
modification peut entrainer des variations dans la susceptibilité des hétes, y compris la faune
sauvage et les humains. En conséquence, ces facteurs ont la capacité de modifier le niveau de
danger zoonotique et la vulnérabilité des populations humaines, contribuant ainsi au risque

d'émergence de maladies (Fig.8).

Au vu de l'intensification de I'anthropisation dans les années a venir, par 'expansion de la
population humaine et la demande de ressources toujours plus élevée (White & Razgour,
2020), ainsi que des conséquences que cela engendre sur la biodiversité, la santé animale et
humaine, il est primordial d’intégrer une approche « One Health » (Fig.9). Cette derniére vise a
intégrer et unifier la santé publique, animale et environnementale, en particulier pour prendre
en compte tous les éléments pouvant conduire a une menace d’émergence de maladies
infectieuses (Cunningham et al., 2017a). Il devient primordial d’appliquer cette approche afin
d’éviter une prochaine pandémie. Bien que ce concept ait été initié au début des années 2000,
de nombreuses failles ont été mises en évidence dans la pratique (encadré 2), et la prévention,
la surveillance et la gestion du risque zoonotique émergent restent des fronts de science en

pleine effervescence.
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Fig 9. Figure tirée du groupe tripartite (FAO, OIE et OMS) et PNUE appelé - One Health High-Level Expert
Panel — décrivant le principe ‘One Health’

Il est crucial de maintenir une surveillance constante de la propagation de divers pathogenes
parmi différents hotes, dans un environnement en évolution permanente et de plus en plus
perturbé par les activités humaines. Dans cette optique, les approches de |'écologie des
communautés pourraient étre exploitées pour analyser les interactions complexes et les

processus éco-évolutifs qui en découlent et influencent le danger zoonotique.
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Encadré 2 : Comment tirer des legons de la pandémie du COVID-19

Jusqu'a présent, la recherche et la gestion des maladies se sont principalement concentrées sur la
prévention de la propagation chez les étres humains afin d'éviter les pandémies. Toutes les mesures
politiques et de santé publique prises étaient réactives plutét que proactives. Prenons l'exemple de la
crise du COVID-19 : les actions entreprises étaient en réponse a |'apparition du virus, comprenant le
développement ultérieur de vaccins, la création de méthodes de détection, la mise en place de
traitements médicaux et méme l'instauration de mesures de quarantaine visant a restreindre la
propagation. Cependant, I'efficacité de ces approches pour contrer de nouvelles maladies émergentes
peut étre limitée ou nécessiter un certain temps pour étre pleinement efficace dans la prévention de

la propagation (Lefrancois et al., 2023).

Il est donc devenu impératif de prendre des mesures préventives plus solides et d'agir en amont. Pour
atteindre cet objectif, il est essentiel de mieux appréhender les mécanismes de transmission inter-
especes et les facteurs influencant I'émergence des pathogénes (Lefrancois et al., 2023). Cela
permettrait d'identifier et de contenir rapidement les risques zoonotiques avant gu'ils ne se
propagent chez les étres humains. Pour ce faire, nous recommandons la mise en place d’un systeme
d'alerte efficace et précoce a I’échelle locale (Carroll et al., 2018), en renforcant les moyens de
surveillance des pathogénes chez de multiples hotes issus de la faune sauvage dans plusieurs

contextes environnementaux (Carroll et al., 2018).

Bien que la collaboration scientifique interdisciplinaire se soit montrée essentielle pour étre plus
rapide et performant dans la découverte des mécanismes et des traitements, grace notamment au
partage des données et des connaissances (Brandell et al., 2020; Lefrancois et al., 2023), la crise du
COVID-19 a mis en évidence un écart entre les décideurs politiques internationaux et la communauté
scientifique. Cette lacune s'est manifestée par I'absence d’'un modéle opérationnel d’alerte-décision
basé sur la science et |'évaluation multidisciplinaire incluant les sciences sociales. Ce modele aurait
pu étre mis en place des les débuts de la pandémie, en adoptant de maniéere rigoureuse le concept
One Health (Lefrancois et al., 2023). Dans cette optique, nous recommandons fortement une
communication et une collaboration renforcées entre les chercheurs, les responsables politiques
(Lefrancois et al., 2023), les représentants des secteurs publics et les médias (Hammes et al., 2021).
En renforcant cette collaboration, il devient possible de mieux coordonner les processus décisionnels
et de les communiquer de maniére plus efficace, avec pour objectif de garantir a tous un acces

équitable aux soins et de prévenir la propagation (Fig.9).
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ll.  Apport de I'écologie des communautés a la compréhension de la circulation des
pathogenes chez les hotes

A. La biodiversité des communautés d’hotes peut réguler la circulation des

pathogénes
Malgré la connaissance de l'impact de I'anthropisation sur l'augmentation des zoonoses
émergentes et de la perte de biodiversité, il est intéressant de noter que ce n'est que
récemment, au cours des trois derniéres décennies, que l'intégration de |'étude de la
biodiversité des especes a commencé a étre évaluée pour comprendre le danger zoonotique.
Cette approche s'est avérée particulierement pertinente, étant donné que I'hypothese de
I'effet de dilution, qui prédit une corrélation négative entre biodiversité des hotes et circulation
d’'un pathogéne (Keesing et al., 2006), a été démontrée dans divers systémes hotes-
pathogenes. Par exemple, cette hypothése a été validée dans le contexte du virus du Nil
occidental et de la communauté d'hétes aviaires (ex Swaddle & Calos, 2008), de la bactérie
responsable de la maladie de Lyme et de la communauté de mammiféres et d'oiseaux (par
exemple LoGiudice et al.,, 2003), ainsi que dans les systémes hantavirus et rongeurs (par
exemple Khalil et al.,, 2014). De plus, malgré |'observation de patrons contraires, tels que
I'amplification (corrélation positive entre biodiversité et prévalence d’un pathogene) ou
absence de patrons significatifs (Keesing et al., 2006; Wood et al., 2014), plusieurs méta-
analyses évaluant ces relations biodiversité-pathogenes (Civitello et al., 2015; Keesing et al.,
2010; Magnusson et al., 2020; Ostfeld & Keesing, 2012) ont conclu que la majorité des études
empiriques sont en faveur d’un effet de dilution. La biodiversité peut donc jouer un réle

protecteur contre la circulation des pathogénes (Keesing et al., 2006).

Cependant, ces méta-analyses ont fait I'objet de critiques multiples en raison de comparaisons
non uniformes entre les études, introduisant des biais et des possibilités d'interprétations
erronées (Halliday & Rohr, 2019; Randolph & Dobson, 2012; Salkeld et al., 2013; Wood &
Lafferty, 2013). De plus, d'autres études ont montré que la relation entre la diversité et les
zoonoses pourrait dépendre du contexte environnemental (Halliday & Rohr, 2019; X. Liu et al.,

2020), notamment de I'échelle spatiale considérée (Halliday et al., 2020).

Au cours du siecle dernier, la biodiversité et la structure des communautés d'especes ont été
largement étudiées dans divers écosystémes et a différentes échelles temporelles et spatiales

(Zzhou & Ning, 2017). Cette connaissance a conduit a I'élaboration de concepts (encadré 3), qui
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permettent une meilleure compréhension de I'impact de facteurs perturbateurs et une mise
en ceuvre de l'atténuation de ces impacts. Ceci est primordial pour la gestion durable des
territoires et la préservation des especes en déclin. Ainsi, I'application de ces cadres
conceptuels et approches théoriques, notamment dans I'analyse des interactions complexes
entre les communautés d'hotes, les agents pathogéenes et I'environnement, a permis d'obtenir
une meilleure compréhension des mécanismes sous-tendant les relations biodiversité-santé
(Johnson et al., 2015). Cette connaissance pourrait aboutir a la conception de stratégies de
gestion des écosystemes qui participent simultanément a la protection de la diversité
biologique et a la limitation de la circulation des pathogénes (Hopkins et al., 2021). A terme, de
telles études devraient contribuer a guider les gestionnaires de sites dans |'adoption de
stratégies « gagnantes-gagnantes » pour la biodiversité et la santé publique (Hopkins et al,,

2022).
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Fig.10. Représentation schématique des processus d’assemblage (appliquée ici a la communauté
microbienne mais pouvant s’appliquer a toutes communautés d’échelles hiérarchiques différentes). Les
points de couleur et leur numéro représentent des espéces différentes. Figure de (Zhou & Ning, 2017).
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Encadré 3- Les processus écologiques responsables de 'assemblage des communautés d’especes

L'écologie des communautés étudie les processus écologiques a l'origine de l'assemblage des groupes
d'espéces (Chesson, 2003; Hubbell, 2001). Chaque communauté d'espéce se caractérise par sa composition en
especes, leur abondance relative et leur diversité au sein d'un écosystéeme donné. Les processus impliqués

dans la structuration des communautés sont divers (Fig. 10) :

Les facteurs déterministes, incluant les facteurs abiotiques tels que la température, le pH et les perturbations
anthropiques, ainsi que les facteurs biotiques qui correspondent aux interactions entre les espéces agissent
comme des filtres en sélectionnant des espéces se distinguant par leur traits écologiques et fonctionnels (Chase
& Myers, 2011; Fargione et al., 2003). Les interactions inter-espéces peuvent varier selon un gradient, allant
d'effets positifs comme la coopération et la symbiose a des effets négatifs tels que la prédation, le parasitisme
et la compétition. Seules les especes capables de vivre dans des conditions déterminées par ces facteurs
peuvent s'établir, également connues sous le nom de niche écologique (Wiens et al., 2010). Plus précisément,
les facteurs environnementaux sélectionnent les espéces possédant des traits écologiques et fonctionnels qui
leur permettent de prospérer dans ces conditions. Entre différentes communautés, les facteurs peuvent opérer
de la méme maniere pour sélectionner les espéeces (Fig.10A), comme observé dans les communautés urbaines
homogénes (sélection homogénéisante). En revanche, certaines pressions peuvent opérer de maniére a

générer des différences de composition entre les communautés (sélection hétérogéne) (Zhou & Ning, 2017b).

Plusieurs facteurs stochastiques peuvent modifier la compostion des especes, tels que la
spécialisation/diversification, la dispersion et la dérive, de sorte gu’ils assemblent la communauté de facon
imprévisible (Chase & Myers, 2011). La spéciation concerne I'évolution et la diversification des especes au fil
du temps (Fig.10B). La dispersion renvoie a leur déplacement et répartition dans un écosystéme. Les espéces
peuvent co-occurer par hasard, résultant en une dispersion homogénéisante (Fig.10C). Des barrieres physiques
ou des limitations de déplacement peuvent entrainer une dispersion limitante. Les priorités des especes pré-
établies ou natives influencent également les dispersions futures (Fig.10C). Enfin, la dérive explique les
assemblages communautaires par des événements aléatoires, tels que des facteurs environnementaux
(inondations, tempétes, incendies) et démographiques (mortalités et naissances aléatoires, dynamique des

populations, dérive génétique) (Fig.10D) (Zhou & Ning, 2017b).

Ces facteurs agissent simultanément et a différents niveaux d’échelles hiérarchiques, spatiales et temporelles
(Chase & Myers, 2011; Dumbrell et al., 2009) (Fig. 11). Leur détermination et leur quantification restent un défi
(Stegen et al., 2013).
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Fig.11. Schéma conceptuel de la hiérarchie écologique appliquée a I'épidémiologie selon les types
d’hoétes, inspiré de Johnson et al., (2015) et Keddy & Laughlin (2021).

Individu non susceptible

L'intégration des concepts de |'écologie des communautés (encadré 3) a permis de combler
certaines lacunes dans notre compréhension des mécanismes sous-tendant les interactions
entre la biodiversité et les agents pathogenes (Johnson et al., 2015). Premierement, chaque
espéce et chaque individu présentent des caractéristiques propres (traits phénotypiques,
fonctionnels, immunitaires) résultantes de processus de spéciation (Fig. 10et 11). D'un point
de vue épidémiologique, les especes se distinguent dans leur aptitude a héberger et a
transmettre un agent pathogene spécifique, ce qui est communément appelé « compétence »
(Huang et al., 2016) (Fig. 11). Ausein d’une espéce, les individus varient dans leur susceptibilité
face aux pathogeénes, en raison de différences génétiques et phénotypiques (physiologiques,
immunitaires, comportementales...). Ces différences de traits influencent la valeur sélective des
individus et la capacité des especes a subsister, en fonction de filtres biotiques (comme la
prédation, la compétition, le parasitisme, la coopération) et abiotiques (comme la température,

le pH) (Fig. 11).
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Ainsi, la composition des communautés évolue en termes d’abondance relative et de présence
d'especes hbtes présentant des niveaux variés de compétence, ainsi que d'individus ayant des

degrés divers de susceptibilité.

Les facteurs biotiques peuvent modifier les interactions entres les especes hétes plus ou moins
compétentes ou entre les individus plus ou moins sensibles (Keesing et al., 2010). En se basant
sur ce principe, deux mécanismes principaux peuvent entrainer un effet de dilution.
Premiérement, des communautés d’hétes plus diversifiées peuvent inclure des especes moins
compétentes pour un pathogene donné, ce qui réduit le taux de contact intra-spécifique des
especes hoétes les plus compétentes, et par conséquent entraine la réduction de la prévalence
de ce pathogéne. Deuxiemement, le mécanisme de “régulation de I'hote sensible” est observé
lorsque la biodiversité augmente et entraine indirectement la réduction de prévalence des
pathogenes en réduisant la densité de I'note compétent (Yates et al., 2002), notamment via
des processus écologiques de prédation et de compétition (Khalil et al., 2016) (Fig.12). Ainsi la
présence d’especes clés comme des prédateurs interagissant avec les especes compétentes

peut étre tout aussi importante a considérer (ex. Khalil etal., 2016; Ostfeld et al., 2018).
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Fig.12. Schéma illustrant les mécanismes observés au sein d'une communauté d'especes d’hotes
compétentes (représentées par le symbole du virus et de couleur grise) et non compétentes (autres
couleurs) lors d'un effet de dilution provoqué par I'augmentation de la diversité et la diminution de la
prévalence des pathogenes. Les fleches noires symbolisent les interactions intraspécifiques et bleues
interspécifiques.
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Les facteurs abiotiques comme la disponibilité des ressources, les nutriments et caractéristiques
du sol (pH), la température, la pluviométrie, le pourcentage d’humidité, l'altitude ... peuvent
également modifier la composition en espéces hotes compétentes et individus hétes sensibles
d’'une communauté. Ces facteurs peuvent par exemple augmenter la compétence de la
communauté en favorisant les espéeces les plus compétentes (Halliday et al., 2021; Salkeld et
al., 2013). Ainsi, les changements climatiques ont le potentiel de modifier la distribution des
vecteurs et des especes hotes compétentes (ex des chauves-souris, Booth, 2018). L'abondance
des especes hotes compétentes comme les rongeurs peut varier au fil du temps, dues a des
cycles de dynamique des populations naturelles liés a la disponibilité des ressources (Altizer et
al., 2006). Par exemple, un accroissement de la disponibilité de graines peut entrainer la
prolifération des populations de souris deux années plus tard, entrainant ainsi une élévation de

la prévalence de la bactérie Borrelia, a I'origine de la maladie de Lyme. (Ostfeld et al., 2018).

Ces changements entrainent des effets a plus ou moins long terme et a des niveaux divers de
I'organisation écologique (Gonzalez-Varo etal., 2013). En plus de la variation de la composition
en especes, ces changements abiotiques ont la capacité d’altérer la valeur sélective d'un hote,
notamment via des impacts sur le systeme immunitaire, le rendant ainsi plus susceptible face
aux agents pathogenes. Par exemple, il a été montré que I'exposition a des insecticides pouvait
réduire la performance des abeilles, entrainant alors une infection aux pathogénes (Gonzalez-

Varo et al.,, 2013).

Enfin ces facteurs abiotiques peuvent également modifier les interactions biotiques
préexistantes (Dunson & Travis, 1991). Par exemple, lorsque la disponibilité des ressources
s’amoindrit, la compétition augmente ou modifie la structure du réseau trophique (Frelat et al.,

2022).

C. Les conséquences de [l'anthropisation sur [l'assemblage des
communautés d’hotes
L'effet dilution s’observe presque systématiquement lorsqu’on inclut des écosystémes ou les
pertes de biodiversité sont d’origine anthropique et non naturelle (Gibb et al., 2020; Halliday
et al., 2020).
Cela s’explique par le fait que les perturbations anthropiques entrainent des changements
prévisibles dans I'assemblage des communautés. Les espéeces hotes les plus compétentes ont

généralement une capacité accrue a se maintenir au sein d'écosystémes perturbés (Ostfeld &
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LoGiudice, 2003). Inversement, les especes les moins compétentes sont moins aptes a
s’adapter a de telles pressions et risquent l'extinction. L'anthropisation s’accompagne donc
d’'une réduction de la biodiversité et d’'une augmentation de l'abondance des espéces
compétentes. La capacité d’adaptation de ces derniéres faces aux perturbations s’explique par
leurs traits d’histoire de vie liés a un cycle de vie « rapide », caractérisés par de petites tailles,
une courte durée de vie et des densités de population importantes (Gibb et al., 2020; Johnson
etal., 2020; Plourde etal., 2017). Cette stratégie leur permet d'atteindre des taux de croissance
rapides et des capacités de colonisation accrues, bien que cela se fasse au détriment d'une
défense immunitaire moins spécifique (Plourde et al., 2017). Les espéces les plus abondantes
et compétentes sont favorisées dans les milieux perturbés et entrainent de surcroit une

augmentation du risque d’émergence (Keesing & Ostfeld, 2021).

Ainsi, ces connaissances sur la composition des communautés et la compétence des espéces
participent a la compréhension du risque de futures émergences de maladies zoonotiques (ex

des zoonoses transmises par les rongeurs, Han et al., 2015).

L’écologie des communautés a permis de mieux comprendre les liens entre biodiversité des
communautés d’hétes et la prévalence d’un pathogene. Cependant, il est important de noter
gue ces especes peuvent héberger plusieurs pathogénes simultanément, et que ceux-ci peuvent
également interagir. Pour mieux appréhender la circulation des pathogenes au sein d'un hote, il

devient crucial d'analyser les mécanismes opérant a |'échelle des micro-organismes.
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. Contribution de [’écologie des communautés microbiennes dans la

compréhension de la circulation des pathogenes.

Fig. 13. lllustrations de la prévalence omniprésente des micro-organismes, prenant des formes variées
capables de former des communautés et des réseaux d'interactions. ©Midjourney
A. Ecologie des communautés microbiennes

Grace aux nouvelles techniques de séquencage, il est désormais possible d'étudier la
biodiversité des micro-organismes d’un individu (par exemple, Jonge et al., 2022; Galan et al.,
2016b; Titcomb et al., 2019). Les estimations pour un adulte humain moyen révelent la
présence d'environ 30,000 milliards de cellules humaines et pres de 38,000 milliards de
bactéries dans le corps (Sender et al., 2016). Le virome humain se révele également vaste et

complexe, avec environ 10 trillions (10'%) de particules par individu (Liang & Bushman, 2021).
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En conséquence, un individu peut étre percu comme un écosystéeme a part entiere, défini
comme un holobionte : constitué a la fois de ses propres cellules et de son microbiote
commensal et infectieux (bactéries, virus, champignons, helminthes)(Simon et al., 2019).
L'utilisation de I'écologie des communautés est crucial pour comprendre comment les micro-

organismes s'assemblent au sein des hétes (Johnson et al., 2015).

Le microbiote bactérien intestinal (ci-aprés nommeé microbiote intestinal) est une des
communautés microbiennes les mieux décrites et étudiées chez les mammiferes. Ce
microbiote est soumis aux mémes processus écologiques que ceux observés au sein des

communautés d'hétes (ou macro-communautés) (Zhou & Ning, 2017)(Fig.14).

De nombreuses preuves indiquent que I'environnement de I'hdte peut agit comme un filtre
abiotigue en exercant une influence sur la structure et la composition du microbiote intestinal,
parmi lequel on compte notamment le pH intestinal, la concentration en oxygene ou le régime
alimentaire (ex chez la souris, Wang et al., 2014). La saisonnalité (Maurice, Cl Knowles, et al.,
2015), les facteurs climatiques et la géographie (Goertzetal., 2019; West et al., 2019) modulent

également en permanence ce microbiote (Alberdi et al., 2016).

De la méme facon, différents facteurs abiotiques ont un impact direct sur la présence des
pathogénes, favorisant leur survie et leur propagation dans I'environnement (Engering et al.,
2013) ou dans leurs vecteurs (Mora et al., 2022), et peuvent méme altérer leurs taux de

réplication (Roberts & Heesterbeek, 2018).

En plus des filtres environnementaux, les micro-organismes sont également soumis aux
contraintes biotiques imposées par I'hote (Fig.14). Dans le cas des micro-organismes
commensaux, on observe une phylosymbiose, ou la composition microbienne se ressemble
davantage entre individus étroitement liés sur le plan phylogénétique (Ley et al., 2008). Cette
similarité découle de la concordance entre l'histoire évolutive des espéces hdtes et les
structures de communautés de leurs microbiotes associés (Brooks, Kohl, Brucker,Opstal, et al.,

2016; Kohl, 2020).

De plus, la composition des communautés de micro-organismes (commensaux ou pathogenes)
dépend des caractéristiques de I'hote, telles que la génétique, la physiologie, le comportement
ou encore le groupe fonctionnel (age, maturité sexuelle, sexe) (Bonder et al., 2016; Santoro et

al., 2017) (Fig 14).
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Par ailleurs, les micro-organismes forment des communautés fonctionnelles au sein d'un
organe de I'h6te, et leur composition dépend également des interactions biotiques, c'est-a-dire
des interactions qui peuvent exister entre eux (Zhou & Ning, 2017). Des phénomenes de
compétition pour les ressources ou l'espace, ainsi que des processus de facilitation, peuvent
étre observés, ce qui fagconne des profils variés de co-occurence (ou co-infection pour les

pathogénes, Telfer et al., 2010).

Les effets stochastiques peuvent également jouer un role dans l'assemblage des communautés
de micro-organismes (Fig 14, Zhou & Ning, 2017). En plus de leurs traits écologiques distinctifs,
les especes hétes développent souvent des habitudes de vie communes, notamment a travers
leur alimentation. Cela peut entrainer une dispersion uniforme des micro-organismes entre les
hotes de la méme espéce, renforcant ainsi le phénoméne de phylosymbiose (Kevin D. Kohl,
2020). Par exemple, les souris vivant en cohabitation ont tendance a présenter des populations
bactériennes intestinales similaires (Campbell et al. 2012). En revanche, lorsque les hotes sont
isolés par des barrieres écologiques ou occupent des habitats différents, leurs populations de
micro-organismes sont plus susceptibles de présenter des différences marquées dues aux
effets de dispersion limitante. De plus, les assemblages microbiens pourraient également
résulter d'effets de priorité, ce qui signifie que les premiers colonisateurs ont plus de chance
de s'établir de maniére durable. Dans un contexte ou les micro-organismes subissent des
évolutions rapides avec des taux de mutation élevés, les mécanismes de spéciation et
d'extinction pourraient étre fréquents, tout comme les phénomenes de dérive (Zhou & Ning,

2017b).

36



Pool Global

Potentiel commensal

[
¥

Potentiel pathogéne

<" Pool Régional -

7 " Poollocal =

Filtres abiotiques

‘//"ﬁt:r-eﬁesﬁ?;y

FPhonsymbiose hétes
Compétence de I'espéce /

Les différents o N
termes retrouvés  _J Varla.bllll‘tes |nd,|V|dueIIes<” Intra-espéces hotes y,;}~
dans la littérature Sensibilité de héte S ”f/"’/ Filtres biotiques
_— Intra-organes @
Co-occurences Q\\ g.,
. N - S O
fo-lnfectlons S 9

Fig. 14.Schéma conceptuel de la hiérarchie écologique appliquée aux micro-organismes selon les types
de micro-organismes, inspiré de Johnson et al,, (2015) et Keddy & Laughlin (2021).
B. Le role du microbiote intestinal dans I'adaptation de I'hote

Le microbiote intestinal faconne le phénotype de son hoéte en fournissant des services
essentiels qui contribuent a sa santé (Shapira, 2016), notamment en jouant un rdle dans le
systéme immunitaire (Belkaid & Hand, 2014), le systeme nerveux (Ochoa-Repdaraz & Kasper,
2016) et le métabolisme (Rowland et al., 2017). Ces fonctions essentielles sont maintenues de
maniere stable, ce qui signifie qu’elles restent assurées malgré les fluctuations éventuelles de

la composition taxonomique du microbiote. Ceci illustre I'homéostasie.

Une caractéristique du microbiote intestinal est sa flexibilité, c’est-a-dire sa capacité a modifier
rapidement sa composition (Voolstra & Ziegler, 2020). Les modifications de la composition
taxonomique du microbiote intestinal, en réponse aux facteurs biotiques ou abiotiques,
peuvent demeurer neutres pour I'hdte, dans la mesure ou différents taxons peuvent exécuter
les mémes fonctions essentielles. Ce phénomene, appelé redondance fonctionnelle, confere a
I'néte une résilience face aux perturbations. Concrétement, si différents taxons peuvent
accomplir une fonction identique, la disparition d'un taxon aura un impact limité sur I'état de
I'néte, puisque la fonction pourra étre remplie par un/d’autres taxons (Moya & Ferrer, 2016b).

En revanche, dans les situations de "dépendance évolutive" hote-symbiote sans redondance
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fonctionnelle, I'extinction d’un taxon bactérien en réponse aux conditions environnementales
par exemple entrainera la perte de la fonction, et potentiellement, la mort de I'héte (Moeller

& Sanders, 2020).

Les modifications de la composition du microbiote intestinal peuvent avoir un effet positif pour
I'hote. Ainsi, le microbiote intestinal pourrait jouer un réle crucial dans |’adaptation ou
I'acclimatation de son héte a un nouvel environnement ou a de nouvelles conditions biotiques
et abiotiques, en fournissant de nouvelles fonctions bénéfiques pour ce dernier (Fig.15, Alberdi
et al., 2016; Moeller & Sanders, 2020). Les individus porteurs de ces taxons assurant ces
fonctions adaptatives seront sélectionnés (Fig.15). Par exemple, un microbiote favorisant un
métabolisme élevé peut favoriser un rythme de vie rapide chez son hote et donc sa capacité a
coloniser rapidement un nouveau territoire (Macke et al.,, 2017). Un microbiote intestinal
permettant de digérer des aliments normalement inaccessibles grace a des processus de
détoxification par exemple, peut favoriser la survie de I'hote dans de nouvelles niches. Ces
fonctions liées au régime alimentaire pourraient étre al'origine d'une innovation majeure dans
I'évolution des mammiféres, notamment vers un régime herbivore (Moeller & Sanders, 2020).
Le microbiote intestinal peut également permettre a I'n6te de s'adapter via des modifications
du comportement ou l'acquisition d’une tolérance a des conditions environnementales

extrémes (Liu et al., 2021; Suzuki, 2017).

Enfin, lorsque les modifications de la composition du microbiote intestinal entrainent une perte
de certaines fonctions essentielles ou une inadéquation entre les fonctions réalisées versus
celles nécessaires, cela a des impacts négatifs sur I'h6te, pouvant aller jusqu’a I'extinction de
certaines espéces hoétes. Les pressions anthropiques qui affectent la biodiversité (ex des
changements d’'usage des terres, Barelli et al., 2015, des contaminations environnementales,
des changements climatiques...) peuvent avoir des répercussions fortes sur la composition et
les fonctions assurées par le microbiote intestinal. Plusieurs études soulignent que les
perturbations anthropiques induisent un changement de diversité accompagné d'une plus
grande hétérogénéité dans la variance compositionnelle microbienne de I'hote (Fig. 15,
Fackelmann, Gillingham, et al., 2021; Lavrinienko et al., 2021; Wilkins et al., 2019; Zaneveld et
al., 2017). Le principe d'Anna Karénine a été proposé pour expliquer ce modele : tous les
microbiotes sains et équilibrés sont similaires, tandis que les microbiotes perturbés sont tous

différents (Fig.15, Zaneveld et al., 2017). Ces modifications s’accompagnent d’une perturbation
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de I'noméostasie microbienne, connue sous le nom de dysbiose. Elle reflete des processus
stochastiques, c'est-a-dire des changements aléatoires dans |'apparition ou la disparition de
taxons bactériens, qui modifient la structure globale du microbiote. Cela peut conduire a une
dérégulation de la réponse immunitaire et du métabolisme (Nyangale et al., 2012). La dysbiose
est associée a de nombreuses maladies chroniques chez I'numain, telles que le diabéte de type
2 (Everard & Cani, 2013) ou l'obésité (Boulangé et al.,, 2016). Dans les villes, I' augmentation
du nombre de cas d’asthme et d’allergies serait liée a ce phénomene de dysbiose, qui

transparait via la diminution de la diversité du microbiote intestinal (Hanski et al., 2012).
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Fig.15. Schéma conceptuel illustrant en partie supérieure des changements adaptatifs conduisant a des
modifications de la composition taxonomique sélectionnée, aboutissant a un microbiote identique pour
tous les individus. En bas, une perturbation entraine une variance considérable, ou chaque individu
possede un microbiote radicalement différent en raison de changements taxonomiques stochastiques.
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C. Le r6le du microbiote intestinal surla sensibilité de I'hdte aux pathogenes
Le microbiote intestinal Influence la sensibilité des hétes aux pathogenes i) via ses liens avec le

systeme immunitaire de I'h6te et i) via des interactions biotiques directes avec les pathogéenes.

D’une part, le microbiote intestinal posséde la capacité d'agir en tant que systéme de défense
immunitaire innée contre les infections intestinales. Il peut entraver la colonisation locale par
des pathogénes, en établissant des barrieres physiques face aux infections, via la formation de
biofilms protecteurs des muqueuses (Kamada et al., 2013). De plus, il peut prévenir la
prolifération de parasites et d'autres agents pathogenes en renforgant l'immunité de I'h6te
(McKenney et al., 2018) ou en libérant des substances métaboliques compétitives toxiques

pour les pathogénes, comme des bactériocines ou des toxines protéiques (Leung et al., 2018).
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Fig.16 Schéma conceptuel qui illustre les modifications de la composition microbienne résultant d'une
dérégulation, ainsi que les altérations des interactions biotiques (indiquées en rouge pour les
interactions négatives et en vert pour les interactions positives). Ces changements ont le potentiel

d'influencer tous deux |'apparition de pathogénes.

La perturbation du microbiote intestinal est souvent associée a une plus grande vulnérabilité
aux bactéries pathogeénes. Cette association est observée pour diverses especes hotes,
invertébrés et vertébrés (Belkaid & Hand, 2014; Engel et al., 2012; Kamada et al., 2013). Dans
de telles situations, les fonctions de barriere ou de régulation sont compromises. Cette
altération du microbiote entraine un déclin de la santé de I'n6te, affaiblissant notamment son

systeme immunitaire et augmentant sa susceptibilité aux pathogenes.
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De plus, un microbiote perturbé est davantage sujet a des processus stochastiques,
conformément au principe d'Anna Karénine (Zaneveld et al.,, 2017). Dans de tels cas,
I'assemblage du microbiote échappe a toute régle, ce qui peut entrainer |'établissement et/ou

la prolifération de micro-organismes potentiellement pathogénes.

D’autre part, les micro-organismes interagissent de fagon complexe au sein des hétes (Vayssier-
Taussat et al., 2014). Dans la littérature scientifique, les interactions entre les bactéries
commensales intestinales et les parasites sont largement étudiées, notamment chez les
helminthes (Kreisinger et al., 2015; Williams et al., 2015). Ces interactions peuvent étre de
nature négative, résultant de mécanismes de compétition ou d'antagonisme ; positives grace a
des mécanismes de facilitation, ou neutres. La compétition se manifeste lorsque différents
micro-organismes rivalisent pour accéder a des ressources limitées a l'intérieur de I'h6te

(Griffiths et al., 2014; Pinky & Dobrovolny, 2016).

La facilitation peut se manifester de plusieurs maniéres. D'une part, par la production directe
de molécules bénéfiques partagées (West & Buckling, 2003) et, d'autre part, de maniére

indirecte en altérant la physiologie ou I'immunité de I'héte (Abraham et al., 2017).

Dans ce contexte, de nombreuses initiatives visent a exploiter les bactéries commensales pour
combattre les pathogenes, en particulier chez les humains grace a |'utilisation de probiotiques
(Rueda-Robles et al., 2022). De plus, il est également envisagé d'intervenir directement sur le
microbiote des vecteurs de pathogenes tels que les arthropodes. Cette approche peut
empécher la colonisation de virus zoonotiques en exploitant les avantages d'une bactérie

commensale comme Wolbachia (Walker et al., 2011; Walker & Moreira, 2011).

Le microbiote pourrait jouer un réle importantdans|la circulation des pathogénes, en influengant
son hoéte ou en influengant les interactions intra-h6tes entre les pathogénes. Les petits
mammiferes constituent un modéle d'étude exceptionnel pour explorer cette dynamique
complexe entre communautés d’hotes et micro-organismes commensaux et pathogenes, et

mieux comprendre I'impact de ces interactions sur les risques d’émergences zoonotiques.
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IV. Le modele d’étude : Les petits mammiferes terrestresforestiers

A. La menace de I'anthropisation des foréts et des milieux boisés sur les
communautés de petits mammiféeres et le risque d’émergence
Les foréts constituent des points chauds de biodiversité et fournissent de multiples services
écosystémiques. Elles sont aujourd’hui menacées comme en attestent la déforestation,
Iintensification de I'exploitation forestiere et I'impact des changements climatiques sur les

essences forestieres (Combe et al., 2019; Karesh et al., 2012).

En outre les foréts abritent de nombreuses especes, dont des petits mammiferes terrestres.
Ces derniers constituent un groupe taxonomique caractérisé par leur petite taille. Il regroupe
I'ordre des Rodentia et le groupe des insectivores, notamment les ordres des Erinaceomorphes
(hérisson) et Soricomorphes (musaraignes et taupes) (Poitevin & Quéré, 2021). Certaines sont
généralistes mais d’autres sont spécialisées a certaines conditions environnementales, ce qui
font d’elles des especes tres sensibles aux perturbation anthropiques (Fischer et al., 2015). Ces
especes font face a un risque d'extinction (Barnosky et al., 2011; Montgomery et al., 2015),
comme en témoignent les observations en Amérique (Droghini et al., 2022; Kelt & Meserve,
2014), en Europe (Coomber et al., 2021) ou dans les fles (Harris, 2009). Une telle disparition
peut étre dramatique, compte tenu du réle primordial que ces especes jouent dans les
écosystemes forestiers. Par exemple, elles participent a la chaine alimentaire, contribuent a la
dispersion des graines et jouent un réle crucial dans le cycle des nutriments (Fischer et al.,
2018). Certaines espéces sont devenues des espéces emblématiques et appréciées a protéger
(especes phares comme les écureuils roux), mais d’autres espéces forestieres méconnues du

grand public pourraient étre tout aussi important en biologie de la conservation

A l'opposé, certaines espéces profitent de ces perturbations anthropiques pour envahir les
foréts exploitées (Harris, 2009), au détriment des espéces natives. Elles peuvent également
s’adapter et envahir les zones boisées des parcs urbains, ou se trouve une abondance de
nourriture laissée par les humains et oUu les pressions biotiques telles que la prédation et la
compétition sont reldchées (Lowry et al., 2013; Werner & Nunn, 2020a). Certaines d’entre elles
sont considérées comme des nuisibles, ravageurs de culture comme les campagnol des
champs, d’autres comme des espéces synanthropes ou commensales (Hulme-Beaman et al.,
2016) avec des densité élevée dans les parcs urbains ou espaces verts (Salek et al., 2015)

comme les rats ou les souris (Hulme-Beaman et al., 2016). Ces derniers peuvent entrainer des
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co(ts économiques importants, causer par la dégradation des infrastructures ou des récoltes

(Almeida et al., 2013).

Or cette composition des communautés de petits mammiferes forestiers peut avoir des
implications sur le danger et le risque zoonotique. Deux récentes méta-analyses de Gibb et al.
(2020) et Mendoza et al. (2019) mettent en évidence I'impact de I'anthropisation du milieu sur
la composition des communautés d’hdtes rongeurs, avec une abondance d’espéces hotes
compétentes plus importante dans les sites soumis a une utilisation humaine importante
(écosystemes modifiés, agricoles et urbains) par rapport aux habitats voisins non perturbés
(Fig.17A). Al'inverse, les espéces de rongeurs vulnérables (IUCN) étaient trés peu représentées

dans les milieux urbains (Johnson et al., 2020).

Fort de ces connaissances écologiques, il est désormais envisagé de prédire le risque de futures
émergences de maladies transmises par certains petits mammiféres terrestres, notamment les
rongeurs (Allen et al., 2017b; Dharmarajan et al.,, 2022; Han et al, 2015; Olival et al,
2017b)(Fig.17BC). Les méta-analyses récentes peuvent montrer des résultats variables,
probablement du fait que ces études sont menées a I'échelle mondiale mais s’appuient sur des
données encore tres parcellaires (Fig.19BC).

A

Rodentia B
2004 ® Non host "f i D o5 J
® Host ‘* v p il
100+ e o Human density

Host diversity

Abundance difference from primary land (%)

€ 250
ok ¢l - _L_____ ~"'“\_.i_ s, -‘3{,4 7| 200
gt oy~ A 150
; @ "'? N |10
101 W ¢ -y (o
Secolndary Mar‘iaged Url'mn ‘/ 5 v 0

Fig.17. A. Effets de I'utilisation des sols sur I'abondance des especes de rongeurs hotes (marron) et non-
hotes (vert) de zoonoses (Gibb et al., 2020). Cartes géographiques de prédiction du risque d’émergence
de maladies zoonotiques issues de la transmission des rongeurs en se basant sur B. la diversité des hétes
compétents et la densité humaine dans la zone (Dharmarajan et al., 2022) ou C. la proportion de virus

zoonotiques par espece, la parenté phylogénétique, la taxonomie de I'hGte et la densité humaine (Olival
et al., 2017)

43



Il est encore nécessaire, pour améliorer ces prédictions du danger zoonotique, de réaliser des
études empiriques permettant d’acquérir des connaissances sur la biodiversité des petits
mammiferes terrestres et de leurs micro-organismes, dans différents écosystemes avec des
degrés d’anthropisation contrastés, et de mettre ces données a disposition dans des bases de

données mondiales.

B. Les petits mammiferes terrestres, une communauté diversifiée pouvant
abriter de nombreux micro-organismes
De part leur grande diversité les petits mammiferes constituent une des principales menaces
zoonotiques (Fig.18).
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Fig.18 — Schéma illustrant les divers facteurs expliquant le risque zoonotique majeur associé aux
rongeurs.

De facon proportionnelle, on observe que 61 % des virus zoonotiques sont véhiculés par |'ordre
des Rodentia, octroyant ainsi a ce groupe taxonomique le statut de détenteur du plus grand
nombre de virus parmi I'ensemble des taxons inclus (Johnson et al., 2020b). Ils possedent
également de nombreuses bactéries, champignons, helminthes et protozoaires (Han et al.,
2015), pouvant étre responsables de nombreuses zoonoses (encadré 4). Cette corrélation
découle en partie de la relation positive entre le nombre d'espéces au sein d'un ordre et la

richesse de pathogenes zoonotiques qu'ils peuvent abriter (Han et al., 2015; Johnson et al.,
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2020). Or, les rongeurs, constituent I'ordre de mammiferes le plus diversifié (représentant 40

% des especes) (Fig.18) (Olival et al., 2017a).

Les petits mammiféres terrestres peuvent étre associés a un risque zoonotique important en
raison de leur proximité génétique et physiologique avec les humains (Olival et al., 2017a), et
de leur capacité a agir en tant qu'especes ‘pont’ entre la faune sauvage, la faune domestique

et les humains (Fig.18).

En effet, leurs traits d’histoire de vie peuvent étre associés a un cycle de vie rapide leur
permettant de coloniser tous les habitats aussi bien forestiers qu’urbains sur tous les continents
(Churakov et al., 2010; Luis et al., 2015). D’autre part, ils peuvent atteindre des densités de
population trés importantes, favorisant la probabilité de contacts directs avec I'humain, les
animaux domestiques et les zones de stockage alimentaire (Schell et al., 2021a). De plus, ces
contacts sont fréquents car de nombreuses espéces de petits mammiferes cohabitent avec les
étres humains (Fig.18). lls sont présents dans divers milieux anthropisés tels que les champs
agricoles, les habitats résidentiels, les zones urbaines et les environnements forestiers. De plus,
ces animaux interagissent fréquemment, en particulier lors des périodes de compétition
intense pour les ressources (Salgado et al., 2022). Les comportements agressifs qui en résultent
peuvent entrainer la libération de liquides tels que la salive et 'urine, favorisant la transmission
de certains pathogenes. Ainsi, des études de réseaux d’interactions ont mis en évidence le réle
central de certains petits mammiféres terrestres (rongeurs) dans la transmission de virus entre
différents ordres d'hotes, qu'ils soient sauvages ou domestiques, ainsi que dans la transmission

de virus aux étres humains (Fig.19.Johnson et al., 2020).

Compte tenu de leur biodiversité, de leurs réles dans le fonctionnement des écosystémes et de
leur forte capacité de réservoirs d’agents zoonotiques, il est essentiel d’avoir une bonne
connaissance de I'écologie de ces communautés de petits mammiferes terrestres, et d’établir
une surveillance des pathogenes gu’ils peuvent véhiculer. Ce sont donc des modeles biologiques
tres pertinents pour étudier la possibilité de mettre en place des stratégies gagnant-gagnant pour

la biodiversité et la santé publique ou vétérinaire.
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Fig. 19. Carte du réseau de partage de virus zoonotiques entre A. des hotes animaux sauvages (violet)
et domestiques (vert) (Johnson et al.,, 2015), B. les hotes rongeurs (noir) et les étres humains (vert)
(Nieto-Rabiela et al., 2019).

Encadré 4: les agents zoonotiques transmis par les rongeurs

Les rongeurs sont a l'origine de 66 zoonoses selon Han et al. (2015). Parmi ces zoonoses, la leptospirose cause
1,03 millions de cas annuels dans le monde, entrainant 58 900 déces (Costa et al., 2015). Les hantaviroses
provoguent une fievre hémorragique avec un syndrome rénal (HFRS) en Eurasie ou un syndrome
cardiopulmonaire a hantavirus (HCPS) dans les Amériques (Moore & Griffen, 2023). La fievre de Lassa, causée par
un Mammarenavirus, entraine 5,000 a 10,000 morts chaque année en Afrique (Fichet-Calvet & Rogers, 2009).

Ces pathogenes sont directement transmis de certaines especes hdtes rongeurs aux humains.

En tant que réservoirs, les rongeurs sont intégrés dans un réseau complexe d’interactions inter-hétes et peuvent
jouer un réle central dans la circulation des pathogenes (Fig.19). Par exemple, dans le cas de la maladie de Lyme,
les rongeurs sont un des principaux hoétes des tiques porteuses des bactéries du genre Borrelia, agents
pathogénes de cette maladie, pouvant causer des dommages neurologiques chez I'lhumain. Ces bactéries sont
ensuite transmises par les tiques (Ostfeld et al., 2006). Une autre maladie emblématique impliquant les rongeurs
et une puce comme vecteur est la peste, qui subsiste dans certaines régions et demeure endémique a Madagascar
(Alderson et al., 2020). De nombreux pathogéenes présents chez les rongeurs se propagent de maniére indirecte
par le biais d'animaux domestiques, incluant les bactéries (responsable par exemple de la bartonellose, la
tularémie), les virus (responsables par exemple de la fievre de la vallée du Rift, la fievre hémorragique de Crimée-
Congo, la chorioméningite lymphocytaire), ainsi que divers parasites responsables de maladies telles que la

toxoplasmose, la leishmaniose et I'échinococcose (Meerburg et al., 2009).
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C. L'implication du microbiote intestinal des petits mammiferes dans la
circulation des pathogenes
'étude du microbiote intestinal ouvre de nouvelles pistes de recherche sur les maladies

zoonotiques liées aux petits mammiferes.

En particulier, le microbiote intestinal des rongeurs a fait 'objet d'études approfondies,
incluant des expérimentations en laboratoire, qui offrent aujourd’hui une bonne description de
cette communauté microbienne et de son fonctionnement. Les taxons et les fonctions liés a ce
microbiote sont bien caractérisés, mais cette connaissance est biaisée vers certains animaux
de laboratoire, en particulier les souris (Lesker et al., 2020). Il est important de noter que ces
connaissances peuvent différer sil'on considere ces animaux dans la nature. En effet, la plupart
des études réalisées sur des animaux en captivité ont montré des perturbations microbiennes,
voire une dysbiose, avec des différences de composition fortes par rapport a ce qui est observé
dans la nature (par exemple, Martinez-Mota et al., 2020). Explorer le microbiote des petits
mammiféres sauvages est désormais crucial pour mieux comprendre son role dans la biologie

et I'évolution de I'héte (Hird, 2017), et son impact sur la circulation des agents zoonotiques.

Ces dernieres années, plusieurs études se sont intéressées a la diversité et composition du
microbiote intestinal de rongeurs sauvages, dans différents contextes environnementaux. Il a
été montré que le microbiote intestinal differe en fonction de la phylogénie des espéces hotes
(phylosymbiose) (Knowles et al., 2019; Weinstein et al., 2021). De plus, ces études montrent
une variation de la diversité et de la structure du microbiote intestinal des rongeurs en fonction
de l'environnement et des pressions anthropiques, comme la fragmentation du paysage
(Fackelmann, Gillingham, et al., 2021), I'exposition a des polluants (Brila et al., 2021) ou a la
radioactivité (Lavrinienko et al., 2018). L'hypothése du microbiote intestinal pouvant étre un
trait favorisant I'adaptation ou le maintien des espéces de petits mammiféres en réponse a

I'anthropisation du milieu reste cependant largement inexplorée (Moeller & Sanders, 2020).

Enfin, de nombreuses études ont mis en évidence des modifications de la diversité et de la
composition du microbiote intestinal des petits mammiféres associées a des infections, en
laboratoire ou en nature. Ces recherches concernent tous les types de pathogenes, notamment
les bactéries (ex Helicobacter pylorii, Dash et al., 2019; Brila et al., 2023), les helminthes (ex
Kreisinger et al., 2015; Trichinella spiralis, Liu et al., 2021), les virus (ex. Xiang et al., 2019) ou

encore les protozoaires (ex. Hatter et al., 2018).
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Ces études mettent en lumiere les conséquences en cascade de I'anthropisation, en particulier
des milieux forestiers, sur les communautés de petits mammiféres, et leurs communautés de
micro-organismes commensaux et pathogenes. A ce jour, ces relations sont souvent analysées
par un prisme simplifié (uniquement les communautés d’hétes, uniquement le microbiote
intestinal, uniguement les interactions entre deux compartiments : hétes-pathogénes ou hétes-
microbiote intestinal). Or les interactions sont complexes et multipartites, ce qui nécessite de les
appréhender en prenant en compte I’ensemble des compartiments : milieux, hotes, micro-
organismes pathogenes et commensaux. C’'est cette compréhension globale qui permettra de

mieux évaluer et prédire le danger zoonotique inhérent aux changements globaux.

V. Obijectifs scientifiques de la these
Le principal objectif de ma these était de mieux comprendre le danger zoonotique en prenant
en compte divers pathogénes au sein de différentes especes de petits mammiféeres forestiers

le long d'un gradient d'anthropisation.

Nous avons vu précédemment que |'anthropisation peut avoir des répercussions sur la
biodiversité a différents niveaux biologiques, aussi bien au niveau des communautés de petits
mammiferes que des micro-organismes qu’ils hébergent. De plus, nous avons décrit dans les
paragraphes précédents les conséquences des modifications de la biodiversité sur la sensibilité
des hétes aux pathogenes. Par conséquent, j'aborde ces deux niveaux de complexité dans ma
these pour mieux comprendre les liens entre Biodiversité et Santé et les mécanismes sous-

jacents a ces liens (Fig. 20).

Pour ce faire, nous avons analysé les communautés de petits mamiferes terrestres dans des
milieux forestiers de degrés d’anthropisation contrastés, en échantillonnant des réserves

naturelles, des foréts gérées, ainsi que des espaces boisés urbains, en France.

Des approches empirique et théorique ont été combinées pour analyser les interactions
complexes entre I'environnement, les hétes, le microbiote intestinal et les pathogénes, afin de

parvenir a une compréhension approfondie de ce systeme (Fig.20).

48



Anthropisation

Environnement

Communa.utes Chapitre 3 CqmmL}naute
des petits microbiennes
mammiferes

Discussion &
Perspectives

Chapitre 4 &

Chapitre 1 & 2 X
Perspectives

Pathogénes

Fig. 20.Schéma conceptuel décrivant les différents liens étudiés dans chaque chapitre de these.
Les résultats de ce travail sont présentés dans quatre chapitres.

Le chapitre 1 expose les méthodes d'étude ainsi que les caractéristiques multi-hotes et multi-
pathogeénes identifiées a partir d'un échantillonnage réalisé sur 2.5 ans, le long du gradient
d’anthropisation. Dans un premier temps, I'objectif est de fournir un apercu technique et de
discuter des défis rencontrés pour collecter ces données. Dans un second temps, il s’agit de
présenter les résultats bruts pour souligner la biodiversité des hotes et des pathogenes et

rendre compte aux gestionnaires de site des dangers zoonotiques identifiés.

Le chapitre 2 a pour objectif d’étudier les liens entre les communautés de petits mammiferes
et la circulation de plusieurs pathogénes, en complémentant I'étude empirique, d'une étude
théorique. Dans un premier temps, nous avons explorer I'impact de I'anthropisation sur les
liens entre biodiversité des petits mammiféres et la prévalence de multiples pathogenes. Nous
nous attendions a avoir un effet dilution pour tous les pathogénes observés, expliqué par un
plus grand nombre d’especes abondantes et compétentes dans les environnements de faible
biodiversité. Nous nous attendions a ce que des facteurs environnementaux aient un réle sur
la biodiversité des petits mammiferes et sur les pathogénes, de sorte qu’ils modifient la relation

biodiversité- prévalence des pathogenes.
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Dans la partie théorique nous avons testé si I'abondance relative des especes commensales
plus abondantes et compétentes était le moteur de I'effet dilution. Nous avons réalisé des
simulations d'un contexte épidémiologique similaire a nos données empiriques, dans lequel le
pathogéne Orthohantavirus SEQOV était en circulation. Par la suite, nous avons procédé a
I'évaluation de I'impact des méthodes de gestion, telle que la dératisation, sur la relation entre
la biodiversité et la circulation du SEQOV. Plus précisément, nous avons cherché a déterminer si

cette approche pouvait étre bénéfique en réduisant a la fois la circulation du SEOV tout en

préservant la biodiversité des petits mammiferes.

Le chapitre 3 présente les variations spatio-temporelles du microbiote intestinal de différentes
especes de petits mammiféeres, le long d'un gradient d’urbanisation. Dans la premiére étude,
nous examinons le microbiote intestinal d'une espece de rongeurs, le mulot sylvestre
Apodemus sylvaticus, pour décrire les variations de sa diversité et de sa composition
microbienne. Dans la deuxieme étude, nous considérons I'ensemble de la communauté de
petits mammiféres et explorons les variations du microbiote intestinal le long du gradient
d'urbanisation. Ceci permet de tester |"nfluence relative de I'espéce hote, de la catégorie de
forét et de l'interaction hote x gradient sur les caractéristiques du microbiote intestinal. Des
modeles sont développés pour déduire les processus écologiques sous-jacents (sélection

versus stochasticité) aux patrons observés.

Le chapitre 4 explore les liens entre le microbiote intestinal et diverses communautés de
pathogenes. Pour ce faire, nous avons analysé les relations tripartites entre les communautés
de bactéries intestinales commensales, les communautés de bactéries pathogenes et les
communautés d'helminthes gastro-intestinaux chez une espéce, le campagnol roussatre
Myodes (syn. Clethrionomys) glareolus. Nous avons comparé différentes populations le long

d'un gradient longitudinal Nord-Sud.

Enfin, une discussion générale permet de présenter une synthete générale des résultats
obtenus et de discuter des limites de cette étude. Des perspectives d’amélioration sont
proposées afin de formuler des stratégies de suivis de la faune sauvage et des dangers/risques
zoonotiques qui soient plus intégratives et permettent une meilleure surveillance, tout en

suivant les recommandations liées au concept « One Health ».
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Chapitre 1. Présentation des méthodes d’etude et du systeme multi-
hotes multi-pathogenes

|.  Contexte
Il est désormais largement reconnu que prendre en compte la santé des hétes et de
I'environnement est crucial pour une meilleure compréhension de la circulation des
pathogénes de type zoonotique, comme en témoigne le nombre croissant d'études basées sur
les approches "One Health" ces derniéres années (Destoumieux-Garzéon et al.,, 2018).
Cependant, les mécanismes sous-jacents qui régissent la dynamique des hétes et de leurs
agents pathogenes demeurent encore insuffisamment évalués in natura, et la surveillance des
maladies dans la faune sauvage est un front de recherche en plein essor. Ces études requierent
I'analyse des caractéristiques environnementales ainsi que des connaissances sur |'écologie des
hétes et des pathogenes dans le temps et I'espace. Malheureusement, les méthodes utilisées

dans ces recherches sont souvent contraignantes (Mazzamuto et al., 2022).

La logistigue de l'échantillonnage sur le terrain présente des défis importants, limitant
considérablement le nombre de réplications spatio-temporelles, et rendant les techniques
d'échantillonnage souvent invasives et complexes, ce qui restreint le nombre d'individus
pouvant étre échantillonnés (Mazzamuto et al., 2022). Le suivi de la faune sauvage s'avere
particulierement ardu, car les connaissances initiales sont souvent biaisées en faveur d'espéces
ayant un intérét économique ou pour la santé (souvent liées), ce qui entraine un manque de
données sur les autres especes (Stephenson et al., 2022). De plus, la susceptibilité des animaux
aux agents pathogénes varie en fonction de caractéristiques individuelles telles que les groupes
fonctionnels, la génétique, la physiologie, I'immunologie, etc., enraison de différences de sexe,
d'age, de maturité sexuelle et de conditions physiques (Henttonen, 2022). L'acquisition de ces
parametres, bien que déterminant pour comprendre la circulation des pathogenes, s'avere

également complexe.

Malgré les améliorations dans les méthodes de diagnostic des pathogenes, de multiples
compromis (financier, de temps, et matériels disponibles) doivent étre faits dans le choix des
méthodes entre la détection non ciblée de l'ensemble des agents via des méthodes de

métabarcoding et des méthodes plus précises et ciblées pouvant détecter des pathogénes
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spécifiques, ou encore des approches métagénomiques plus précises mais colteuses et

chronophages (Aladhadh, 2023).

Dans ce chapitre, nous nous concentrerons sur une description détaillée des méthodes utilisées
pour collecter les données permettant de décrire les hotes, pathogenes et leur environnement,
en mettant en évidence les limites associées a ces méthodes. Nous présenterons les
caractéristiques environnementales des sites d'études, les caractéristiques spécifiques des
hotes échantillonnés tant au niveau de |'espéce que des individus, ainsi que les caractéristiques
des pathogenes diagnostiqués. Cette approche globale permet de décrire la présence de petits
mammiféeres et de leurs pathogenes dans les foréts frangaises étudiées, et sera utilisée tout au

long des études présentées dans cette thése.

Cette thése ayant été au cceur d'un vaste projet (https://wwwé.inrae.fr/biodiversa-

bioroddis fre/ ) et ayant fait I'objet de nombreuses collaborations, je présenterai dans ce
chapitre quelques méthodes et données précises sur les pathogénes détectés, obtenues grace
a ces partenariats. Ces études soulignent I'importance cruciale de la collaboration et du partage
de travail dans la recherche, que ce soit dans la collecte des données, les analyses de détection
moléculaire ou les analyses statistiques. Renforcer la collaboration pourrait, a l'avenir,
permettre d’acquérir une vision plus exhaustive de [|'écosysteme hote-pathogéne-

environnement.
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Il. Caractérisation environnementale des sites d’études

Note : Le data paper de Pradel, Bouilloud, (...), Charbonnel et al., 2022 (Biodiversity Data Journal 10:
€95214, disponible sur : https://doi.org/10.3897/BDJ.10.e95214), fournit une description détaillée de
I'ensemble du matériel et des méthodes utilisés, ainsi que des données brutes associées. Il offre des
précisions supplémentaires sur le plan d'échantillonnage, les relevés de succés de piégeage et les
caractéristiques individuelles, qui viendront compléter les informations que je présenterai ci-dessous.
A. Localisation et contexte des sites d'étude

Les communautés de petits mammiféres terrestres ont été échantillonnées dans six sites,
répartis selon un gradient d’anthropisation forestier incluant des réserves biologiques
intégrales (RBI), des foréts gérées par I'Office National des Foréts (ONF) et des milieux boisés
dans des parcs urbains. Deux réplicas sont inclus pour chaque catégorie : deux RBI, deux foréts
exploitées dans le Jura et 'Ain et deux parcs urbains a Lyon (Fig. 1A, Pradel et al., 2022).

Cependant, ces ‘réplicas’ peuvent différer de par leurs caractéristiques abiotiques (différences

d’altitude, de latitude, de climat, d’usage des sols) et biotiques (essences).

Les RBIs étudiées (FRFGRI= Griffe du diable et FRFGLA= Glaciere, Photos Fig. 1B) sont des zones
protégées non exploitées depuis plus de 150 ans (excepté par des coupes sanitaires), offrant
des refuges pour la faune et la flore. Ainsi ces zones bénéficient d’un cycle sylvigénétique plus
complet que les autres foréts. Qutre un apport nutritionnel, les arbres laissés au sol pourraient
créer des habitats pour les petits mammiféres (Lachat et al.,, 2019). Les foréts exploitées
sélectionnées pour notre étude (FRFCOR= Cormaranche en Bugey et FRFMIG= Mignovillard,
Photos Fig. 1B) sont en expansion depuis la déprise agricole du 19éme siecle. Elles peuvent étre
entourées de routes et de terres agricoles, ce qui favorise leur fragmentation. En plus de leur
exploitation économique, les foréts sélectionnées font I'objet d'une régénération artificielle, ce
qui peut potentiellement conduire a une réduction de la diversité (Rajora, 1999). Enfin, les
parcs urbains dans le Rhone (FRPDLL= Domaine Lacroix Laval et FRLTO = La Téte d'Or, Photos
Fig. 1B ) sont constitués d’espaces boisés ou de foréts fragmentées, visitées et gérées, pouvant
aller jusqu’au jardinage et a la gestion de plantations artificielles ou exotiques (Silvestre, 2021).

De plus, de nombreuses infrastructures y sont construites.
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Fig. 1. A. Carte générale des zones étudiées et de leur position en France. Les localités sont indiquées
par des cercles, cercles orange= parcs urbains (orange clair : péri-urbain et orange foncé = urbain);
cercles verts = foréts aménagées ; cercles vert clair = foréts protégées (réserve biologique intégrale). B.
Photographies des foréts au sein de chaque site mettant en évidence les différences de gestion. C.
Disposition des lignes de 20 pieges INRAE et 1 piege nasse et/ou des pieges disposés de fagon
opportuniste a proximité des infrastructures des parcs. D. Photographies des infrastructures des parcs
(batiments, égouts, poubelles, foin). FRPLTO : Lyon, Parc de la Téte d’Or (Rhone); FRPDLL : Marcy |'étoile,
Domaine Lacroix Laval (Rhone) ; FRFCOR : Cormaranche en Bugey (Ain); FRFGRI : Arviere, La Griffe au
diable (Ain) ; FRFMIG : Mignovillard (Jura) ; FRFGLA : Esserval-Tartre, La Glaciere (d Jura).

B. Quantification des différences bio-géoclimatiques
Afin d’analyser les différences environnementales inter-sites, nous avons réalisé une analyse
en composantes principales (ACP) et une analyse canonique (AC) qui ont permis d’identifier
I'ensemble des caractéristiques bioclimatiques, géographiques (latitude, longitude et altitude)
et d’'usage des sols discriminant chaque site. Pour cela nous avons extrait des indices
bioclimatiques a partir de la base de données CHELSA (résolution de 1 km, https://chelsa-
climate.org/, Karger et al., 2017) pour chaque site en utilisant les coordonnées du barycentre
des pieges (Fig. 2A). De plus, nous avons utilisé la classification Corine Land Cover (CORINE Land
Cover, résolution de 100m) et le logiciel Qgis (Karger et al., 2017) pour extraire la couverture

terrestre (Fig. 2B). Aprés avoir supprimé les covariables par analyse de la corrélation de

54


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9836417/figure/F8037159/
https://chelsa-climate.org/
https://chelsa-climate.org/

Pearson, nous avons retenu les coordonnées du premier axe de la PCA, qui représente les

différences inter-sites bio-géoclimatiques.
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Fig. 2. A. Analyse en Composantes Principales (ACP) basée sur les caractéristiques bio-géoclimatiques.
Les différents facteurs sont issus des coordonnées GPS et de la base de données Chelsa (définitions sur
ce site https://chelsa-climate.org/bioclim/) ; B. Analyse canonique (AC) basée sur l'usage des sols a
partir de Corine Land cover (définitions sur https://land.copernicus.eu/user-corner/technical-
library/corine-land-cover-nomenclature-guidelines/html ). FRPLTO : Lyon, Parc de la Téte d’Or (Rhone)
; FRPDLL : Marcy I'étoile, Domaine Lacroix Laval (Rhéne); FRFCOR : Cormaranche en Bugey (Ain) ; FRFGRI
. Arviere, La Griffe au diable (Ain); FRFMIG : Mignovillard (Jura) ; FRFGLA : Esserval-Tartre, La Glaciere
(Jura).
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Le premier axe de I'ACP basée sur les caractéristiques bio-géoclimatiques des sites expliquait
76% de la variance totale et mettait en évidence des différences associées principalement a la
longitude, notamment en termes de précipitations et de températures (Fig. 2A). La région du
Rhéne présentait des températures plus élevées que le Jura et 'Ain. Cette différence bio-
géoclimatique était également corrélée a des variations dans I'usage des sols. En effet, le
premier axe de I'AC, expliquant 59% de la variance totale, opposait les parcs urbains avec une
couverture du sol liée a l'urbanisation, aux foréts rurales avec la prédominance d'une
couverture forestiere (Fig. 2B). Notons que le parc urbain FRPDLL avait une couverture moins

urbanisée que le parc FRPLTO.

Le deuxieme axe de I'ACP basée sur les différences bio-géoclimatiques expliquait 15% de la
variance totale expliquée par I'ensemble des variables. Il révele des variations de latitude et
d'altitude entre les sites ruraux. L'Ain était caractérisé par une altitude plus élevée et une
latitude plus basse, ce qui favorisait des températures diurnes plus élevées (Fig. 2A). De plus, le
deuxiéme axe de la CA, expliquant 20% de la variance, mettait en évidence que I'Ain était plus
caractérisé par des foréts mixtes, tandis que le Jura était caractérisé par une plus grande
présence de foréts de coniferes (Fig. 2B). En conclusion, bien que les différences bio-
géoclimatiques et d’'usage des sols different entre les régions d’échantillonnage et constituent
de potentiels facteurs environnementaux pouvant affecter la composition des communautés
d’hétes et de pathogénes, la plus grande différence entre les sites reste liée au gradient

d’anthropisation.

C. Quantification du gradient d’anthropisation
Afin de quantifier le gradient d’anthropisation, nous avons réalisé une ACP en utilisant plusieurs
facteurs. Ces facteurs comprenaient les pourcentages d'urbanisation et d'agriculture mesurés
a l'aide de la classification Corine Land Cover (résolution de 100 metres), ainsi que la
fragmentation des foréts mesurée a l'aide de la classification Corine Land Cover (résolution plus
précise de 10 metres, package Landscapemetric Hesselbarth et al., 2019). Enfin nous avons
ajouté le niveau d’exploitation des foréts différenciant notamment les réserves des autres
types de foréts (aucune gestion = 0, gestion sanitaire (éviter la propagation de maladies) = 1,

plantation artificielle (valeur économique) = 2, plantation exotique (valeur sociale ou invasive)
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= 3, jardin (travail de bordure et élagage des arbres) = 4, infrastructure, aménagement du

territoire = 5).
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Fig. 3. Analyse en composantes principales (ACP) basée sur les facteurs relatifs a I'anthropisation.
FRPLTO : Lyon, Parc de la Téte d’Or (Rhone) ; FRPDLL : Marcy |'étoile, Domaine Lacroix Laval (Rhone);
FRFCOR : Cormaranche en Bugey (Ain) ; FRFGRI : Arviere, La Griffe au diable (Ain); FRFMIG : Mignovillard
(Jura) ; FRFGLA : Esserval-Tartre, La Glaciere (Jura).

Le premier axe de I'ACP basée sur les caractéristiques anthropiques des sites expliquait 63% de
la variance totale et opposait les zones artificielles et gérées avec des foréts de petites tailles
et discontinues a un environnement avec de plus grandes superficies continues et connectées
de foréts (Fig.3). Les sites d'échantillonnage étaient organisés le long de cet axe, décrivant ainsi
un gradient d'urbanisation avec des sites urbains (FRPLTO et dans une moindre mesure FRPDLL)
et des sites ruraux (FRFCOR et FRFMIG). Ainsi, la combinaison de ces facteurs nous a permis de
générer un score qui représente le gradient d'anthropisation a partir du premier axe de I'ACP,
nous permettant ainsi de quantifier ce dernier. Le deuxieme axe expliquait 29,83% de la
variation totale (Fig.3). Il mettait en évidence un autre type de pression d'anthropisation
correspondant a la gestion des terres. Les zones couvertes par un environnement agricole et
des foréts fragmentées (FRFCOR) étaient opposées a des zones plus densément boisées

(FRFMIG).

Nous avons comparé ce score d’anthropisation avec un indice moyen d'empreinte humaine

fourni par WCS (Wildlife Conservation Society, https://wcshumanfootprint.org/ ,Fig. 4A) et un

indice moyen de la richesse des espéces de petits mammiféres sur un ensemble de 10 espéces
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(Fig. 4B , Wint et al., 2013). Ces indices globaux combinent différents facteurs estimés a I'aide

de modeles. Ce sont donc des prédictions qu’il faut interpréter avec une certaine prudence.
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Fig. 4A. Prédiction de l'indice de I'empreinte humaine selon les difféerents sites noté PredHFP. B.
Prédiction de la richesse de petits mammiféres forestiers basée sur 10 espéces connues selon les
différents sites noté hantl0 (Wint et al.,, 2013). Les couleurs correspondent aux différents sites
d’échantillonnage.

Sur la base de ces indices, nous avons constaté des différences anthropigues similaires entre
les sites ruraux et urbains (Fig. 4A). Cependant, les différences observées entre les sites
forestiers ruraux ne correspondent pas nécessairement aux résultats obtenus par le score
précédemment décrit. Par exemple, les différences de niveau d’anthropisation entre les
réserves et les sites gérés ne sont pas marquées ici. En ce qui concerne la richesse
approximative globale (Fig.4B), les réserves semblent abriter davantage de petits mammiferes
que les foréts gérées et les parcs urbains, bien que la différence soit minime (1 espéce). Le parc

de Lacroix Laval pourrait présenter des espéces a la fois forestieres rurales et urbaines.
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Conclusion: Au cours de notre étude, nous avons identifié plusieurs facteurs
environnementaux bio-géoclimatiques et anthropiques susceptibles d'influencer Ia
composition des communautés d’hétes et de pathogénes présentes dans les sites étudiés.
Comme attendu, les sites forestiers ruraux étaient moins impactés par I'anthropisation que les
sites forestiers urbains. En revanche la différence entre réserves biologiques et foréts gérées
était minime, et la différence entre les deux parcs urbains étudiés (au coeur de la ville ou en
périphérie) était plus importante qu’attendu. C’est pourquoi nous considérons désormais deux
types de parcs : le parc urbain et le parc péri-urbain. Pour les études ultérieures, afin d’avoir de
meilleurs réplicas, il serait bénéfique de mener des études dans plusieurs parcs urbains et péri-
urbains. De plus, il serait opportun d’échantillonner a une échelle géographique plus fine les
foréts et parcs afin de limiter les différences abiotiques non désirées. En optant pour un
meilleur choix de sites d'échantillonnage, nous pourrions renforcer notre compréhension des

interactions complexes entre |'environnement, les hétes et les pathogénes.

lll. Caractérisation des communautés de petits mammiferes terrestres

A. Echantillonnage des hotes et prélevements des organes
1. Stratégie d'échantillonnage
Un échantillonnage bi-annuel (printemps, automne) a été mené entre 2020 et 2022 pour

décrire lescommunautés de petits mammiferes terrestres et leurs pathogenes dans les six sites

d'étude (Fig. 5).

Gradient d’anthropisation (sites d"échantillonnage)
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Fig. 5. Campagnes d’échantillonnages reéalisées selon les différentes périodes allant du printemps 2020
au printemps 2022. Les autorisations d’échantillonner autour des réserves biologiques FRFGRI et
FRFGLA n’ont été accordées que pour I'année 2021. Les restrictions de confinement, n‘ont pas permis
d’échantillonner la premiére saison a FRPDLL.
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Les pieges de type INRAE sont disposés selon des lignes (10 lignes de 20 pieges), qui sont
réparties de facon la plus homogene possible dans les foréts étudiées. Pour controler la
présence d’especes de taille plus importante, un piege a nasse a été ajouté en début de ligne
(Fig. 1C). La faible superficie des parcs étudiés implique que les communautés de petits
mammiféres inféodés aux milieux boisés sont en contact avec les communautés de petits
mammiféres commensaux (vivant uniqguement dans les milieux anthropiques). Il y a donc une
possibilité de transmission d'agents pathogenes entre ces communautés, ce qui peut
potentiellement participer a I'augmentation du risque zoonotique pour la population humaine.
C’est pourquoi le piégeage des rongeurs commensaux (souris et rats) a été entrepris dans les
parcs urbains. Etant donné la difficulté de capture de ces espéces, les pieges ont été installés
de fagon opportuniste dans les zones de présence avérée ou favorable comme des zones de
déchets, d'entrepdts (foin, nourriture, présence d’animaux domestiques), des restaurants, des

canaux d’irrigation (Fig 1D).

2. Méthodes de capture et mesures du taux de succées de piégeage
Les lignes sont laissées en place au moins trois nuits. La fermeture du piége ainsi que la
présence avérée ou non d’un individu sont controlés tous les matins et permettent de mesurer
le taux de succes de piégeage de chaque espece de petits mammiféres pour chaque site et
saison, a partir des données obtenues sur les trois premieres nuits. Notons que seule une
approximation de l'abondance relative et non une estimation de |'abondance absolue est
possible et sera comparée entre sites. Les individus des espéeces dont le nombre de capture
excédait 35 par site au cours des deux premieres nuits étaient relachés et marqués. Si nous
avions une recapture au cours des trois premiéres nuits, nous considérions le piege comme
fermé-vide. De plus, les espécesinsectivores protégées étaient relachées. Si possible les crottes
étaient récupérées (ou la patte en cas de mort dans le piege) pour vérifier la taxonomie de
I'animal. Le succés du piégeage a été calculé selon la méthode de Aplin et al. (2003) comme

suit :
Succeés de piégeage =

In(1- nombre de rongeurs capturés / (nombre de piéges x nombre de nuits)) x (-100).
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Bien que cette méthode ne soit pas la meilleure pour évaluer I'abondance des espéces,
notamment par rapport a la méthode de capture marquage recapture (CMR), elle est la plus
fréguemment utilisée dans le cas de piégeages invasifs. Nous n’avons pas pu utiliser des
modeles classiques de suppression, i.e. CMR, qui permettent de prendre en compte
I"élimination des individus, du fait du non-respect de I"hypothese garantissant une probabilité
de capture équitable dans le temps de I'étude (Rodriguez de Rivera & McCrea, 2021). La
méthode CMR a également ses limites. Elle ne permet pas de supprimer les biais liés a la
difficulté de capture des petits mammiferes dans les habitats difficiles d’acces (Parsons et al.,
2015), liés a leur comportement social développé et de leur capacité d’adaptation et
d’évitement des zones de danger. Des techniques telles que ['utilisation de pieges vidéo, de
collier GPS balises, de radiotélémétrie ou d'identification par radiofréquence (RFID) pourraient
compléter nos dispositifs de piégeage pour mieux évaluer I'abondance des especes (Byers et
al., 2017). Elles pourraient aussi étre bénéfiques pour évaluer les interactions inter-espéces ou
les trajets parcourus par les individus, apportant de nouvelles informations sur la transmission
potentielle des pathogénes intra- et inter-especes hoétes (Sih et al., 2018). Enfin les techniques
de métabarcoding appliquées a I'étude de I'ADN environnemental pourraient offrir la
possibilité de détecter un plus vaste ensemble d’ espéeces utilisant les sites étudiés, de maniéere
non invasive. Cela permettrait notamment d'identifier plus efficacement la présence d'espéces
difficiles a capturer (Mena et al., 2021). Ainsi la meilleure approche pour détecter la biodiversité

serait d'adopter une combinaison judicieuse de différentes méthodes.

Grace a l'application de nos méthodes de capture, nous avons pu effectuer un recensement de
1734 petits mammiferes a l'aide de 12 245 pieges répartis sur une période de 3 nuits. Le taux
global de réussite de piégeage s'est élevé a environ 14%. Nous avons disséqué et collecté les
données et prélevements individuels pour un total de 1593 petits mammiféres. Ces données
exhaustives et détaillées constituent une base fondamentale pour notre analyse approfondie
de la biodiversité des petits mammiféres mais aussi des échantillons précieux pour la détection

des pathogénes.

3. Dissection et prélevement des organes
Pour préserver l'intégrité des microorganismes et de leur ADN/ARN, les petits mammiféeres
capturés vivants ont été immédiatement disséqués apres avoir été euthanasiés a l'aide

d’isofluorane et d’une dislocation cervicale (Mills et al. 1995). La manipulation des individus et
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leur dissection pouvant entrainer des risques de transmission de pathogénes, I'ensemble de
ces procédures s’est fait dans des conditions de haute protection telles que recommandées
dans les laboratoires de risque 2 (double paire de gants, masque FFP2, lunettes et blouse
jetables ; Photo Fig. 6). Les mesures morphologiques ont été prises pour chaque individu,
incluant le poids, la taille de la queue, des pattes et du corps et le développement des
caractéres sexuels. De plus, la présence d’ectoparasites (tiques, puces, acariens) et de
macroparasites (taenia, Ecchinococcus sp.) ou d’autres signes cliniques marquants (plague de
peyer, occlusion intestinale, nécrose du foie ...) ont été notés. Les organes ont été prélevés puis
stockés dans des tubes référencés par datamatrix. Pour I'étude des pathogenes, nous prélevons
la rate (bactéries), le rein (leptospires), les poumons (Orthohantavirus) et le coeur (détection
de virus par sérologie). Les oreilles sont prélevées pour la détection de Borellia. Le prélévement

du tube digestif permet I'étude du microbiote intestinal et des helminthes intestinaux.
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Etape 1
Préparation terrain
(appats et code lignes)

Etape 2
Echantillonnage et mesure
du taux de succes de
piégeage

Etape 3
Euthanasie par isofluorane
et dislocation cervicales +
prise de notes des
mesures morphologiques

Etape 4
Dissection et prélévement
d’organes

Etape 5
Nettoyage et stockage des
échantillons

Fig. 6. Photographies illustrant les différentes étapes de la capture et de la dissection des petits mammiferes. Etape 1.
Préparation du terrain : Ajout d’appats, de coton hydrophobe protégeant les individus de I'eau de pluie, et fruits
garantissant I'apport hydrique de l'individu dans les pieges. Annotation des pieges selon le nom de la ligne et du numéro
de pieges (allant de 1 a 20). Etape 2. Pose des pieges INRAE le long des linéaires (tronc d’arbres, souches, branches) ou
les individus peuvent se cacher et donc dont les chances de captures sont plus propices. La pose des nasses est plus
opportuniste a coté des poubelles et zones de restauration. Mesure du taux de succés de piégeage quotidien. Les
informations de captures ont été collectées sur tablette (GPS, capture identification morphologique, date, heure,
numéros de pieges, lignes...). Les captures étaient soit relachées avec marquages (insectivores et nombre est supérieur
a 35 individus par espéces, sites et périodes), soit conservées pour dissections. Etape 3. Les individus sont euthanasiés
a I'aide de Iisofluorane et dislocation cervicale. Les informations morphologiques (taille, poids, caracteres sexuels) et la
présence d’ectoparasites ont été enregistrées sur une feuille de papier. Etape 4. Les prélevements de chaque organe
ont été effectués. Ces derniers ont été stockés dans un tube prévu a cet effet avec identifiants uniques et datamatrices.
Etape 5. Leséquipementsde protectionindividuelle contre la contamination de pathogenes étaient utilisés durant toute
la manipulation et dissection et étaient a usage unique. Plus précisément, deux paires de gants étaient utilisées
permettant de changer une paire entre chaque animal tout en gardant une protection constante a I’aide de la deuxiéme
paire; les masques (FFP2), blouses et lunettes évitaient les projectiles. Une étape de nettoyage des instruments de
dissection et de la planche a I'aide du désinfectant virkon était effectuée entre chaque animal afin d’éviter toute
contamination inter-échantillons. Tous les matériaux utilisés a usages uniques et déchets biologiques sont jetés dans
une poubelle DASRI. Les pieéges sont nettoyés et désinfectés apres toutes les captures. Chaque tube est conservé dans
une boite clairement identifiée (identifiant unique et datamatrix) et chaque couleur correspond a un organe. Le coeur
est prélevé et stocké dans du PBS a -20°C. Les poumons, le rectum et un morceau de foie sont prélevés et conservés
dans une solution de bouclier d'ARN (un jour a 4° puis -20°C). La rate, le tube digestif, les oreilles, |a patte arriére gauche
et un morceau de queue sont prélevés et conservés dans de I'éthanol a 96 %. Les feces et un morceau de poumon sont
collectés et conservés a -20°C. Les métadonnées associées aux échantillons et a I'ensemble d'occurrences ont été
déposées dans la base de données sur les petits mammiferes du CBGP (BPM, https://doi.org/10.15454/WWNUPO).
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B. Identification morphologique et moléculaire des especes de petits

mammiferes
Les especes de petits mammiféres peuvent pour la plupart étre discriminées les unes des autres
par leurs criteres morphologiques (Fig. 7). Notons qu’au printemps 2020 tous les individus ont
été séquencés afin d’établir un inventaire fin de la biodiversité. Pour les autres années, une
identification taxonomique par séquencage Sanger COl est réalisée pour tous les individus dont
les criteres morphologiques décrits ci-dessus n’étaient pas suffisants pour une identification
spécifique non ambigué. Ceci inclut tous les individus du genre Microtus et les insectivores.
Pour cela ’ADN a été extrait des reins ou de la patte a l'aide du kit BioBasics® en suivant les
recommandations du fabriquant. Puis une amplification par PCR du gene CO1 (650pb, amorces
BAtL5310 et R6036R) est réalisée selon le protocole décrit dans Pages et al. (2010). Les
séguences obtenues ont été analysées en comparant les séquences nettoyées sur le logiciel

SeaView (Gouy et al., 2010) aux séquences de référence publiées sur Bold Systems V4 .

Afin de différencier les deux espéces d'Apodemus (mulots), Apodemus sylvaticus et Apodemus
flavicollis, souvent présentes dans les mémes habitats et capturées en grand nombre, mais non
reconnaissables morphologiqguement, un protocole plus rapide et moins onéreux a été
appliqué. L'ADN a été extrait du rein a l'aide du kit BioBasics® avec les recommandations du
fabriquant. L'identification spécifique a été déterminée a l'aide de I'empreinte ADN (AP-PCR)

obtenue avec I'amorce ES8S, selon Bugarski-Stanojevi¢ et al. (2013).

Au total, nous avons réussi a capturer et a identifier 11 especes appartenant a l'ordre des
Rongeurs (Rodentia) et a quatre familles : Gliridae (Glis glis), Sciuridae (Sciurus vulgaris),
Muridae (Rattus norvegicus, Mus musculus, Apodemus sylvaticus et Apodemus flavicollis) et
Cricetidae (Clethrionomys (Myodes) glareolus, Microtus arvalis, Microtus subterraneus et
Microtus agrestis). Sept especes d’insectivores ont été capturées dont la plupart appartenaient
a la famille des Soricidae de I'ordre des Soricomorpha (Sorex araneus, Sorex coronatus, Sorex
minutus, Neomys fodiens, Crocidura russula et Crocidura leucodon) et une espéce appartenait

a I'ordre des Erinaceomorphes (Erinaceus europaeus) (Fig. 7 et 8).

La phylogénie de cesespeces a été établie en utilisant TimeTree of Life 5 (Kumar et al., 2017).
Cette approche permet de déterminer les distances phylogénétiques entre les différents

groupes taxonomiques, ce qui s'avere essentiel pour les études ultérieures (voir chapitre 3).
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Fig. 7. Méthodes d’identification morphologique avec les critéres associés pour chaque famille, genre
ou espéce. Les noms des familles, genres et especes sont indiqués en gras et en italique. Les logos
correspondent a la silhouette des individus et les photographies sont extraites des clés d'identification
générées par GEPMA.
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Fig 8. Arbre phylogénétique des espéces de petits mammiferes les plus capturés dans cette these. Les
rangs taxonomiques (ordre, famille, genre et espece) ont été annotés sur l'arbre. Les nceuds
correspondent a des ancétres communs hypothétiques. Les silhouettes illustrent les genres ou les
familles. Chaque couleur associée a 'espece est relative au type d’espece (dans les tons de vert pour
les espéces forestieres rurales, dans les tons de rouge pour les especes urbaines et dans les tons de gris-
violet pour les insectivores) et sera utilisée tout au long de la these. L'arbre a été obtenu avec TimeTree
of Life 5 (Kumar et al., 2022).
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C. Variations spatio-temporelles des communautés de petits mammiferes

En comparant les espéeces capturées avec la diversité attendue dans la région de I'Est de la
France (a I'exception des Alpes) et |'habitat forestier, nous avons retrouvé la plupart des
espéces attendues décrites dans le guide naturaliste ("Les Rongeurs de France" de J.P. Quéré
et H. le Louarn (2011)), a I'exception de quelques espéeces rares comme certains campagnols
ou des especes protégées telles que le lérot ou le muscardin. Les espéces qui n'ont pas été
capturées sont celles pour lesquelles les pieges au sol, leur taille et les appats utilisés n'étaient
pas adaptés a leur capture (Fig.9).

Modeéle d’étude = |es foréts ou milieux boisés des parcs

Montagnes  Riviéres Prairies ou lisiéres Foréts rurales Foréts rurales Milieux boisés parcs Milieux urbains
forestigres o 3 Protegées exploitées périphéries urbaines

“ “ e
Marmottes Castor Microtus sp. G. glis--- M. agrestis & subterraneus—Sorex sp. -—- C. leucodon Eviteurs urbains x
Apodemus alpicola Ragondins  Campagnol terrestre

Citadins
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R. Norvegicus - C.russula —-M.musculus

Adaptateurs

B ——— e m— ]

leurs habitats

Apodemus sp. --- M.glareolus —-|S. vulgaris

Type d'espéces selon

Fig. 9. Type d’habitats utilisé par les espéces de petits mammiferes, tel que décrit dans "Les Rongeurs
de France" de J.P. Quéré et H. le Louarn (2011). Les logos indiquent les différents habitats, la partie verte
indique les zones forestieres rurales et la partie rouge les milieux boisés des parcs urbains. Les fleches
montrent des exemples d’aire de répartition selon les habitats et indiquent les différents types
d’especes.

Certaines especes étaient strictement forestieres. C’'est le cas de Glis glis, M. agrestis et M.
subterraneus et de nombreuses especes d’insectivores a I'exception de Crocidura russula. On
les considere comme des ‘éviteurs urbains’, i.e. des espéces évitant les milieux urbains. A
I'inverse certaine especes sont strictement urbaines comme Rattus norvegicus, Mus musculus
et C. russula. On les dit ‘citadins’. Enfin nous avons retrouvé des especes ubiquistes, telles que

Apodemus sp. et Clethionomys (syn. Myodes) glareolus. On les appelle les ‘adaptateurs urbains’

(Fig. 9, Fischeret al.,, 2015).

'abondance des espéces variait en fonction des saisons et des années (Fig. 10). Les cycles
saisonniers sont influencés par les périodes de reproduction, les fluctuations des ressources
alimentaires ou les facteurs climatiques (Andreassen et al., 2020). Par ailleurs, les cycles
pluriannuels sont également connus chez nombre de ces especes, avec des pics d’abondance

détectés tous les 3 a 5 ans (Andreassen et al., 2020). Ces variations peuvent s’expliquer en
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grande partie par les phénomeénes de fructification en masse des arbres, la dynamique
proies/prédateurs, et les niveaux d'abondance et de qualité des ressources alimentaires

disponibles (Bogdziewicz et al., 2016).

Dans notre étude, nous avons remarqué une nette augmentation du taux de succes de
piégeage moyen en 2021, avec des pics légerement décalés selon le type de forét. Les pics les
plus importants pour les trois espéces adaptatrices (A. flavicollis, A. sylvaticus et C. glareolus)
ont été observés a I'automne 2021, tandis que les pics dans les deux parcs (et potentiellement
dans les réserves) ont eu lieu au printemps 2021. Les especes citadines R. norvegicus, C. russula
et M. musculus, ainsi que A. flavicollis dans les parcs péri-urbains, montraient moins de
variation d’abondance relative au cours du temps, probablement en raison d'une abondance
constante de nourriture dans ces environnements, d’une reproduction continue ou de

variations de températures moins fortes (Torre et al., 2022).

104 b |
o
@
5 / 2
0 «
30+
=
204 =
[}
104 e
U «
151 Species
m
o 101 2| & Afa
@ =
g ‘_—J’_/.’//\ @ el
]
7 04 Cgla
E 204 Crus
o
% 154 3 == Mmus
= T
= 104 8 -& Rnor
54 i
other
0 -
10.0 4
7.54 m
E
5.0 =
=
25+ = -
0.0+ mm——
30+
3
204 g
-
] /\’\“ ©
04 = — N ——
52020 f2020 52021 f2021 52022
Periods

Fig. 10. Moyenne du taux de succes de piégeage observée pour les espéces les plus abondantes, dans
les six sites d’étude et au cours du temps. Les espéces sont représentées par des couleurs (Asyl =
Apodemus sylvaticus ; Afla= Apodemus flavicollis, Cgla= Clethrionomys (syn. Myodes) glareolus, Crus
=Crocidura russula, Mmus= Mus musculus, Rnor =R norvegicus). Les périodes sont classées par saison
(s= spring (printemps) et f= fall (automne)).
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D. Ecologie des espéeces de petits mammiferes
Nous avons utilisé une ACP pour identifier les traits écologiques qui expliquent a la fois la
taxonomie des espéces et leur distribution le long du gradient d'anthropisation (Fig.11). Pour
chaque espece, nous avons extrait les traits écologiques a partir de la base de données
PanTHERIA et le cycle d'activité et le régime alimentaire a partir de la base de données Elton
(Jones et al., 2009, Wilman et al., 2014). Afin de compléter les données mangquantes, nous
avons utilisé les métadonnées de B. Han (2015), qui avaient été lissées sur toutes les especes
de rongeurs avec les données de PanTHERIA. Pour les insectivores nous avons utilisé le package
missMDA. Les livres "Insectivores et Rongeurs du Sud de la France" de F. Poitevin et J.P. Quéré
(2021), ainsi que "Les Rongeurs de France" de J.P. Quéré et H. le Louarn (2011), ont été utilisés

comme sources pour décrire les habitats et sur les traits écologiques des espéces.

F; mily ' HuPopDen_change
g HuPopDen_Mean

R.norvegicus *

Mu 3@
Sciuridae
Soricidae

nDietType

Litter size

-
C.russula

C..ft-.;ucodon

3 TrophicLevel
% —
2 B e ——— L, DietVegan |
= b, —_—
~ S.coronatus vl
E L sl BodyMass
= garecius by  valie HabitatBreadth
' -
ActivityCycle ' G.glis
4 * M.agrestis
S.araneus , 'N.fodiens
'
'
'
'
SexualMaturity | HomeRange
.
'
'
' S.vulgaris
' -

+
Dim1 (29.3%)

Fig. 11. Analyse en composantes principales basée sur les traits écologiques des petits mammiferes
(fleches noires). Les espéeces sont représentées par des points et des couleurs qui correspondent a la
famille taxonomique de chaque espece. Le nom des traits est issu des bases de données Pantheria ou
Elton.

Le premier axe de I'ACP basé sur la taxonomie et les traits écologiques des espéces de petits
mammiféres refléte la taxonomie des espéces (ACP1 : Test F, R°=67%, P=0.02, Fig. 11). Il
explique 29,3 % de la variance totale, avec les Soricidae d'un coté et les Rodentia de I'autre (test
T, P=0,006). Il sépare les especes en fonction de leur niveau trophique. Outre ces différences,

I'ordre des Soricomorpha se distingue des rongeurs par un cycle de vie plus court en raison de
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leur petite taille, de leur masse corporelle réduite et une activité cyclique plus rapide. Les
rongeurs ont une taille plus imposante que les soricomorphes mais restent relativement petits
comparés aux autres mammiferes, leur permettant de bénéficier de traits caractéristiques
d’espéce de stratégie écologique de type « R ». lls ont des domaines vitaux plus étendus et un
régime alimentaire plus vaste et diversifié. De plus, ils ont des capacités de reproduction

conséquentes grace a des portées de grande taille (Quéré & Louarn, 2011).

L'écureuil roux, Sciurus vulgaris, est le plus grand rongeur forestier en France. Il adopte une
stratégie de type « K », caractérisée par une taille importante, une faible fécondité, une durée
de vie pouvant atteindre jusqu’a 7 ans et occupe de grands domaines vitaux (Jones et al., 2009;

Quéré & Louarn, 2011).

Cependant, la population d'écureuils roux a été gravement impactée dans les foréts en raison
d'accidents routiers et de la fragmentation de son habitat forestier (Poitevin & Quéré, 2021).
Par conséquent, sa densité est devenue tres faible (0.5 individu/hectare). Le parc de la Téte
d'Or (FRPLTO) abrite une population importante d'écureuils roux, et constitue une réserve pour

cette espéce (Fig. 12).

Fig. 12.Ecureuil roux, Scirius vulgaris, au parc de la Téte d’'OR (FRFLTO). Protégé depuis les années 1981,
il est trés abondant dans ce parc. © N. Charbonnel

Le deuxieme axe de I'ACP explique 19,8 % de la variance totale (Fig. 11), et met en évidence

des différences au niveau des familles au sein des ordres, pouvant refléter les caractéristiques
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liees a I'adaptation dans les milieux anthropiques. Les muridés (en particulier M. musculus et
R. norvegicus) étaient opposés aux autres familles (test T, P= 0,002), en raison de leur capacité
a résister a une forte densité de population humaine. Les muridés par leur régime alimentaire

diversifié (omnivorie), la taille importante de leur portée et I'age de leur maturité sexuelle

relativement plus courte sont d’excellents colonisateurs.

Fig 13. A. Rattus norvegicus sortant d'un égout. B. Apodemus sylvaticus, corps allonge, queue aussi
grande que le corps, grands yeux, grandes oreilles décollées, doté de pattes arrieres développées qui
lui permettent de faire des bonds. C. Mus musculus occasionnant des dégats en mangeant des graines.
© getty image / shutterstock

Rattus norvegicus obtient un score élevé sur les deux axes de I'ACP. En tant qu'une des espéces
les plus grandes en taille, il bénéficie des caractéristiques de la stratégie K, telles qu'un large
domaine vital et une survie relativement longue (1 a 3 ans) (Poitevin & Quéré, 2021). Il est
capable de parcourir de grandes distances (Fig. 13A). Cependant, il possede également des
caractéristiques adaptatives de type "R", avec une reproduction extrémement prolifique toute
I'année, produisant de 5 a 6 portées par an, avec 7 a 8 jeunes par portée (Quéré & Louarn,
2011). En plus de ces traits physiques particuliers, Rattus norvegicus a également développé un
comportement social tres hiérarchique au sein des colonies permettant un partage des
activités et une meilleure protection de la colonie. Ces caractéristiques sont concordantes avec
les résultats d’une méta-analyse mettant en évidence les traits des mammiféres urbains

(Santini et al., 2019).

Cet axe met également en évidence une différence entre les familles d’insectivores,
notamment entre les Crocidures et les autres espéces d’insectivores. Outre la différence de
taille et les traits associés, les crocidures présentent des capacités sociales plus développées
que les autres familles, ce qui leur permet de protéger leurs petits en les éloignant du nid et de
partager les nids avec plusieurs portées (Poitevin & Quéré, 2021). Il est important de noter que

C. russula était I'espéce ayant obtenu le score le plus élevé sur cet axe. C. russula a une large
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répartition, colonisant notamment les environnements anthropiques comme les jardins et

remplagant parfois C. leucodon en raison de sa compétitivité accrue.

En revanche, les especes des genres Sorex et Neomys sont davantage associées aux milieux
forestiers et sont territoriales, avec des comportements parfois agressifs. Leur densité est
moins élevée et ces espéces peuvent étre considérées comme vulnérables dans certaines zones

(Poitevin & Quéré, 2021).

Fig. 14. Crocidura russula avec un comportement social, la mére protégeant les petits en les amenant
dans un autre nid. Comportement appelé « caravane » © Quentin Martinez

Bien que I'ACP n’ait pas mis en évidence des traits écologiques distincts entre et au sein des
Cricetidae et des Gliridae, ces familles taxonomiques ont des caractéristiques particulieres. Le
loir gris (Glis glis) a un habitat forestier et un mode de vie arboricole. Il a aussi la capacité
d’hiberner contrairement a toutes les autres espéces de rongeurs de I'étude. En hiver les loirs
gris accumulent beaucoup de graisses et peuvent alors doubler de poids. Leur densité reste
plutot faible, estimée a environ 22 individus par hectare. De taille plus importante, ils ne
comptent qu’une portée annuelle en moyenne (2 a 8 jeunes), et vivent jusqu’a 6 ans (Quéré &

Louarn, 2011).

Les especes appartenant a la famille des Cricetidae (Fig. 15) présentent des différences notables
en termes d'habitat, de comportements, de régimes alimentaires et de taux de reproduction.
Ces différences leur permettent de s'adapter a des environnements spécifiques et de jouer des

réles distincts au sein des écosystemes. Les variations de leur densité sont étroitement liées
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entre elles et dépendent en partie des mécanismes environnementaux qui influencent la

disponibilité des ressources ou qui entrainent des dynamiques similaires entre les proies et les

prédateurs.

Fig. 15.Cricetidae ; Corps arrondis, petits yeux, petites oreilles et collées. A. Clethrionomys (syn. Myodes)
glareolus dans une forét © Anne Mari Kalus/ WTML ; B. Microtus arvalis ou campagnol des champs dans
une priairie

L'habitat du Microtus arvalis est principalement composé de prairies naturelles ou de champs
cultivés. Sa densité peut atteindre jusqu'a 1000 individus par hectare lors de pullulation, ce qui
en fait I'un des ravageurs majeurs des cultures agricoles en raison des dégats causés par ses
terriers et de sa consommation de grains de céréales (Quéré & Louarn, 2011). En revanche,
Microtus agrestis est plus spécialisé pour les zones forestieres telles que les coupes a blanc, les
grandes herbes et les lisieres des champs, se nourrissant de jeunes pousses, de graines ou
d'écorces (Quéré & Louarn, 2011). Microtus subterraneus est une espéce souterraine qui se
nourrit a la fois de parties aériennes et souterraines des plantes, ce qui lui permet
d'endommager les cultures de racines. Cette espéce est moins sujette aux variations
saisonnieres, se reproduit tout au long de I'année (méme en présence de neige) et présente
une faible diversité génétique. Clethrionomys (syn. Myodes) glareolus présente une grande
plasticité d'habitat, se retrouvant dans les foréts, les milieux herbacés et sous les bois morts.
Ses phases cycliques correspondent a celles du Microtus arvalis, et il peut également atteindre

des densités élevées (Quéré & Louarn, 2011).

E. Définition de groupes fonctionnels et caractérisation de la condition
corporelle des petits mammiferes
1. Groupes fonctionnels
'age peut étre important dans I'étude des pathogénes, car des différences de sensibilité et

transmission peuvent exister notamment entre juvéniles et adultes. Les juvéniles peuvent
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bénéficier d’anticorps maternels (ex. Borucki et al., 2000), ou au contraire ne pas avoir acquis
les anticorps nécessaires les protégeant de réinfection par certains pathogenes. De plus, leur
prévalence peut augmenter avec I'dge en raison d’un risque d’exposition accru ou suite a une
accumulation de pathogenes, notamment dans le cas d’infections chroniques et persistantes
(Luis et al., 2013). Or, la détermination de classes d’age est complexe et I'approximation par le

poids ne suffit pas a les différencier (Henttonen, 2022).

De plus, I'étude de I'age seul ne suffit pas pour la compréhension de la circulation des
pathogenes. La maturité sexuelle joue également un rdle important, notamment dans les
changements de comportement (dispersion), de physiologie et d'immunologie, qui peuvent
influencer I'exposition ou la sensibilité aux pathogénes (Henttonen, 2022). Nous pouvons avoir
4 classes fonctionnelles : les juvéniles non matures, les subadultes non matures, les jeunes
adultes reproducteurs et les vieux adultes reproducteurs (Fig.16, Henttonen, 2022). L'étude du
développement des caracteres sexuels (position et taille des testicules /vésicules chez les
males, ouverture du vagin et taille de I'utérus chez les femelles) est souvent le meilleur moyen
de différencier les adultes reproducteurs des non reproducteurs, méme si cette méthode a
également ses limites. Enfin, il estimportant de noter que certains adultes peuvent avoir acquis
leur maturité sexuelle mais ne seront pas actifs pendant une saison donnée, ce qui peut se

traduire par une diminution de la taille des testicules (Baldz & Ambros, 2010).

Youngs (Immatures) Adults (matures or immatures)
Juveniles Immediate maturation Young breeding adults

< 4-5 weeks - Parasite/pathogen values differ

between sexes

Usually regress and disappear
in autumn/winter

Intensive dispersal

Delayed Slow | ]
maturation dispersal Active
Non-active
Subadults o] ¢ .
i Overwintering 0ld breeding adults
Nonbreeding > Sia reeding aduits
No sexual differences | Maturation next spring, Parasite/pathogen values
in parasite/pathogen then intensive dispersal | differ between sexes

values

0Old but not
mature

Fig. 16. Figure inspirée de Henttonnen, 2022, indiquant les deux classes fonctionnelles que nous avons
utilisées pour nos données.
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A partir de cela nous avons considéré deux groupes fonctionnels : les jeunes immatures et les
adultes (matures ou immatures), en utilisant les caractéristiques sexuelles puis en corrigeant
par le poids (jeunes individus immatures sexuellement — désignés jeunes immatures ci-apres,
versus individus adultes ayant atteint ou non la maturité sexuelle —désignés adultes ci-apres).
Les femelles en gestation ou en lactation, ainsi que les individus présentant au moins deux
caractéres sexuels développés, ont été considérés comme sexuellement matures, tandis que
les individus ne présentant aucun ou seulement un caractere sexuel développé ont été
considérés comme immatures. Afin de détecter les vieux males non actifs sexuellement, ou les
males non matures mais adultes, ayant retardé leur reproduction a I'année suivante, nous
avons pris en compte le poids des individus males et nous avons classé ces individus dans la

catégorie ‘adulte.
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Fig. 17 A. Proportion de femelles selon les périodes. B. Proportion d’adultes le long du gradient
d’anthropisation.

Nous avons utilisé un modeéle linéaire généralisé (GLM) pour vérifier I'équilibre du sex ratio et

du ratio adultes/jeunes immatures entre especes, périodes et sites d’étude.

Le sex ratio ne présentait de variation significative qu'en fonction de la période, avec un biais
vers les femelles dans les périodes de faible densité (Test de Chi* = 11.91, P = 0.018, voir Fig.
17A). Enrevanche, le nombre moyen d'adultes différait en fonction de I'espéce (Test de Chi’® =

25.22, P=0.0006), du site (Test de Chi’= 13.59, P = 0.018), et de la période (Test de Chi*= 12.07,
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P= 0.016), suggérant des structures intra-populationnelles tres diverses en termes de
représentation des groupes fonctionnels. La période automnale de 2021 a été marquée par un
plus grand nombre de jeunes immatures, probablement dd au fait de [I'explosion
démographique observée au printemps et/ou a I'automne de la méme année. Les différences
entre les espéces pourraient étre liées aux techniques de piégeage favorisant certains groupes
fonctionnels plutdt que d'autres, mais en moyenne, les espéeces présentaient une structure
avec environ 60% d'adultes. De plus, le nombre d'adultes augmentait progressivement le long
du gradient d'anthropisation (voir Fig. 17 B), suggérant ainsi un biais de piégeage ou une
diminution de la mortalité dans ces milieux, peut-étre en raison d’une pression de prédation

ou parasitaire moindre (Werner & Nunn, 2020b).

2. Condition corporelle
Afin de caractériser la condition physique des petits mammiféres, nous avons analysé a I'aide
d’une ACP (Fig. 18) les différentes mesures individuelles telles que la condition corporelle (BMI
pour « body mass index » ; poids/longueur du corps?), la présence de signes cliniques, la
présence d’ectoparasites et de macroparasites. La variabilité de ces données a été analysée en
fonction des especes, sites et périodes d’échantillonnage, du sexe et des catégories

fonctionnelles a I'aide d’analyses multivariées.
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Fig. 18 Analyses en composantes principales (ACP) A. graphe des individus et B. graphe des variables de
conditions physiques. Les ellipses regroupent les individus d'un méme site, ces derniers sont
représentés par les couleurs du gradient d’anthropisation (allant du rouge pour les parcs urbains au
bleu/vert pour les réserves).
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L'axe 1 de I'ACP mettait en évidence des différences individuelles associées a des signes
cliniques, une présence plus élevée de macroparasites et un indice de masse corporelle (BMI)
plus élevé, pouvant suggérer un surpoids (Fig. 18). Ainsi, les individus du parc FRPLTO, le parc
le plus urbain, semblaient avoir une moins bonne « santé ». En revanche, les individus des
foréts rurales avaient une plus grande prévalence d'ectoparasites (tiques et puces), ce qui
pourrait les rendre plus vulnérables a l'acquisition de pathogénes transmis par ces parasites.
Dans la réserve de FRFGRI, située dans I'Ain, les individus présentaient un BMI élevé par rapport
aux autres foréts mais ne montraient guere de parasites ou de signes cliniques. Inversement,
les individus du parc péri-urbain FRPDLL présentaient a la fois plus de signes cliniques et une
présence accrue de parasites comme observé dans I'étude Mathews-Martin et al. (2020).. Ceci
est conforme a la méta-analyse de Murray et al. (2019), qui ont mis en évidence une relation
négative entre 'urbanisation et la santé des animaux sauvages. Nos résultats sont juste donnés
a titre indicatif et nécessitent des études plus approfondies pour chaque espece de petits
mammiféres, telles que des mesures physiologiques et/ou immunologiques ou encore des
mesures du microbiote intestinal, pour comprendre ces variations spatiales de la santé des

hotes (Kophamel et al., 2022).

Conclusion : Bien que I'ensemble de ces techniques soient imparfaites pour caractériser les
communautés de petits mammiferes forestiers, elles permettent un recensement spatio-
temporel des espéces présentes, de leur abondance relative, et la caractérisation d’un large
panel d’informations sur les individus capturés. La diversité des communautés sera analysée
plus en détail dans les chapitres suivants (chapitre 2 et 3). Ces études seront bénéfiques pour
les décideurs publics et les gestionnaires de sites, car elles leur permettront de mieux
comprendre leur environnement et de gérer de maniere plus efficace les populations de petits
mammiféeres, que ce soit en cas de dégats importants ou de préservation de la biodiversité. Par
ailleurs, ces connaissances sont précieuses, les communautés de petits mammiferes contenant
des hotes potentiels de nombreux pathogenes a risque zoonotique. Le suivi de leur composition
et de leur diversité est donc crucial pour décrire et comprendre la circulation des agents
pathogenes d’'intérét en santé publique ou vétérinaire, afin, in fine, d’adapter la surveillance

éco-épidémiologique de ces pathogenes.
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IV. Caractérisation des agents pathogenes

A. Choix des méthodes de détection et leurs limites
[l existe aujourd’hui un large panel de méthodes morphologiques, sérologiques et moléculaires,
pour détecter les pathogenes de petits mammiféres, dont quelgues-unes, les plus connues sont
décrites ci-dessous (Tableau 1). Chaque méthode présente des avantages et des inconvénients,
il est donc important de les choisir en fonction des objectifs de I'étude ou de combiner plusieurs
techniques en fonction des contraintes de temps et de financement (Aladhadh, 2023). Dans le
cadre de ma thése, nous souhaitions obtenir des données sur des systemes multi-hétes et
multi-pathogénes. C’est pourquoi nous avons ciblé les bactéries et virus car ils regroupent un
grand nombre d’agents zoonotiques liés aux petits mammiféeres (Han et al. 2015) et nous avons
privilégié une combinaison de méthodes pour une détection de ces pathogénes la plus

exhaustive possible.

La méthode de métabarcoding 16S est une technique qui permet d'analyser un grand nombre
d'échantillons et de détecter toutes les bactéries présentes dans chaque échantillon. De plus,
elle offre I'avantage d'étre relativement peu co(lteuse compte tenu de la quantité importante
d'informations qu'elle peut fournir. C'est pourquoi nous l'avons choisie pour notre étude (Galan
et al,, 2016a). En outre, cette méthode s'appuie sur des bases de données bien établies
concernant le gene 16S, ce qui facilite son utilisation. Cependant, il est important de noter que
la méthode de métabarcoding 16S présente quelques inconvénients. Tout d'abord, elle se
limite a la détection de la présence des pathogénes sans permettre une analyse qualitative plus
poussée. De plus, sa résolution taxonomique est généralement limitée au niveau du genre et
rarement a I'espece (Tableau 1). Cependant, nous avons pu identifier les différentes espéces
de Mycoplasma, car le fragment ciblé était suffisamment résolutif pour ce genre et les

séquences de références disponibles étaient nombreuses.

Des méthodes moléculaires spécifiques sont disponibles pour certains pathogenes, offrant une
résolution plus fine. Cependant, ces méthodes se limitent a un ou quelques pathogenes par
expérimentation, et nécessitent une connaissance approfondie de ces pathogenes, ainsi de
définir des amorces spécifiques (Tableau 1). Pour compléter notre approche de metabarcoding,
nous avons réalisé quelques méthodes spécifiques. Des analyses de PCR quantitative (gqPCR)
ont permis de détecter les espéces pathogéniques de Leptospira. En parallele, en collaboration

avec VetagroSup, des approches séquencage multi-locus (MLST) ont été effectuées pour
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caractériser ces espéeces (voir Encadré 2). La présence de Francisella tularensis a été validée par
le laboratoire national de référence de la tularémie également par séquencage multi-locus.
Enfin, les espéces du genre Borrelia seront prochainement identifiées par méthode moléculaire

spécifique en collaboration avec VetAgroSup.
Tableau 1. Comparaison des avantages et désavantages de différentes méthodes moléculaires (non

exhaustives) de détection de pathogenes. Notons que ces parametres peuvent dépendre de multiples
facteurs comme les fournisseurs, les pays, les matériels disponibles. L'astérisque (*) indique que la

notion d’illimité dépend du gene ciblé et de la profondeur de séquencage. © maxime Galan & Marie Bouilloud

Nb. ::‘b' ‘fe Découverte de Résolution
A p . athogénes . . . - _—
Méthode Type d'échantillons P bl 8 nouveau taxonomique Prix Avantages principaux Inconvénients principaux
par expérience d es par pathogénes maximale
expérience
ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Sérologie 96 1 non espéce + Rapide Cible indirecte (anticorps)
Assay)
qPCR classique gPCR classique 384 1 non espéce + Rapide et quantitatif Un seul pathogéne
gPCRen
qPCR BioMark HD microfluidique 48 48 non espece ++ Rapide et quantitatif Mise au point fastidieuse sur plusieurs mois
haut-débit
. PCR + . &
MLST (MultiLocus , oui (souches N , L Un seul pathogéne
. . Séquengage 96 1 R espéce et souche +++ Résolution fine X
Sequencing Typing) uniquement) Peu sensible
Sanger
PCR + illimité (bactéri
16S rRNA 3 illimité (bactéries . genre (rarement . L. , . .
) Séquencgage 380 et oui . ++ Universel (bactéries) Résolution au genre maxi.
metabarcoding . . espece)
Illumina sarcocystidaes)
. . PCR + Universel et . . f4
Amplicon sequencing , I . N X Bases de données de séquences de référence]
L. Séquencgage 380 illimité * oui espece et souche +++ potentiellement R
multigénique X . . non-exaustives hors 16S
lllumina résolutif
Séquengage Universel et Analyse bioinformatique de métagénomes
ShotGun sequencing | lllumina d'ADN 96 illimité* oui espéce et souche +HH+ potentiellement complexe
total résolutif Séquencgage non-cible (ADN de I'h6te)
Information sur les
N I u. Analyse bioinformatique de
Séquencgage genes et fonctions metranscriptomique complexe
RNAse 96 illimité* oui espéce et souche +H++ exprimées
il Illumina d'ARN P , -p K ARN pas toujours disponible (dégradation)
Détection de virus et , . o
R Séquencgage non-cible (ARN de I'héte)
autres parasites

Enfin, la circulation de plusieurs familles de virus zoonotiques (Orthohantavirus, Orthopoxvirus)
a été recherchée par détection d’anticorps via des méthodes sérologiques réalisées en
collaboration avec nos partenaires a Helsinki. Cette méthode est économique et rapide, mais
les tests ne sont pas toujours spécifiques, et la détection d’anticorps ne permet pas de dater
Iinfection dans le cas d’infections chroniques par exemple (Tableau 1). Des analyses
moléculaires par séquencage (Sanger ou lllumina) ont été appliquées pour I'étude des
Orthohantavirus afin d’identifier les espéces virales en présence et d’étudier leur évolution

dans les sites étudiés.
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Perspectives : Une fois la détection des bactéries potentiellement pathogéniques effectuée par
métabarcoding ARN16s, nous préconisons une approche complémentaire systématique
consistant a utiliser des méthodes ciblées pour étudier de maniere plus spécifique toutes les
especes ou complexes d'espéces présentes, voire méme les souches spécifiques. Cela
approfondirait notre compréhension des relations hétes-pathogenes (exemple Withenshaw et
al., 2016), y compris la détection d'éventuelles co-infections entre especes ou souches de la
méme espéce, notamment Borrelia (Raileanu etal., 2017) ou Bartonella (Spitalska etal., 2017)

qui sont connues pour avoir différentes espéces en présence chez les rongeurs.

Pour éviter d'étre limité en termes de nombre de pathogenes a détecter, nous pourrions utiliser
des méthodes gPCR microfluidiques (Michelet et al., 2014) (Tableau 1). Une autre approche
prometteuse, le séquencage "shotgun", permettrait de détecter la présence de plusieurs
souches d'une méme espece sans a priori, contrairement aux méthodes de gPCR. Cette
méthode peut étre réalisée a l'aide de technologies de séquencage de deuxieme génération,
telles que MiSeq lllumina ou encore en utilisant la technologie nanopore (MINlon) (Stevens et
al.,, 2023) (Tableau 1). A 'avenir, le séquencage du génome complet par méthode shotgun et/ou
RNAseq pourrait constituer une approche quasi exhaustive pour identifier toutes les especes
de pathogenes, quel que soit leur embranchement (bactéries, champignons, protistes et virus).
Cependant, actuellement, leur co(t ainsi que le rapport entre le nombre d'individus et la
profondeur de séquencage ne permettent pas leur mise en ceuvre généralisée (Bharti &

Grimm, 2021; Yang et al., 2016) (Tableau 1).

B. Détection des bactéries sans a priori par metabarcoding 16S

Etape 1 : Analyses de biologie moléculaire

Pour la détection des bactéries pathogénes, nous avons extrait I'ADN a partir d'un échantillon
de rate préalablement conservé dans de I'alcool a 96°C. En tant qu'organe lymphoide, la rate
joue un réle dans la filtration du sang des mammiféres et est impliquée dans le systeme
immunitaire. Par conséquent, elle est susceptible de contenir divers pathogénes (par exemple,
Abbate etal., 2021 (en révision); Diagne et al., 2017, razauti et al, 2015). La rate a été découpée
sous conditions de sécurité appropriées dans un laboratoire de niveau 2. Pour extraire 'ADN
de chaque individu, nous utilisons le kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen). Nous amplifions la
région V4 de I'ARNs 16S, région la plus référencée dans la base de données Silva

(http://www.arb175silva.de/projects/ssu-ref-nr/) pour assigner les bactéries des rongeurs
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(16S-VAF et 16S-V4R, 251pb) suivant le protocole de Kozich et al. (2013) et décrit dans Galan
et al. (2016).

Le principe du métabarcoding est de permettre le séquencage de tous les ARNs 16S présents
pour chaque échantillon étudié. Pour cela des indexs appelés ‘barcodes’ spécifiques a I'individu

sont ajoutés a chaque fragment avant amplification (Fig. 20).

Pour garantir la qualité des séquences obtenues par séquencage, nous avons réalisé deux
réplicas par individu et inclus des contrdles négatifs a chaque étape du processus (extraction,
indexation et amplification) afin de vérifier I'absence de contamination, ainsi que des contréles
positifs afin de vérifier le bon déroulement du protocole. Ensuite, nous avons effectué une
vérification de la qualité de la PCR (contamination) et éliminé les fragments d'ADN indésirables
en procédant a une excision sur gel d’électrophorese suivie d’une purification. Par la suite, les
échantillons ont été soumis a un séguencage haut débit avec la technologie MiSeq lllumina (2

x 251pb) (Fig. 20).

OTUs

Barcode o -
e - 1sequence te R % OTUs l d
- [ F— ( ]
‘Q ~ oo fsts L= e . s St povs
2 ~ s - —_—= === e, =
- —_——— f— — * > - —— | Nbreads
— — —_ == — = = —
—— —
- -f::-' P \ rove ® = —_
-~ P [o— 2 ee 0O,
St - N Y -:.: _ Not errar —
' = e . ®*
et e o
W4 region ARNr 165 amplification
Individus Extraction Inde)_(a_t|0|_1+ Séquencage Dereplication Clusterisation {OTUs) ou Affiliation Filtres bio-
(Rate) ADN Amplification MiSeq illumina détection erreurs (ASVs) Silva Database informatigue

PCR

Fig. 20. Etapes de la procédure de metabarcoding. La premiére étape consiste a extraire ’ADN a partir
des individus (ici la rate). Chaque ADN d’un individu est ensuite indexé par un barcode. L’ARNr 16S est
amplifié puis séquencé. L'ensemble des lectures sont dérépliquées en une séquence unique. Une
méthode de clustering pour l'acquisition d’unités taxonomiques opérationnelles (OTUs) ou une
méthode de détection des erreurs pour |'acquisition des variants de séquence d'amplicon (ASVs) est
choisie avant leur affiliation a des séquences de références. Différents filtres garants de la qualité sont
appliqués avant d’obtenir le nombre de lectures pour chaque OTUs/ASVs et chaque individu.

Etape 2 : Traitement bio-informatique

Suite a cela, deux pipelines bio-informatiques ont pu étre utilisés au cours de ma these, I'un
pour générer des tables d’abondance d’unités taxonomiques opérationnelles (OTUs) par
individu et 'autre pour générer des tables d’abondance de variants de séquence d'amplicon

(ASVs). La premiére méthode (OTUs) visait a s’affranchir des erreurs de séquencage en utilisant

une approche de regroupement des différentes séquences similaires avec la séquence dont le
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nombre de lectures était majoritaire (Fig. 20). Ces OTUs étaient donc des ensembles de
séquences pouvant regrouper plusieurs souches ou especes bactériennes. Cette méthode a été
effectuée a I'aide du pipeline Frogs (“Find Rapidly OTU with Galaxy Solution”; Escudié et al.,
2018). La seconde méthode (ASVs) consistait a détecter directement les erreurs d’amplification
et de séquengage sur les variants de séquences. Ces derniers peuvent alors étre utilisés comme
unité de mesure, plus proche alors de la réalité biologique et permettant une meilleure
résolution (souche, espece) (Callahan et al., 2017). Cette méthode est effectuée avec le pipeline
dada2 (Qiime2_2021.11)(Bolyen et al., 2019; Callahan et al., 2016). Quelle que soit la méthode
utilisée, nous avons retrouvé les mémes genres de pathogénes. Les deux pipelines utilisent les
mémes grandes étapes pour générer les tables d’abondance, hormis I'étape de regroupement

(OTUs) et la détection d’erreurs (ASVs) (Fig. 20).

Brievement, les paires de séquence de brin d’ADN R1 (brin forward) et R2 (brin reverse) ont été
tronquées puis fusionnées afin de garantir la qualité des séquences. Ensuite, les séquences
identiques ont été regroupées et comptabilisées en nombre de lectures et les chiméres ont été
supprimées. Chaque ASV ou OTU a ensuite été affilié a une séquence de référence avec
BLASTN+ (Camacho et al., 2009) en utilisant la base de données SILVA la plus a jour et corrigée

(Fig. 20).

Suite a cela, un filtrage a été fait selon la méthode proposée par Galan et al. (2016). Nous avons
effectué les filtres suivants : i) La suppression des OTUs/ASVs dont le nombre de lectures était
inférieur au nombre maximal de lectures observées pour ces mémes OTUs/ASVs retrouvés dans
un controle négatif d'extraction d'ADN, de la PCR, d’index ou de séquencage. ii) La suppression
des OTUs/ASVs dont le nombre de lectures était inférieur au nombre maximal de lectures d’une
bactérie « alien », c’est-a-dire qui ne peut pas se retrouver chez les petits mammiferes. Si celle-
ci est détectée cela correspond a une mauvaise affectation sur la cellule lors du séquencage.
iii) Seuls les OTUs/ASVs présents dans deux réplicas d’un individu étaient conservés et leur

nombre de lecture était cumulé.

Etape 3 : Sélection des bactéries pathogénes

La notion de pathogénicité des bactéries est quelque peu complexe et souvent discutée, en
particulier du fait de la plasticité de ce trait, et du manque de connaissances de ce caractere
pour de nombreuses bactéries. Notons que seules les bactéries connues comme

potentiellement pathogénes pour I"humain ou les petits mammiféres sont incluses dans
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I'étude. La pathogénicité des bactéries a été déterminée a 'aide de la base de données Gideon

(https://www.gideononline.com/) et de la littérature (Abbate etal., 2021). Les pathogénes dits

« opportunistes » pour les petits mammiféres ou pouvant étre des contaminants sont retirés
du jeu de données. Pour cela, nous avons vérifié leur présence dans les contrdles négatifs et
comparé au tableau de séquences obtenu a partir des colons (microbiote intestinal). Si les
séquences étaient communes pour la rate et le colon d'un individu, avec une quantité
supérieure observée dans les colons, nous avons considéré le taxon bactérien comme
potentiellement opportuniste ou contaminant. Nous avons également exclu les bactéries

environnementales.

Il s’avere que le séquencgage 16S offre une faible résolution dans la détection des espéces de
pathogenes a I'exception du genre Mycoplasma. Pour Mycoplasma, nous avons conservé les
groupes d'ASVs identifiés comme Mycoplasma (syn. Haemobartonella) haemomuris et
coccoides. Ces especes ont été sélectionnées en raison de leur pathogénicité avérée chez les

rongeurs, avec une propension a se trouver dans le sang et la rate.

C. Détection ciblée et caractérisation des leptospires par gPCR
L'organe de réplication des leptospires est le rein. Ces bactéries sont donc rarement
identifiables a partir de la rate. Pour la détection et la caractérisation des leptopsires, nous
avons donc appliqué une méthode de détection ciblée : la PCR quantitative en temps réel (RT-

qPCR, Fig. 21).

B TEHAZALEPTOPY P2 K| e CBGP

EL[CElE

Fig. 21. A. Principe de la PCR quantitative en temps réel (RT-gPCR). Les amorces (R=Reverses et F=
Forwards), la sonde TagMan marquée par le fluorochrome (R) et le quencher (Q) sont fixés au brin
d’ADN sur le géne d’intérét (si présent), La Tag polymérase, représentée par un pac-man noir dégrade
la sonde, libérant le fluorochrome qui émet alors de la florescence. B. Résultats de la fluorescence
observée sur le LightCycler LC480. Le premier tableau indiquant les puits positifs sur la plaque ;
I'intensité de la fluorescence au cours des cycles. Le puits et les courbes rouges indiquent les individus
positifs.
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L’ADN des petits mammiféres a été extrait a partir de la jonction cortico-médullaire des tissus
rénaux, préalablement stockés dans I'éthanol, avec le kit BioBasic (EZ-10 96 Well Plate genomic

DNA isolation kit) en suivant les instructions du fabricant.

Le gene ciblé est le géne codant pour la lipoprotéine 32-kDa (LipL32), présent dans toutes les
bactéries leptospires et les amorces ont été choisies afin de n"amplifier que les leptospiroses
pathogénes (Stoddard et al., 2009). Les gPCR ont été réalisées selon le protocole décrit dans
Dobigny et al. (2015) a l'aide d'une sonde TagMan et d’'une Taq FastStart (Roche) sur le
LightCycler LC480 (Roche Diagnostics). Tous les échantillons ont été dupliqués et des contrdles

positifs et négatifs ont été inclus dans chaque plaque.

D. Détection d’anticorps anti-virus par des méthodes sérologiques
Les analyses sérologiques sont réalisées par nos partenaires finlandais pour la détection des
anticorps anti-virus appartenant aux genres Orthohantavirus, Orthopoxvirus—Ces analyses sont
réalisées par I'approche d’immunofluorescence indirecte (IFA, Fig. 22). Cela consiste a utiliser
un substrat contenant des antigénes préalablement développés en culture. Lorsque du sang
est déposé sur ce substrat, les anticorps spécifiques a ces antigenes vont se fixer s'ils sont
présents dans le sang. Les autres anticorps sont éliminés par plusieurs étapes de lavage.
Ensuite, des anticorps fluorescents spécifiques des anticorps (anti-anticorps) sont ajoutés. Si
les anticorps spécifiques étaient présents dans le sang, ils se fixent sur les anticorps
fluorescents. En revanche, s'ils ne sont pas présents, ces anticorps fluorescents sont éliminés

par des lavages supplémentaires. Enfin, en observant I'échantillon au microscope a
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fluorescence, on peut détecter la présence d'une fluorescence accrue chez les individus

séropositifs qui possedent des anticorps dirigés contre le virus.

Séronégatif

” Anticorps (AC) ?::;:;Teé
~ l'antigéne (AC)

Dépdt de sang pour chaque
individu + controles positifs
(anticorps humain et
anticorps de rongeurs) et un
contrdle négatif (PBS)

Séropositif

Antigéne = E

Virus

Substrat

IFA slide avec substrat antigéne (ici le
virus Orthohantavirus ou Othopoxvirus)

Ajout anti-AC Anti-anticorps

A ¢ — florescent
.
fluorescent

p

1. Incubation 40 min 37°C

Ol?sen’at'on\ 2. Laver avec PBS + agitateur
microscope a oscillant pour éliminer 'AC
fluorescence 3. Sécher

Fig. 22. Différentes étapes de I'immunofluorescence indirecte (IFA). Photographies prises dans le
laboratoire risque 3 en Finlande.

Conclusion : Dans notre étude, nous avons adopté une approche plurielle, combinant a la fois
le metabarcoding 16S non ciblé pour détecter les bactéries, ainsi que des méthodes ciblées
(gPCR et sérologie) pour étudier des pathogénes connus chez les rongeurs. Cette approche
multi-h6tes multi-pathogenes nous a permis d'identifier avec succes les principaux pathogenes
chez de nombreux hotes, malgré certaines limites inhérentes aux méthodes utilisées. En outre,
nous avons bénéficié de précieuses collaborations pour compléter certaines de nos analyses.
Les résultats obtenus grace a ces approches ont fourni des informations essentielles sur la
présence, la caractérisation et l'impact des pathogenes chez les hoétes étudiés. Nous
recommandons vivement |'utilisation de ces approches intégrées pour de futures études sur

les pathogénes.
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V. Communauté de pathogenes et éco-épidémiologie

A. Communauté de pathogenes détectés
Les différentes approches de détection de pathogenes que nous avons appliquées aux petits
mammiféeres échantillonnés au cours de cette thése ont permis d’identifier 14 agents
pathogenes. Le metabarcoding 16S a permis de détecter 9 genres bactériens potentiellement
zoonotiques (Bartonella, Neoehrlichia, Anaplasma, Francisella, Rickettsia, Orientia, Chlamidya,
Mycoplasma, Brevinema) ainsi que des Sarcocystidae. La qPCR a révélé la présence de
Leptospira pathogéniques, et les analyses sérologiques ont permis de détecter des anticorps
anti-virus de quatre genres zoonotiques (Orthohantavirus, Orthopoxvirus, Mammarenavirus et
Flavivirus). Les caractéristiques de ces agents pathogénes sont décrites dans le Tableau 2. Nous
renseignons d’une part, leur taxonomie, leur mode de transmission (Han et al., 2021), des
exemples d’espéces pathogénes appartenant aux genres détectés, les maladies zoonotiques

associées, leur virulence chez I’humain et ou chez les petits mammiferes (Tableau 2).

Les modes de transmission ou la virulence chez I'humain n’impliqguent pas le méme risque
zoonotique ou les mémes conséguences sanitaires et sociales. Certains pathogénes sont
connus pour étre virulent pour les petits mammiferes uniquement, mais ils pourraient avoir un
impact sur la sensibilité de I'hote aux autres pathogenes zoonotiques (Devi et al., 2021), c’est
pourquoi nous avons gardé ces pathogénes. Nous avons réalisé des analyses préliminaires pour
évaluer de potentiels impacts des infections par ces pathogenes sur la condition physique des

petits mammiferes hotes (encadré 1).

Encadré 1. Julien Ferrero, un étudiant de M1 que j'ai co-encadré, a mené une étude
préliminaire sur l'impact des pathogénes sur la santé des hotes rongeurs. Nous avons ciblé
des pathogenes connus pour affecter cette derniere, tels que le Cowpox Virus, le genre
Mycoplasma et les Sarcocystidae. L'étude s’est focalisée sur le genre Apodemus et nous
avons utilisé des indices de condition physique et de diversité microbienne (voir chapitre 3)
comme indicateurs de la santé des individus. Les analyses n'ont pas permis de révéler
d’impacts de l'infection par ces pathogeénes sur la condition physique ou sur la diversité du
microbiote intestinal des hdétes. Il est nécessaire d’utiliser d’autres criteres individuels
comme proxy de la santé de I'hOote, notamment des mesures physiologiques ou

immunologiques.
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Tableau 2. Description des caractéristiques des pathogenes détectés, dont la taxonomie, le mode de
transmission, ainsi que des indications sur la maladie/virulence des especes connues comme étant
pathogénes pour les humains et/ou les petits mammiféres. La couleur verte indique une absence de
symptome et la couleur jaune une virulence modérée, alors que la couleur rouge indique une virulence
importante chez les humains ou les petits mammiféres.
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De plus les pathogenes retrouvés sur I'ensemble des données recueillies pouvaient étre
différents en termes de prévalences observées: certaines étaient trés élevées (Bartonella : 48.0
% ; Mycoplasma haemomuris 32.7%, Orthopoxvirus : 13.5%), d’autres étaient modérées
(Mycoplasma coccoides 13.4%, Sarcocystidae 11.7%, C. Neoehrlichia 11.9% ; Leptospira sp. : 5.0
%, Francisella 5.3%, orthohantavirus 5,3%), tandis que la prévalence des autres pathogénes

était anecdotique (<5%).

Certains pathogenes étaient généralistes, présents chez différentes espéces hétes, notamment
les différents mycoplasmes, a l'exception de la souche 4 spécifique aux crocidures, ainsi que les
Bartonella, retrouvées chez toutes les especes (Fig. 23). D'autres pathogénes, tels que C.
Neohrlichia et ceux dont le mode de transmission était environnemental, comme les
leptospires ou les Orthopoxvirus, étaient également présents chez un grand nombre d’especes
(Fig. 23). Ces espéces présentes chez un grand nombre d’especes étaient généralement les plus

prévalentes.

Cependant, la prévalence de ces pathogenes montrait des variations spatio-temporelles dans
les communautés de petits mammiferes. Il est donc nécessaire de les étudier de maniere plus

détaillée pour mieux comprendre leur distribution et leur impact.

B. Variations spatio-temporelles de la communauté de pathogenes
1. Synthese globale de la variation spatio-temporelle de 'ensemble des pathogénes
Cette section offre une vue d'ensemble des variations s patio-temporelles de tous les pathogénes
étudiés. Pour cela, nous avons analysé le nombre de pathogénes présents selon le type
d'espéece hoéte ou I'habitat en utilisant un modele linéaire généralisé (GLM) de famille poisson.
Ensuite, nous avons utilisé un modele linéaire généralisé mixte optimisé (GLMM) pour étudier
l'influence de divers facteurs tels que I'espéce héte, le sexe, le groupe fonctionnel, la période
et le site d'échantillonnage sur la présence/absence de tous les pathogenes confondus, en

prenant en compte l'individu comme facteur aléatoire.
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Fig. 23. Heatmap de la prévalence des différents pathogenes en fonction des especes hotes de petits
mammiferes (représentée par des barres verticales indiquant les familles de ces espéces. Les nuances
de couleurs allant du bleu clair au violet foncé indiquent les valeurs de prévalence. Le graphique en
barres verticales représente le nombre de pathogéenes par espéces hotes de petits mammiferes, ou les
couleurs varient en fonction du type d'habitat de I'espece : jaune pour les espéces qualifiées comme
étant des ‘adaptateurs urbains’, jaune-gris pour les especes ‘d’éviteurs urbains’, et gris-rouge pour les
especes ‘citadines’. Le graphique en barres horizontales inversées indique le nombre d'espéces hotes
ou le pathogene est présent. Les teintes claires représentent les pathogénes a transmission directe,
tandis que les teintes foncées indiquent les pathogenes dont la transmission dépend de vecteurs.

Le nombre de pathogenes variait selon les especes de petits mammiferes, indiquant des
différences de capacité de réservoirs chez ces dernieres (Fig. 24). Cette capacité de réservoir
peut étre liée aux traits d’histoire de vie et a la phylogénie des especes hotes (Luis et al., 2013).
Une hypothése suggére que le rythme de vie court est lié a une faible allocation d’énergie dans
'immunité (Lee, 2006), mais cela ne suffit pas a expliquer les différences entre les espéces
adoptant toutes des stratégies de vie relativement courte. Selon une méta-analyse récente, il
est indiqué que la coexistence des rongeurs dans le méme habitat (sympatrie) a plus d'impact

sur la diversité virale que leur parenté phylogénétique (Guy et al., 2019).

Dans nos données les especes ayant le plus grand nombre de pathogénes ne semblaient pas
étre proches de par leur taxonomie ou leur rythme de vie (voir Ill. Caractérisation des espéces

hotes), mais plutdt par leur capacité d’adaptation au milieu urbain. Les espéces adaptatrices
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urbaines-présentaient un nombre plus élevé de pathogenes que les especes citadines (Test de
Tukey, z =-4.254, p < 0.001) ou celles évitant les milieux urbains (Test de Tukey, Z=-3.073, P=

0.005), méme lorsque les especes hdtes étaient en sympatrie (Fig. 24).

La prévalence d'infection variait significativement entre les especes hotes (P < 2.2e-16) et les
taxons de pathogénes (P <2.2e-16). De plus, la prévalence d'un pathogene pouvait varier entre
les espéces hotes, ce qui témoigne de différences de compétences (capacités de réplication et
de transmission d’un pathogene) parmi les especes de petits mammiféres (Fig. 23). Malgré leur
apparente forte capacité de réservoir (capacité d'abriter de nombreux pathogenes), les especes
adaptatrices urbaines ne présentaient pas toujours les prévalences les plus élevées pour
certains pathogenes (Fig. 23). Par conséquent, il est essentiel d'étudier plus en détail les

relations entre les especes hotes et les pathogenes.

Reserve Forests Managed Forests
751 751
5.0 5.0 1 |
251 251 .
® R Host species types
o T T T T
= adaptor dweller adaptor avoider E3 adaptor
=5 .
3 Peri Urban Park Urban Park ES avoider
O g | 61 BE dweller
6 -
4
4 -
| 21
2 -1
adaptor dweller adaptor dweller

Host species types

Fig. 24. Nombre de pathogenes détectés dans les différentes especes hotes (occurrence), selon la
catégorie de sites (réserves, foréts exploitées et parcs péri-urbain ou urbain) et leur capacité
d’adaptation au milieu urbain (citadines, adaptatrices ou éviteurs) représentée ici par différentes
couleurs.
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Le groupe fonctionnel et le sexe influencaient la présence de I'ensemble de pathogenes : Les
adultes étaient généralement plus infectés que les jeunes immatures (B=0.83, Z= 13.0, P=<
2.2e-16) et les males plus susceptibles que les femelles (B =0.24, Z= 4.31, P=1.6e-05). Cette
différence pourrait étre attribuée aux anticorps maternels qui protegent les jeunes immatures
(ex. Borucki et al., 2000) et/ou a une susceptibilité accrue des adultes males en raison de leur
exposition accrue due a leur comportement sexuel ou pour la recherche de nourriture
(Henttonen, 2022). Une accumulation de pathogénes avec I'age, notamment dans le cas

d’infections chroniques et persistantes, peut également expliquer ce patron (Luis et al., 2013).

Concernant les périodes d’échantillonnage, entre le printemps 2020 et l'automne 2020, le
nombre de pathogenes détectés a augmenté de 8 a 14. Le site FRPDLL n'a été échantillonné
gu'a l'automne, et aucune capture de rats et de crocidures n'a eu lieu au parc de la Téte d'Or
(FRPLTO) pendant cette période. Cette augmentation coincide avec la croissance et le pic de
densité de population des petits mammiferes. Globalement, le nombre de pathogénes entre
I'automne 2020 et I'automne 2021 est resté constant, avec une légere baisse entre ['automne
2021 et le printemps 2022, correspondant a une diminution du pic de densité de population

des petits mammiferes et ou de leurs vecteurs.

La prévalence totale de pathogénes variait au cours des périodes, avec un pic a l'automne 2021
(GLMM, B=0.59, 7=6.51, P=7.14e-11). De plus, la prévalence pouvait également varier selon les
pathogenes, indiguant des facteurs environnementaux favorables a certains d'entre eux. Par
exemple, la bactérie Francisella tularensis n'a été détectée qu'au printemps 2021
(prévalence=17,5%). Pour mieux comprendre ces différences, une étude sur une période plus

longue et une analyse détaillée des changements environnementaux associés serait nécessaire.
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Fig. 25. Heatmap de la prévalence des différents pathogenes en fonction des périodes
d’échantillonnage. Les nuances de couleurs allant du bleu clair au violet foncé indiquent les valeurs de
prévalence. Le graphique en barres verticales représente le nombre de pathogenes par période, ou la
teinte verte foncée correspond a l'automne et le vert clair au printemps. Le graphique en barres
horizontales inversées indique le nombre de périodes d'infection par pathogéne. Les teintes claires
représentent les pathogenes a transmission directe, tandis que les teintes foncées indiquent les
pathogénes dont la transmission dépend de vecteurs.

Entre les sites d'échantillonnage, le nombre de pathogenes différait entre régions et le long du
gradient d’anthropisation (Fig. 26). La région du Rhone, qui n’incluait que des parcs urbains,
présentait un nombre moins élevé de pathogenes (Fig. 26). Ces disparités régionales pourraient
étre attribuées a des différences environnementales, de degré d'anthropisation ou de
biodiversité des petits mammiféres. De plus, il est plausible que cette divergence soit
attribuable au fait que la plupart des pathogeénes détectés étaient vectorisés par des tiques, et
étaient absents du parc de la Téte d'Or (FRFPLTO), un parc fortement urbanisé, enclavé dans la

ville de Lyon, non connecté aux grands massifs forestiers, ou les tiques sont trés peu présentes.

La prévalence totale de pathogénes présentait des variations significatives entre les sites

d'échantillonnage (GLMM, chi? test, P = 3.647e-05). Cependant, aucune corrélation claire n'a
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été observée avec la région, le type d'habitat ou le niveau d'anthropisation. En revanche, la
prévalence variait en fonction des sites et des pathogenes, indiquant des habitats préférentiels
pour certains pathogenes (Fig. 26). Par exemple, Francisella, Anaplasma, Orthohantavirus
PUUV et Orientia étaient préférentiellement retrouvés dans les foréts du Jura (Fig.26). Nous

étudierons ces différences et les mécanismes sous-jacents dans une étude plus approfondie,

qui sera présentée dans le chapitre 2.

Regions

£ FRFGRI
<

Habitat Level

. Reserve Forests
Managed Forests
Peri Urban Park

B urban Park
Sites Prevalence (%)
60
40
20
0
FRPOLL Transmission
Direct
B vector
FRPLTO
—
15105 0 & ) o A o b o 3 = s
Occurence it ‘!\& o« ‘!&e «° ¢ & & & ‘!S@ & of & &
Pathogens
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Pathogens

Fig 26. Heatmap de la prévalence des différents pathogenes en fonction des sites d'échantillonnage
(FRPLTO= Parc de la Téte d'Or, région Rhone ; FRPDLL= Lacroix Laval, Rhéne ; FRFCOR= Cormaranche,
Ain ; FRFMIG=Mignovillard, Jura ; FRFGRI= Griffe du diable, Arviere Ain ; FRFGLA= La Glaciere, Jura). Les
nuances de couleurs allant du bleu clair au violet foncé indiquent l'intensité de la prévalence. Le
graphique en barres verticales représente le nombre de pathogénes par site, ou les couleurs varient en
fonction du type d'habitat, allant de I'orange (habitats les plus anthropisés) au vert (habitats les moins
anthropisés, comme les réserves). Le graphique en barres horizontales inversées indique le nombre de
sites ou le pathogene est présent. Les teintes claires représentent les pathogenes a transmission directe,
tandis que les teintes foncées indiquent les pathogénes dont la transmission dépend de vecteurs.
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Des études éco-épidémiologiques plus poussées ont été menées sur trois agents zoonotiques
d’intérét (Leptospira, virus Seoul et virus Puumala), en collaboration avec les équipes de
VetAgroSup et d’'Helsinki, et sont présentées ci-dessous. De plus, certains pathogénes présents
tout le long du gradient d’anthropisation (Mycoplasma, Orthopoxvirus, Bartonella, Leptospira)

sont analysés plus en détail dans le chapitre 2.

C. Etudes spécifiques menées sur quelques pathogénes zoonotiques
1. Zoom sur les Leptospires
Une étude approfondie des especes pathogénes et serovars de leptospires circulant dans les
parcs urbains de Lyon a été menée par I'équipe de Z. Djelouad;ji (vetAgro Sup). Elle a permis de
décrire la prévalence, la diversité génétique des leptospires et les facteurs biotiques et
abiotigues influencant sa distribution dans les communautés de petits mammiferes de la ville

de Lyon.

La leptospirose est une maladie zoonotique répandue causée par des spirochétes pathogenes
du genre Leptospira. C'est un probleme de santé publique important avec plus d'un million de
cas humains chaque année (Fichet-Calvet & Rogers, 2009). Les rongeurs sont reconnus comme
les principaux réservoirs de Leptospira, en particulier les rats qui hébergent principalement le
sérovar Icterohaemorrhagiae, largement répandu dans le monde entier (Boey et al., 2019).
Plusieurs études ont montré l'importance d'autres réservoirs, tels que les souris ou les
hérissons, qui hébergent d'autres sérovars de leptospires (Aviat et al., 2009; Ayral et al., 2016;
Izquierdo-Rodriguez et al., 2020). Cependant, notre connaissance des souches de Leptospira
circulant chez les réservoirs autres que les rats dans les environnements urbains reste limitée.
Dans ce contexte, nous avons développé une approche EcoHealth pour évaluer le danger
zoonotique associé aux leptospires dans les espaces verts urbains, ou les contacts entre les
humains, les petits mammiféres et les animaux domestiques sont probables. Les objectifs de
cette étude étaient de : i) évaluer la prévalence des Leptospira spp. pathogénes chez les petits
mammiféres terrestres présents dans les parcs urbains et périurbains de Lyon, ii) étudier les
facteurs pouvant influencer les niveaux de prévalence, et iii) caractériser la diversité des

souches de Leptospira circulant dans ces communautés de petits mammiferes.

Les petits mammiferes terrestres (rongeurs et musaraignes) ont été piégés au printemps et a

l'automne, entre 2020 et 2022, dans deux parcs de la métropole de Lyon, en France. Les reins
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des animaux ont été analysés pour détecter une infection a Leptospira en utilisant la RT-PCR
pour les genes lipL32 et 16S rRNA. La prévalence des leptospires pathogenes a été déterminée.
Une régression logistique a effets mixtes a été réalisée pour étudier l'influence de différents
facteurs sur la présence de Leptospira chez les animaux (espéce, poids, sexe, maturité sexuelle)
et les caractéristiques d'échantillonnage (année, saison, site). Le génotypage des souches de
Leptospira circulant dans ces communautés de petits mammiféres a été réalisé en utilisant une

combinaison de méthodes moléculaires.

L'analyse de 595 petits mammiferes, comprenant sept especes (Rattus norvegicus, Mus
musculus, Apodemus flavicollis, Apodemus sylvaticus, Clethrionomys glareolus, Microtus arvalis
et Crocidura russula), a révélé un taux de prévalence global de leptospires de 11,4 %. Des
variations significatives ont été observées entre les espéces de petits mammiféres (de 0 a 26,1
%), avec Rattus norvegicus présentant les niveaux d'infection les plus élevés (26,1 %). Nous
avons également constaté que la probabilité d'étre infecté par Leptospira était plus élevée dans
le parc péri-urbain que dans le parc urbain, en 2022 et 2021 par rapport a 2020, et en automne
par rapport au printemps. Les analyses de génotypage ont montré que tous les rongeurs étaient
infectés par l'espece L. interrogans. Nous avons trouvé le génotype lié au sérogroupe
Icterohaemorrhagiae chez les rats, et des génotypes liés au sérogroupe Australis chez d'autres
especes de rongeurs (souris domestiques, mulots sylvestres, mulots a collier et campagnols des
champs). L'espece L. kirschneri et un génotype lié au sérogroupe Grippotyphosa ont été

détectés chez les musaraignes.

Cette étude a montré une présence significative de leptospires chez les petits mammiferes
terrestres dans les parcs de la ville de Lyon. Nous avons observé d'importantes variations
spatio-temporelles de la prévalence. Le danger zoonotique associé a Leptospira semblait étre
plus élevé dans le parc péri-urbain et en automne, en 2021 et 2022, potentiellement en raison
des différences de paysage, des conditions abiotiques et de la composition des communautés
de petits mammiféres. Nous avons également révélé des différences significatives de
prévalence de Leptospira et de souches circulantes entre les especes de petits mammiferes. La
surveillance des rats, et dans une moindre mesure d’autres rongeurs (Apodemus spp.,
Clethrionomys glareolus et Mus musculus), semble étre d’intérét en santé publique et
vétérinaire pour prévenir les infections par L. interrogans. Nous avons également souligné le

danger potentiel associé a la musaraigne Crocidura russula et a Leptospira kirschneri.
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Pathogenic Leptospira species in small terrestrial mammals, (:/vmmgup
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peri-urban parks ¥ PASTEUR

EDISS
GARCIA-LOPEZ Marta"?, LURIER Thibaut3, BOUILLOUD Marie4, PRADEL Julient, TATARD Caroline4, BOURHY Pascale?, @ TERDIGPLIARE
CHARBONNEL Nathalie# and DJELOUADJI Zouheira' -
"VetAgro Sup - USC 1223; ? Institut Pasteur - Biology of Spirochetes Unit ; 3VetAgro Sup - UMR EPIA; 4 INRAE - CBGP

Introduction ﬂ ‘ Objectives

Leptospira spp. Eco-health approach to assess the health hazard

Leptospirosis ) associated with Leptospira spp. in urban green spaces:
%%M 1) Evaluate the prevalence of pathogenic Leptospira spp. in
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1. Significant carriage of Leptospira spp. in small mammals in Lyon city, with strong variations observed between animal species. Grippotyphosa -

2. Leptospira spp. prevalence seemed to be higher in the peri-urban park, in autumn and increases over time.

3.Important public health relevance of rats and urban adapter rodents as reservoirs of L. interrogans; and shrews as reservoirs of L. kirschneri.

4.Further investigations with an increased number of parks are needed to better understand the impact of urbanization, and the evolution of the Leptospira spp.
prevalence over time.
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2. Zoom sur I’Orthohantavirus Seoul
Une étude approfondie a été menée sur I'Orthohantavirus Seoul (SEQV) détecté chez les rats
bruns sauvages Rattus norvegicus du parc urbain de la Téte d’Or a Lyon. Elle a permis d’analyser
la diversité génétique de ce virus (2020-2022) et son évolution depuis sa détection en 2013

dans ce méme parc.

Evolution and Genetic Characterization of Seoul Virus in Wild Rats Rattus Norvegicus from an
urban park in Lyon, France 2020-2022 Hussein Alburkat, Teemu Smura, Marie Bouilloud, Julien
Pradel, Gwendoline Anfray, Karine Berthier, Lara Dutra, Anne Loiseau, Thanakorn Niamsap,
Viktor Olander, Diana Sepulveda, Vinaya Venkat, Nathalie Charbonnel, Guillaume Castel, Tarja

Sironen. Soumis a Plos NTD.
Preprint disponible sur Biorxiv :

https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2023.04.12.536564v1.full

Le virus Seoul (SEQV) est un orthohantavirus qui a pour réservoirs spécifiques les rats, et qui
peut provoquer le syndrome fébrile hémorragique avec insuffisance rénale (HFRS) chez
I'hnumain. Son incidence est probablement sous-estimée (Clement, Leduc, et al., 2019a; 2019b).
Nous avons effectué une caractérisation sérologique et moléculaire compléete de SEOV dans la
population de Rattus norvegicus du parc urbain lyonnais de la Téte d’Or (FRPLTO) entre 2020
et 2022.

Nous avons confirmé la circulation de SEOV chez les rats du parc (séroprévalence de 17,2 %).
Le nombre de rats séropositifs varie selon la ligne de piégeage al'intérieur du parc et la période

(Tableau 3).

Tableau 3. Nombre de rats capturés par ligne de piégeage en fonction des périodes et au total. Les
chiffres entre parenthéses indiquent ceux séropositifs.

Trap line ALlurmn 2020 Spring 2021 Alturin 2021 Spring 2022 Total
As| ] 1 40 12 (0) 16 ()
cT i 201) 11(2) 19 (4) (T

CYN 0 T2 210) 3 (1) 121(3)
JOP 140 1(1) 110 100 401
LEM 40 0 0 0 4(0)
MAM 70 403 40 i 1503
PRI i (] 140 0 1 (0}
s@p i 11} 2 (D) i 3 ()
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Les souches de SEQV détectées présentaient une forte similarité génétique avec la souche
précédemment décrite en 2013 dans cette région. Nous avons constaté une faible structuration
génétique des populations de rats sauvages dans la ville de Lyon. Les rats piégés dans le
batiment "forét asiatique" du parc zoologique (Ligne de piégeage ASl), une zone nouvellement
construite en 2021 abritant une grande diversité de mammiféres et d'oiseaux, étaient tous
séronégatifs et ont montré des niveaux élevés de différenciation génétique par rapport aux rats
piégés dans d'autres parties du parc ou de la ville de Lyon. Cela pourrait suggérer une
introduction récente des rats et/ou un fort effet fondateur associé a la création de cette zone.
Il estimportant al'avenir de porter une attention particuliére a ce site, d'étudier I'évolution des
populations de rats et la séroprévalence du SEQOV chez les rats et les singes captifs hébergés

(Nomascus leucogenys).

Cette étude confirme la circulation de SEQV dans la ville de Lyon, dans un parc ou les
opportunités de transmission de SEOV aux humains sont nombreuses. Compte tenu du fort flux
génétique entre les populations de rats dans le parc et le reste de la ville, nous recommandons

de mener une surveillance de SEQV a I'échelle de la ville.

3. Zoom sur |I'Orthohantavirus Puumala
Une étude approfondie a été menée sur la circulation de l'orthohantavirus Puumala (PUUV)
dans son réservoir sauvage, le campagnol roussdtre Clethrionomys (syn. Myodes) glareolus, lors
de l'épidémie de néphropathie épidémique détectée en 2021 dans le Jura. Cette analyse a
permis de décrire la diversité génétique de ce virus (2020-2022) et son évolution depuis les

premieres études en 2005 dans cette zone géographique.

Puumala orthohantavirus circulationin its wild reservoir, the bank vole, during the 2021 outbreak
of hemorrhagic fever with renal syndrome in Jura, France. cuillaume Castel, Hussein Alburkat,
Caroline Tatard, Lara Dutra, Mathilde Criado, Marie Bouilloud, Julien Pradel, Tarja Sironen,

Nathalie Charbonnel. Sous presse dans Infectious Diseases Now.

Disponible dans Infectious Diseases Now : https://doi.org/10.1016/j.idnow.2023.104767

Objectif : Une épidémie importante et sans précédent d'une forme atténuée du syndrome fébrile
hémorragique avec insuffisance rénale, appelée néphropathie épidémique (NE) et causée par le

virus Puumala (PUUV), a eu lieu en 2021 dans les montagnes du Jura méridional (France),
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entrainant de nombreuses hospitalisations (Brun et al., 2023). L'objectif de cette étude est

d'analyser la circulation du PUUV dans son réservoir animal au moment de cette épidémie.

Méthodes : Nous avons étudié conjointement l'abondance relative des campagnols roussdtres,
la composition de la communauté de petits mammiferes et la circulation du PUUV chez les
campagnols roussdtres (séroprévalence et diversité génétique) dans la zone épidémique NE du
Jura, entre 2020 et 2022. Nous avons séquencé le fragment S de PUUV pour les campagnols
roussdtres séropositifs, et nous avons comparé ces séquences avec celles obtenues dans ces

mémes sites depuis 2005.

Résultats : Les résultats des piégeages ont montré une abondance relative plus élevée des
campagnols roussdtres en 2021 par rapport a 2020 et 2022. Des niveaux extrémement élevés
de séroprévalence du PUUV chez les campagnols roussdtres ont été observés au moment de
I'épidémie humaine de NE, avec des animaux séropositifs piégés dans presque toutes les lignes
de piégeage deés le printemps 2021. Cette forte séroprévalence était corrélée au pic de densité
de son héte Clethrionomys (syn. Myodes) glareolus. Cela correspond a une relation positive
observée dans d’autres études entre l'augmentation de I'abondance des campagnols roussdtres
et la séroprévalence du PUUV. Ceci s’explique par le fait qu’un plus grand nombre d’hétes

entraine une augmentation de la transmission de PUUV dans la population.

De plus nous avons enregistré une plus grande séroprévalence a FRFMIG, la zone la plus
exploitée (entre 65,6 % et 85,3 %, Tableau4) par rapport a la réserve FRFGLA (entre 10,4% et
24,2%, Tableau 4). Cependant l'effet dilution, c’est-a-dire une relation négative entre
biodiversité des petits mammiféres et augmentation de la prévalence (F. Keesing et al., 2006),
n‘a pas été montré dans cette étude. La composition et la diversité de petits mammiféres
étaient similaires entre les deux sites. Une approche plus approfondie de cette hypothese
nécessiterait maintenant I'analyse de I'abondance absolue des espéces de rongeurs, ainsi que
I'étude de plus grands mammiferes, en particulier les prédateurs, qui pourraient également

influencer la transmission du PUUV entre les campagnols roussatres (Khalil et al., 2016).
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Tableau 4. Nombre d’individus séropositifs a PUUV sur I'ensemble des campagnols roussatres testés a
I'aide des techniques d’'IFA. La séroprévalence est indiquée pour les deux sites ou PUUV circule (FRFGLA
et FRFMIG) et les périodes d’échantillonnage.

FRFEMIG | FRFMIG FREMIG FRFGLA | FREMIG FRFGLA | FREMIG
Spring Autumn Spring Spring Autumn | Autumn | Spring 2022
2020 2020 2021 2021 2021 2021
IFA PUUV 0/25 1/36 29/34 2/19 21/32 8/33 2/12
Seroprevalence 0% 2.7% 85.3% 10.5% 65.6% 24.2% 16.6%

Les analyses génétiques du PUUV (segment S) prélevé en 2021 sur deux sites d'échantillonnage
ont révélé un regroupement important de ces souches dans le clade "Jura". Aucune variation
génétique significative n'a été détectée par rapport a ce qui était déja connu dans la région du
Jura. Nous avons trouvé des différences génétiques marquées entre les souches circulant sur
ces deux sites FRFMIG et FRFGLA en 2021. Ces différences spatiales (bien que les sites soient
géographiqguement proches) étaient plus importantes que les différences temporelles
détectées entre 2005 et 2021 a FRFMIG. Ces différences génétiques devraient étre explorées
pour tous les segments de PUUV. Ceci permettrait d'étudier les impacts potentiels des
variations génétiques sur les caractéristiques virales qui pourraient influencer I'épidémiologie
de la NE (transmission entre réservoirs ou vers les humains). A cet égard, la disponibilité de
génomes viraux complets, provenant de patients humains et de campagnols roussatres, est

essentielle.

Les résultats de cette étude plaident en faveur d'un suivi renforcé de la circulation du PUUV
dans les populations des réservoirs établies en zones d'endémie de la NE. Cela permettrait de
mieux informer et sensibiliser au risque zoonotique, et de mettre en ceuvre des stratégies de

prévention en collaboration avec les médecins locaux et professionnels.
Conclusion:

Nous avons identifié une grande diversité de pathogenes de caractéristiques différentes dans
les communautés de petits mammiféeres, confirmant leur réle crucial en tant que réservoirs.
Certains de ces pathogenes présentent des dangers zoonotiques majeurs en raison de leur
prévalence élevée ou de leur virulence chez I'numain, ce qui peut entrainer des conséquences
sanitaires, sociales et économiques significatives. En effet, une importante épidémie de

néphropathie épidémique causée par ['Orthohantavirus Puumala a été signalée, liée a des
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prévalences exceptionnellement élevées chez les campagnols roussatres a cette période. Nous
ignorons sid'autres pathogenes détectés dans cette étude ont pu causer des maladies, car leur
diagnostic est souvent minimisé, sauf dans les cas cliniques graves. Nous préconisons une
surveillance continue de ces pathogénes et de leurs hotes afin de sensibiliser davantage et de
prévenir les risques zoonotiques, notamment en augmentant les échanges avec le milieu

médical lorsqu'une forte prévalence de pathogénes est observée chez les petits mammiféres.

Les études épidémiologiques ont révélé que le nombre et la prévalence de pathogénes
variaient en fonction des especes hotes, des groupes fonctionnels, du sexe de I'hnéte, des
périodes et des localités. Les especes adaptatrices urbaines présentaient une plus grande
capacité de réservoir en milieu urbain. La compétence de I'h6te variait entre les especes hotes
et les pathogénes, indiquant des relations hotes-pathogenes diverses. Les périodes les plus
propices aux pathogénes correspondaient aux pics de pullulation des espéces les plus
abondantes. Les différences entre localités et périodes suggerent un lien potentiel avec les
conditions environnementales et anthropiques, ainsi que les variations spatiotemporelles des
hotes plus ou moins compétents. Pour mieux comprendre ces différences, il est nécessaire
d'étudier en détail la relation entre la biodiversité des petits mammiferes hétes et la prévalence

des pathogenes.
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VI. Conclusions du chapitre 1
Ce chapitre visait a présenter les méthodes de caractérisation des communautés multi-hétes —
multi-pathogénes et de leur environnement, puis a mettre en évidence les limites de ces
méthodes qu’il est important de garder a l'esprit dans l'interprétation des résultats qui seront

présentés dans les chapitres suivants.

Ce travail repose sur une approche holistique et met en exergue I'importance de I'écologie de
la santé et de I'éco-épidémiologie en amont de la surveillance des zoonoses. Une meilleure
connaissance de |'écologie de la faune sauvage et une détection plus efficace des pathogénes
chezles hétes, dont les animaux domestiques et les humains, sont des prérequis indispensables

pour améliorer la surveillance et la prévention du risque zoonotique.

Une collaboration renforcée et une communication transdisciplinaire, dans le cadre de
I'approche "One Health", permettront également de contribuer a une meilleure
compréhension de la transmission des pathogénes aux populations humaines, et par
conséquent a une meilleure prévention des risques. C’est pourquoi les données éco-
épidémiologiques acquises durant cette these ont fait I'objet de rapports et communications a
destination des gestionnaires des sites suivis, et ont été le support d’un ‘focus group’ pour les
ateliers portant sur les stratégies de prévention des zoonoses associées aux rongeurs en

novembre 2022.
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Chapitre 2. Combinaison d’analyses théoriques et empiriques pour
comprendre |a relation entre |la biodiversité des communautés de
petits mammiferes et la prévalence des pathogenes

|.  Contexte

Dans le chapitre précédent, nous avons mis en avant l'importance d'adopter une approche
holistique pour étudier les pathogénes, en incluant l'ensemble des especes hétes d'une
communauté ainsi que leur environnement. Ceci vise a améliorer la surveillance et la
prévention des risques zoonotiques. Dans cette continuité, I'objectif de ce chapitre est
d'approfondir notre compréhension de la relation entre la prévalence des pathogenes et la
biodiversité des communautés de petits mammiféres. En explorant les mécanismes en ceuvre,
dans divers contextes épidémiologiques, nous pouvons envisager d’apporter des éléments de
connaissance permettant de coupler une meilleure gestion de la biodiversité a une réduction

des dangers zoonotiques potentiels (Hopkins et al., 2021).

Ces dernieres années, les études sur les maladies infectieuses se sont orientés vers des sujets
qui examinent les liens entre biodiversité et circulation des agents pathogenes, ainsi que les
causes des maladies infectieuses émergentes, plutét que de se concentrer sur les études
épidémiologiques des pathogénes devenus endémiques (Brandell et al., 2021). Cette
orientation est d'une importance capitale alors que le nombre de maladies émergentes croit
de concert avec l'ampleur croissante de la perte de biodiversité causée par des effets
anthropiques (R. E. Baker et al., 2021; Jones et al., 2008; K. F. Smith et al., 2014). Les méta-
analyses combinant les études sur les liens biodiversité-pathogénes ont mis en évidence que la
perte de biodiversité peut influencer le danger zoonotique (Civitello et al., 2015; Gibb et al,,
2020; Keesing et al., 2010). Cependant ces études sont parfois remises en question, avec des
observations empiriques montrant des relations biodiversité -pathogenes dépendant du
contexte (Halliday et al., 2020; Rohr et al.,, 2020). Cependant, cette variabilité des relations
biodiversité-pathogenes  pourrait engendrer des conséquences significatives et
potentiellement contre-productives lors de l'application de stratégies de gestion de la
biodiversité visant a réduire la prévalence des pathogenes. Il est crucial a présent d'examiner
la contribution des mécanismes sous-jacents a cette relation prévalence/biodiversité dans une

multitude de contextes.
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Ainsi, il est impératif de diversifier les études empiriques en incluant d'autres pathogenes peu
ou pas étudiés jusqu'a présent, et en prenant en compte une variété de contextes écologiques
(Rohr et al., 2020). Mais aussi, il est nécessaire de combiner des approches empiriques et
théoriques, carsiles premiéres visent a décrire des patrons, ces derniéres permettent de tester
I'influence relative de différents mécanismes écologiques et ainsi de déméler les interactions
complexes entre hotes-pathogénes au sein des communautés d'hétes (Roche et al., 2012). Les
études théoriques basées sur des modeles épidémiologiques peuvent aider a répondre a ces
objectifs, méme si elles simplifient souvent la réalité (Keeling & Rohani, 2008; Sofonea et al.,

2022).

Au cours de cette thése, nous avons entrepris deux études distinctes. Dans un premier volet,
une étude empiriqgue a été menée pour évaluer l'impact de la biodiversité des petits
mammiferes sur la prévalence de plusieurs pathogenes, le long d'un gradient d'anthropisation,
afin d’avoir un large panel d’hotes-pathogénes. Dans un second volet, nous avons adopté une
approche théorique basée sur un modele épidémiologique multi-espéces. Nous avons utilisé
les données empiriques obtenues durant cette thése concernant les communautés de petits
mammiféres et la circulation de I'Orthohantavirus Seoul (SEOV) en milieu urbain. Nous avons
examiné si des stratégies de gestion, telles que la dératisation, avaient un impact sur la relation
entre biodiversité et prévalence en SEQV, afin d’identifier les stratégies gagnant - gagnant pour

la biodiversité et le danger zoonotique associé a SEOV.

Il.  Etude empirique
Title Complex interplay of environment, small mammal biodiversity, host competence, and

prevalence of multiple pathogens.

Bouilloud M., Galan M., Bordes A., Tatard C., Pradel J., Loiseau A., Alburkat H., Dutra L., Sironen

T., Sluydts V., Roche B., Charbonnel N. En préparation pour Nature Communications.

A. Abstract
Zoonotic diseases threaten global health, a risk further intensified by human-induced
biodiversity changes. The intricate biodiversity-zoonoses links include dilution, amplification, or
neutral effects. Recent meta-analyses spotlight a pattern where the abundance of competent

hosts increases when biodiversity is low. This emphasizes the importance of assessing host
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communities in terms of competence and abundance to gain a better understanding of

pathogen prevalence in response to various environmental factors.

In our study, we used molecular and serological methods to detect zoonotic pathogens from
small mammals across varying forest anthropization. We examined diversity's interplay with
prevalence of multiple pathogens. Additionnaly, we assessed the link between biodiversity and
abundance of most competent host. Through structural equation modeling, we unraveled the
intricated interactions between environment, host biodiversity, abundance of competent host,

and pathogens’ prevalence.

Biodiversity shaped pathogen presence diversely: Orthopoxvirus and one Mycoplasma
haemomuris strain displayed dilution effects, while another Mycoplasma haemomuris strain
and Mycoplasma coccoides showed amplification effects. We showed that these contrasted
trends stem from shifts in competent host abundance. The environment directly impacted
pathogen presence and indirectly influenced abundance of competent hosts, affecting the

relationship between host community diversity and pathogen prevalence.

Keywords : Competence, Dilution effect, Host community, Pathogens, Small mammals,

Zoonoses
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B. Introduction
The acceleration of infectious disease emergence (Baker et al., 2021) and biodiversity decline
due to anthropogenic changes (Cardinale et al., 2012) suggest a clear connection between the
environment, host communities structure, and pathogens circulation (Halliday et al., 2021).
Multiple meta-analyses emphasize that host diversity reduces pathogen prevalence in various
host-pathogen systems (Civitello et al., 2015; Magnusson et al., 2020), contributing toa dilution
effect that mitigates zoonotic transmission (Keesing et al., 2006). Consequently, studies suggest
that managing biodiversity, including species control (Miguel et al., 2020) and conservation
measures (Hopkins et al., 2022) may establish a favorable balance between biodiversity and

public health (Hopkins et al., 2021).

However, these meta-analyses face criticism for non-uniform comparisons across studies,
introducing biases and potential misinterpretation related to factors like scale, methods,
metrics, and publication (Halliday & Rohr, 2019; Randolph & Dobson, 2012; Salkeld et al,,
2013a; Wood & Lafferty, 2013). Furthermore, other studies have shown that the diversity-
pathogen prevalence relationship can be negative, null, positive (call amplification effect,
Keesing et al., 2006)(Wood et al., 2014), and definitely context-dependent (Halliday & Rohr,
2019; Liu etal., 2020). Implementing biodiversity management methods could potentially lead
to unintended and counterproductive outcomes in specific systems where the dilution effectis
not applicable. Continuing empirical studies while considering the environmental context and

the full range of pathogens circulating in host communities is essential.

The mechanisms behind the dilution effect are well-established (Keesing et al., 2006; Keesing
& Ostfeld, 2021a; Rohr et al.,, 2020). Firstly, hosts within a community must vary in their
competence for the pathogen studied, i.e., their ability to replicate and transmit this pathogen
(Huang et al., 2016). Secondly, biodiversity must regulate pathogen transmission either by: i)
reducing the frequency of encounters, thereby reducing the rate of transmission within
competent host species, or by ii) regulating the abundance of competent hosts through
interactions between host species such as competition and predation (Keesing et al., 2006;
Keesing et al., 2010; Keesing & Ostfeld, 2021). Recent meta-analyses suggest that the dilution
effect may frequently occur when a loss of biodiversity, often associated with anthropogenic
pressures, predictably alters the composition of the host community. This shift leads to the

most competent species becoming the most abundant (and the less abundant species
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disappearing first) in low-biodiversity environments (Gibb et al., 2020; Halliday et al., 2020c).
Typically, the species most abundant and resilient to anthropogenic disturbances are also the
most competent due totheir fast-paced life strategy. This strategy allows them to achieve rapid
growth rates and enhanced colonization abilities, albeit at the expense of reduced immune
defense (Han et al.,, 2015; Plourde et al.,, 2017; Rohr et al., 2020). To evaluate these
mechanisms in nature, examining host abundance according to their degree of competence is

crucial (Keesing & Ostfeld, 2021b).

Studying biodiversity/pathogens interactions, as well as the conditions under which the dilution
effect prevails, while considering environmental changes is crucial (Halliday et al., 2021). Indeed
numerous factors have the ability to directly impact the presence of pathogens, affecting their
survival and spread in the environment (Engering et al., 2013) or among vectors (Mora et al.,
2022), and even altering their replication rates (Roberts & Heesterbeek, 2018). The
environment can also indirectly influence the presence of pathogens by reshaping host
community structure, thereby favoring competent species (Salkeld et al., 2013). Moreover,
variations in species abundance through time, driven by natural cycles linked to resource
availability and predator-prey interactions (Altizer et al., 2006), along with population
demographic structure (Henttonen, 2022), individual behaviour (Silk & Fefferman, 2021) and
diseases (Schmid et al., 2022), can collectively affect host competence (Martin et al., 2016;
Wolinska & King, 2009). Research on biodiversity/pathogens interactions must hence shed light
on the extent to which these relationships are dependent on the environmental context, and

whether they are always predictable (Halliday et al., 2021; Rohr et al., 2020).

Small mammal species represent a highly diverse taxonomic group, resulting in a wide array of
pathogens with variations in transmission modes (vector vs. direct), host specificity (specialist
vs. generalist), and consequently, differences in host competence (Olival et al., 2017). The
characteristics of these pathogens and the competence of the hosts can significantly impact
how host community biodiversity influences their circulation (Keesing et al., 2006; Rudolf &
Antonovics, 2005; Su et al.,, 2022). Empirical studies reveal diverse relationships between
biodiversity and pathogens (e.g. Clay et al., 2009; Khalil et al., 2014, 2016; Tersago et al., 2008).
Some of these studies show the potential simultaneous influence of several mechanisms in
shaping these patterns (Luis et al., 2018a). In other cases, these studies have not always shown

a dilution effect, whether it concerns the reduction of competent hosts (Dearing et al., 2015;
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Dizney & Ruedas, 2009) or the decrease in intraspecific interaction frequencies (Rubio et al.,,

2017).

Small mammal species have colonized various habitats, ranging from natural environments to
urban areas (Pradel et al., 2022). Small mammal species community structure evolves over time
due to various cycles (Andreassen et al., 2020; Bogdziewicz et al., 2016), geoclimatic variations
(Auffray et al., 2009) , or anthropogenic influences (Fischer et al., 2015). These temporal and
spatial fluctuations offer an unique opportunity to explore direct and indirect environmental
effects on pathogen presence in these communities. Furthermore, these species often act as
reservoirs, with one species frequently hosting multiple pathogens, enabling cross-pathogen
comparisons within multi-host communities (Han et al.,, 2015, Mendoza et al., 2019).
Surprisingly, there have been relatively few studies that directly compare biodiversity-
prevalence patterns among different pathogens within the same ecological context.
Conducting such empirical investigations is crucial for evaluating whether the relationship
between biodiversity and prevalence holds consistently across various pathogens, while

mitigating potential methodological biases (Halliday & Rohr, 2019).

Here, we explored the intricate interactions between small mammal community diversity, host
competence, and pathogen prevalence along an environmental gradient of forest
anthropization. We sought to determine whether a dilution effect could occur in these
communities and whether the patterns observed were environmental and/or pathogen-

dependent.

We first tested the relationships between small mammal species diversity and prevalence for
different pathogens in different forested areas with contrasted levels of anthropization. Next,
we assessed the variations in small mammal species competence and investigated how the
relative abundance of the most competent species changed with diversity, for each pathogen.
Lastly, we explored potential indirect effects of the environmental gradient on pathogens’
prevalence, considering possible changes in host species diversity and the relative abundance

of the most competent hosts.
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C. Material and Methods
Small mammal sampling
We surveyed small mammal communities in six sampling sites in Eastern France that
represented different levels of forest anthropization (Fig.S1:two integral biological reserves
(FRFGLA: La Glaciere, FRFGRI: Griffe du Diable); two managed forests (FRFCOR: Cormaranche
en Bugey; FRFMIG: Mignovillard); two urban parks (FRPLTO: Lyon, Parc de la Téte d’Or; FRPDLL:

Marcy I'Etoile, Domaine Lacroix Laval)).

Captures of small terrestrial mammals were performed during the pre-breeding (spring) and
post-breeding (autumn) seasons, from spring 2020 to spring 2022. Each year-season
combination was considered as a ‘period’ in further analyses. Details are provided in Pradel et
al. (2022). Trapping success was estimated for each site and period on the basis of the three
first nights of trapping. It enabled to assess the relative abundance of each small mammal
species captured. It was determined using the formula In(1 - (number of individuals trapped /
(number of traps x number of nights))) x (-100) for each species, site, and period, following the

approach described in Aplin et al. (2003).

All captured animals, except those belonging to protected species that were released and dead
animals found in traps, in a limit of 35 individuals per species, site and period, were euthanized
by cervical dislocation after sedation with isoflurane (Mills et al., 1995) and dissected as
described in Pradel et al. (2022). Spleen and kidneys were stored in 96° ethanol for bacteria
detection. Heart was preserved in PBS at -20°C for serological analyses. Detailed morphological
information and sexual characteristics were recorded to determine small mammals' species,
sex and functional group (immature and juvenile versus adult, Henttonen et al.,, 2022).
Apodemus sp., Microtus sp., as well as insectivores identifications were confirmed using

molecular methods (details in Pradel et al. 2022).

Pathogens’ detection

Detection of pathogenic bacteria
We used kidney samples and real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) to detect
pathogenic Leptospira sp. DNA extraction was performed from the cortico-medullary junction

piece of kidney tissue using BioBasic kits (EZ-10 96 Well Plate genomic DNA) and following the
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manufacturer's instructions. DNA was eluted in a final volume of 150 pl. RT-PCR was performed
according to the protocol described in Dobigny et al. (2015). It targets a partial region of the
gene encoding 32-kDa lipoprotein (lipL32), which is specific of pathogenic Leptospira (Stoddard
et al., 2009). The mixture comprising 2uL of DNA, 5 uL ofTagMan probe, 10 uL for each primer
and 5U/uL of FastStart Tag (Roche) was added to 384-well plates and RT-PCR reactions were
carried out in the LightCycler LC480 (Roche Diagnostics). Samples were replicated, and positive
and negative controls were included on each plate. Samples with a cycle threshold (C+) value

equal to or lower than 40 were considered positive.

Other potential pathogenic bacteria were detected from spleen samples as this organ is
involved in blood filtering and participates in immunity. We used the DNeasy 96 Blood and
Tissue kit (Qiagen) following manufacturer’s instructions to extract splenic DNA, and we
amplified the V4 region of the 16S rRNA gene according to Galan et al. (2016).We replicated
each DNA extraction and used negative and positive controls at every steps (extraction,
indexing, amplification) to control for contaminations. Samples were then subjected to high-
throughput sequencing using lllumina MiSeq technology (2 x 251 bp). Read pairs R1 (forward)
and R2 (reverse) were truncated to lengths of 180 bp and 120 bp respectively and merged to
ensure sequence quality (Q>30). Sequences were then dereplicated and chimeras were
removed using the removeBimeraDenovo function. Amplification and sequencing errors were
detected using the dada2 pipeline (Qiime2_2021.11) (Bolyen et al., 2019; Callahan et al., 2016).
Each amplicon sequence variant (ASV) obtained was then assigned to a reference sequence
using BLASTN+ (Camacho et al., 2009) with the most recent SILVA database and quality-
correction (rRNA 138.1, http://www.arb175silva.de/projects/ssu-ref-nr/) using the FROGS

workflow (Escudié et al., 2018). Sequencing details and raw reads are available in the Zenodo

repository.

Data were filtered following the approach proposed by Galan et al. (2016) using R v4.2.2 (R
Core Team, 2022). The applied filters were as follows: i) Removal of ASVs with sequence counts
below the maximum counts observed for the same ASVs found in negative controls for DNA
extraction, PCR, indexing, or sequencing. ii) Removal of ASVs with sequence counts below the
maximum counts of an "alien" bacterium, i.e., one that cannot be found in small mammals.

Detection of such an ASV indicates incorrect assignment during sequencing. iii) Only ASVs
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present in two replicates from an individual were retained, and their sequence counts were

summed.

We identified pathogenic taxa using the Gideon database (https://www.gideononline.com/)
and literature (In revision, Abbate et al.). We included only bacteria known to be potentially
pathogenic to humans or small mammals in our analysis, excluding "opportunistic" pathogens

for rodents and potential contaminants.

Due to the limited resolution of 16S sequencing, we worked at the genus level for most taxa.
For Mycoplasma, species were identified. We retained the Amplicon Sequence Variants (ASVs)
corresponding to Mycoplasma (syn. Haemobartonella) haemomuris and coccoides on Blast
comparisons (Fig. S2), as they are known to be pathogens of small mammals and to replicate in

blood and spleen tissues.

Detection of antibodies anti-Orthohantaviruses and anti-Orthopoxviruses

We used immunofluorescence assays (IFA) to detect antibodies anti-Orthohantaviruses and
anti-Orthopoxviruses from heart blood samples. We applied the protocol established by Kallio-
Kokko et al. (2006). We used slides coated with Vero E6 cells infected with i) Puumala virus
(PUUV) or Dobrava virus for Orthohantaviruses and ii) cowpox virus for Orthopoxviruses (POXV)
detection. Fluorescent antibodies were added, emitting light upon binding to the anti-virus
antibodies (lgG), thereby revealing their presence under fluorescence microscopy, and

consequently, determining seropositivity.

Statistical analyses

All analyses described below were performed using R v4.2.2 (R Core Team, 2022).

Characterization of sites and small mammal communities

To account for environmental factors, we incorporated biogeographical scores based on
climate data, coordinates, and land use information for each sampling location. Additionally,
we used anthropization scores to assess the combined impact of fragmentation, land use
associated with anthropization, and exploitation level. These scores were obtained through
Principal Component Analysis (PCA) using the FactoMineR package (Lé et al., 2008)
(Supplementary method, Fig.S1).
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Small mammal diversity was described using species richness and Shannon index, which were
generated with the vegan package (Oksanen et al.,, 2020) for each site and period. The
composition of small mammal communities was assessed using a Bray-Curtis dissimilarity
matrix subsequently ordered through Principal Coordinate Analysis (PCoA). The score
representing the greatest variance on the first axis for each site and period was retained to
provide an index of small mammal community composition. Due to the significant Pearson
correlation between the various metrics, we will present only the Shannon index (Sup. Table

1,3 and 4, Fig.S3).

In further statistical analyses, host species with fewer than 10 individuals were excluded from
our dataset. We specifically focused on pathogens that were present in all study sites, allowing
us to analyze their relationship with biodiversity (Fig. S4). Pathogens were characterized based
on their mode of transmission (Han et al., 2021) and host specificity (number of host species

infected).

Relationships between pathogens’ prevalence and small mammal biodiversity

We tested whether the relationship between pathogen prevalence and small mammal
community biodiversity varied across the different pathogens selected. First, we evaluated the
association between the distribution (presence/absence) of each pathogen and small mammal
biodiversity metrics (Shannon index, species richness, and host species composition scores)
using generalized linear models (GLMs) with a binomial distribution and a logit function.
Individual characteristics (functional group and sex) and environmental variables (period and
environmental scores for each site) were included in the models. Model selection was
performed considering all possible combinations using the dredge function from the MuMin
package. Best model(s) were selected on the basis of the Akaike information criterion corrected
for small sample size (AICc) (Johnson & Omland, 2004) and parsimony for models with SAICc <
2. To address multicollinearity, we checked the variance inflation factor (VIF). We assessed the
goodness-of-fit of each model by analysing the deviation and dispersion of model residuals

from normality using the DHARMa package (Hartig, 2022).
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Relationships between the abundance of competent hosts and small mammal biodiversity

We first assessed host species’ competence for each pathogen. We used the average relative
prevalence of infected host species across each sampling site and period as a proxy of the level
of host species’ competence for a given pathogen. We applied an optimized generalized linear
mixed model (GLMM) with pathogens presence/absence as the response variable, pathogen
taxa, host species, environmental scores, sampling period and individual factors (functional
group and sex) as fixed effects, and individual identity as a random effect. We examined the
interaction between pathogen taxa and host species to detect variations in host species’
competence for different pathogen taxa. In addition, we conducted post-hoc tests to decipher

pairs of host species having different levels of competence for a given pathogen.

Additionally, we computed the mean relative prevalence of infected host species across
different sites, sampling periods, and pathogens. We identified the most competent hosts

based on a threshold of 10% for the specific pathogen's average relative prevalence.

Secondly, we examined the relationships between the abundance of the most competent hosts
and host biodiversity. To do this, we assessed the relationship between the sum of the relative
abundance weighted for each host considered as the most competent for a given pathogen,
based on the Shannon index. We developed a separate model for each pathogen using

Gaussian-distributed generalized linear models (GLM).

Influence of the environment on the pathogen/small mammal biodiversity relationships

We employed a confirmatory path analysis using the PiecewiseSEM package (Lefcheck, 2016)
to explore the interactions between the environment (gradient of forest anthropization), host
community biodiversity, and the presence/absence of pathogens. The structural equation
modelling (SEM) allowed us to examine the direct effects of the environment (as predictor
variables) on pathogens’ presence (response variable), as well as their indirect effects through
host biodiversity changes (responses variables: Shannon diversity or relative abundance of
most competent hosts), which in turn (biodiversity variables as predictor variables) influenced
pathogens’ presence (response variable) (Fig.1). The path analysis involved fitting three
generalized linear models (GLMs) with different response distributions (binomial for

presence/absence of pathogens, Gaussian for biodiversity metrics). To enhance the
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performance of the SEM, we conducted individual tests for each path toidentify the best-fitting
GLMs. These optimal models were then integrated into the global SEM. The fit of this global

SEM was assessed using Fisher's C-test (p > 0.05).

Anthropization Biogeography Periods
£ )
Indirect effects Indirect effects
on pathogen on pathogen
presence presence
Path 1 Path 2
— Competent hosts

Shannon — 1 >
abundance

Direct effects

on pathogen
Path 3 presence

v

Pathogen
presence

Fig.1."Path Figure," in which each arrow and color correspond to a path: blue signifies the direct effect
on pathogen presence. For the indirect effect on pathogen presence, yellow represents the impact on
the abundance of the most competent host, and green indicates the effect on the Shannon index.

D. Results
The sites exhibited variations based on their biogeography, encompassing geographic and

climatic differences. Additionally, they varied along an anthropization gradient as anticipated

(Fig. S1).

Across five periods and six sites, we sampled a total of 23 small mammal communities,
comprising 16 species from different taxonomic groups (Fig.S5). Among these, 11 species
belonged tothe order Rodentia with Glis glis, Sciurus vulgaris, Rattus norvegicus, Mus musculus,
Apodemus sylvaticus, and Apodemus flavicollis, Clethrionomys (syn. Myodes) glareolus,
Microtus arvalis, Microtus subterraneus, and Microtus agrestis. Additionally, six insectivore
species were identified, Sorex araneus, Sorex coronatus, Neomys fodiens, Crocidura russula,
and Crocidura leucodon, and Erinaceus europaeus. Species composition differed based on
anthropization level, while richness, abundance species, and diversity varied along the

anthropization gradient and across sampling periods (Fig.S6and S7).

We detected fourteen pathogenic bacteria and two viruses. Their distribution varied across
sites, with only seven of them present at all sites (Fig. S4). These included three strains of

Mycoplasma haemomuris (noted Mhael, Mhae2, Mhae3), one strain of Mycoplasma coccoides
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(Mcoc), pathogenic species of the genus Leptospirosa (Lept) and Bartonella (Bart) and an
orthopoxvirus (POXV). Leptospira and POXV are directly transmitted pathogens, while the

others are vector-transmitted.

Contrasted relationships between pathogens presence and small mammal biodiversity
We observed different relationships between pathogen presence and small mammal

biodiversity, depending on the pathogen considered.

[ Dilution effect Null effect Amplification effect |
POXV
0.6
Mhae? Bart Pathogens
0.4+ — Lept Direct transmission

- Mcoc

= Mhaet

— Mhaez Vector-borne
024 Mhae3 transmission

Mcoc = Mhae3
== Bart
Lept

-_— Mael

Pathogens prevalence

0.0

0.0 0.5

5 15 0.0 0.5 1.0 1.5 0.0 0 1.0
Shannon index

Shannon index Shannon index

Fig.2.Relationship between pathogen prevalence and host diversity (Shannon index) for each pathogen,
with colors indicating different pathogens.

We observed a negative correlation between the presence of anti-POXV antibodies (Wald test,
Shannon: B =-2.87, zvalue = 6.59, p-value =< 2e-16) as well as M. haemomuris strain 2 (Wald
test, Shannon: B =-1.24 , zvalue =-3.53, p-value = 4.00e-04) and small mammal diversity (Fig.2,
Sup.Table2).

Conversely, a positive relationship was found between the presence of M. haemomuris strain
1 (Wald test, Shannon, B = 2.20, zvalue = 4.45, p-value = 8.47e-06) and small mammal
biodiversity (Fig.2, Sup. Table2). Despite Figure 2 displaying an almost null slope, when
considering the confounding variables, we identified a significant positive trend for M.

coccoides (Wald, Shannon test: = 1.29, z-value= 2.91, p-value =3.00 e-03).

Lastly, the relationships between the presence of M. haemomuris strain 3 (Wald test, Shannon:
B =-0.14, zvalue = 0.35, p-value = 0.72), Bartonella (Wald test, Shannon: = 0.40, zvalue = 1.46,
p-value = 0.14) or Leptospira (Wald test, Shannon: $ =-0.79, zvalue = -1.63, p-value = 0.10),and

small mammal diversity were not significant (Fig.2).
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Variation in relationships between abundance of competent hosts and biodiversity
The prevalence of a specific pathogen varied among different small mammal species (Chi-
square of Wald Test, p-value=< 2.2e-16, Fig. 3). We identified the most competent hosts for

each pathogen as those having an mean relative prevalence exceeding 10% (Fig.3, Fig.S8).

Bartonella infected all species with high prevalence and low variance of competence between
each host. Based on mean relative prevalence, we considered five species as the most
competent (Fig.3): G. glis, M. arvalis, A. sylvaticus, A. flavicollis and C. glareolus. However, its

prevalence was significantly lower in R. norvegicus and M. musculus (prevalence <5%).

Although POXV could infect all species, except for the Crocidura and Glis genera (Fig. 3), it
demonstrated a distinct preference for infecting C. glareolus compared to other species,
creating high variance in competence between each species, which exhibited a much higher

prevalence (38.78%, other <5%), thus creating a large variance in host competence (Fig.S8).

Leptospira, on the other hand, showed a low difference in hosts’ competence, with preference
for R. norvegicus as its primary host, with a mean relative prevalence of 36%. However, it was
also presentin other species, including C. russula, A. flavicollis, and A. sylvaticus. Leptospira had
the potential toinfect all species except G. glis and C. leucodon, with relatively low prevalence

rates observed in each host species (Fig. 3).
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Fig 3. Heatmap of pathogen prevalence among different host species of small mammals (represented
by vertical bars indicating the families of these species). The color shades ranging from light blue to dark
purple indicate prevalence values. The vertical bar chart represents the number of pathogens per host
species of small mammals. The inverted horizontal bar chart indicates the number of host species where
the pathogen is present. Light shades represent pathogens with direct transmission, while dark shades
indicate pathogens with vector-dependent transmission. The symbols represent a virus or a bacterium
and indicate the top 10% most competent hosts based on average relative prevalence.

The distribution of Mycoplasma strains varied among small mammal species, with moderate
variance in hosts’ competence (Fig.S8).Mhael was mainly detectedin R. norvegicus (prevalence
13.79%), but it was also found in A. flavicollis, A. sylvaticus, M. arvalis, but not in C. glareolus,
C. leucodon and M. musculus. For Mhae2, its preferred host was C. glareolus, with a mean
relative prevalence of 31%. However, it was also detected in R. norvegicus, G. glis, M.arvalis
and A. flavicollis. Mhae2 did not infect C. leucodon and M. musculus. The strain Mhae3 had a
clear preference for M. arvalis, with a prevalence of 63.15%, followed by A. flavicollis and A.
sylvaticus. Additionnaly, this pathogen had the potential to infect M. musculus, but the
prevalence was low (1.23%).

Lastly, Mcoc showed a wide distribution among three preferred host species and did not infect

other species: A. flavicollis, R. norvegicus and A. sylvaticus.
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Most competence -weighted host abundance

The relative abundance of the most competent hosts varied with small mammal diversity for
all pathogens (Fig. 4A, Sup. Table 8). A decrease in the most competent hosts’ abundance
(weighted) with increasing Shannon community diversity was observed for POXV (B = -0.45,
tvalue = -6.14, p-value = 4.29e-06) and Mhae2 (B = -0.17, tvalue = -5.80, p-value = 9.22e-06).
For Bartonella, the slope was negative, although the effect size was small (B =-0.04, tvalue = -
3.58, p-value =0.001). Thisimplies that the abundance of the most competent hosts decreased,

but it remained higher than that of less competent hosts (Fig.S9; Sup. Table 8).

An increase in the most competent hosts’ abundance with increasing Shannon community
diversity was observed for all other pathogens (Mhael, Mcoc, Mhae3, Lept) (Fig.4A; Sup. Table
8).

Lastly, we found that the slope of the regression between the competence-weighted relative
hosts abundance and small mammal biodiversity was positively correlated with the slope of the
regression between prevalence and biodiversity (Fig. 4B). Only Leptospira appeared to have a
higher estimate than expected for the competence-weighted relative abundance of hosts (Fig.

4B).
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Fig. 4 A. Most weighted abundance of the most competent host plotted against the Shannon index. B.
Relationship between the estimated slope of the regression between pathogens prevalence and
Shannon index and the estimated slope of the regression between most competence-weighted host
abundance and the Shannon index on the other side. Pathogens are color-coded. Data points represent
estimates obtained using Generalized Linear Models (GLMs), while error bars show confidence intervals
derived from the same models. A background in orange indicates a dilution effect, while a blue
background indicates an amplification effect, with white indicating zero effect.
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Influence of environment on pathogen presence and small mammal biodiversity

Best structural equation models (SEM) were performed for each pathogen (Fig.5).

The best SEM obtained for POXV (Fischer’s C = 0.35, p-value = 0.84, R?presence = 0.21) and
Mhae2 (Fischer’s C = 5.87, p-value = 0.44, R%presence = 0.06) showed that a decrease in
biodiversity led to an increase in pathogen presence (POXV: Std. Estimate = -0.15, p-value =
1.00e-03, Mhea2: Std. Estimate = -0.17, p-value <1.00e-03), as expected under the dilution
effect. This decrease in biodiversity was associated with a higher relative abundance of the
most competent hosts (POXV: Std. Estimate = - 1.16, p-value < 1.00e-03, Mhea?2: Std. Estimate
= -1.10, p-value < 1.00e-03). These models also revealed that anthropization and other
environmental factors had a significant influence on the presence of pathogens through either
direct or indirect interactions via their impact on the abundance of the most competent hosts

(Sup. Table 9).
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The best models provided a good fit for explaining the presence of Mheal (Fischer’s C=13.17,
p-value=0.106, R?=0.07) and Mcoc (Fischer’s C= 4.43, p-value=0.35, R?=0.02). In all cases, we
did not observe a direct effect of diversity on pathogen presence (Sup. Table 9), but an indirect
effect through the abundance of most competent hosts. This abundance was positively
correlated with biodiversity (Mheal: Std. Estimate = 0.08, p-value < 1.10-3, Mcoc: Std. Estimate
=0.13, p-value =< 1.10-3) and pathogen presence (Mheal: Std. Estimate = 0.29, p-value < 1.10-

3, Mcoc: Std. Estimate = 0.19, p-value = < 1.10-3) (Sup. Table 9). Other environmental factors
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could also influence pathogen presence through the abundance of competent hosts or diversity

but not directly (Sup. Table 9).

For Bartonella, the best SEM (Fisher's C = 7.29, p-value = 0.70, R?presence=0.02) revealed that
biodiversity positively influenced the presence of this bacteria (Std. Estimate = 0.15, p-value =
< e-03), but the abundance of the most competent hosts was negatively correlated with
biodiversity and anthropization (Sup. Table9). Other environmental factors could also influence
Bartonella’s presence, but only indirectly through their impact on the abundance of the most

competent hosts or on biodiversity (Sup. Table 9).

For Mhea3, the best SEM (Fisher's C = 3.84, p-value = 0.43, R?presence=0.03) showed that
biodiversity had a negative influence on pathogen presence and was positively correlated with
the abundance of the most competent hosts (Std. Estimate =- 0.21, p-value = < e-03).
Anthropization negatively influenced Mhea3 presence, and other environmental factors had

both direct and indirect positive effects on this pathogen (Sup. Table 9).

The best SEM for Leptospira (Fischer’s C= 1.33, p-value= 0.514, R*presence=0.11) showed that
the presence of this pathogen was directly influenced by the sampling period and
environmental effects, but not by small mammal biodiversity or abundance of the most

competent hosts (Sup. Table 9).

E. Discussion

Differential pathogen responses to prevalence-biodiversity relationships

This study explores the various relationships between biodiversity and pathogen prevalence
within a multi-host community, all within the framework of a single empirical study, thus
freeing us from study bias. These relationships show various trends: negative effects, such as
those observed for Orthopoxvirus and Mycoplamsa haemomuris strain 2, indicating a dilution
effect; positive effects, particularly for Mycoplasma coccoides and Mycoplasma haemomuris
strain 1, suggesting an amplification effect; or non-significant results for Mycoplasma
haemomuris strain 3, Leptospira and Bartonella, suggesting a weak influence of biodiversity,

opposing effects acting at the same time, or no impact on pathogens.

These various results suggest that biodiversity can have a variable impact on different
pathogens, either promoting or reducing their prevalence. This duality has already been

observed in studies showing contradictory effects of diversity on different host-pathogen
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systems (Luis et al., 2018a; Wood et al., 2014). In addition, studies also focusing on several
pathogens in the same ecosystem also demonstrated opposing effects between pathogens in

avian systems (Ferraguti et al., 2021), and rodent system (Kedem et al., 2014) .

Not surprisingly, the biodiversity-pathogen relationship differs betweenthe pathogens studied,
not only because of their unigue relationship with their hosts. All pathogens differed in terms
of their most competent hosts. Although we did not test the influence of ecological
characteristics of pathogens and hosts on host competence, we found no differences in
competence between pathogen types, neither their mode of transmission, or host specificity

(Fig. 3).

Moreover, we also observed different relationships among pathogens of the same species,
particularly among Mhae strains. However, it is important to note that our detection of
Bartonella and Leptospirosis pathogens was done at a low taxonomic resolution, at the genus
level. A previous study carried out on our Lyon samples revealed the presence of several
Leptospirosis species/strains within the same community. Similarly, for Bartonella, a study
showed that several species/strains can co-infect a host. These results may introduce some
ambiguity and explain the lack of statistical significance in the biodiversity-prevalence
relationship. In future, it will be essential to compare pathogens at the finest possible

taxonomic level.

The relationship between abundance of most competent hosts and biodiversity as a driver of
the dilution/amplification effect

Although not extensively tested due to the limited number of pathogens, the wide variation in
competence between multi-host species appears to be the source of non-neutral effects. This
variation is a necessary condition for non-competent hosts to influence transmission within
competent hosts via their reduction in abundance or via their reduction in contacts (Felicia

Keesing & Ostfeld, 2021b).

Several studies suggest that pathogens tend to target the same host types (Becker et al., 2020),
particularly the most abundant species in low-diversity environments (Gibb et al., 2020;
Johnson et al., 2020). In addition, the most competent host species generally exhibit greater
abundance and resistance to disturbance (Rohr et al., 2020). However, in this case, the most

competent host species were not the same depending on the pathogen, and therefore not
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always the most abundant. However, the correlation between competence-weighted host
abundance and small mammal biodiversity proved to be a robust predictor of the prevalence-
diversity relationship (Fig. 4B). The higher the correlation, the more pronounced the effect of

diversity on prevalence.

On one hand, when the abundance of the most competent hosts was negatively correlated
with diversity, we observed a negative correlation between diversity and pathogen prevalence.
This dilution effect was observed for both POXV and Mhae2. This observation has been made
in many other empirical studies and suggests that diversity reduces the abundance of
competent hosts (e.g. Khalil et al.,, 2014; Yates et al., 2002). Furthermore, the relative
abundance of competent hosts had an indirect effect on pathogen prevalence by increasing
diversity. This suggests that diversity, in and of itself, influences pathogen prevalence, implying

that biodiversity could also reduce pathogen transmission, as described by Keesing et al. (2010).

In contrast, when there was a positive correlation between the abundance of the most
competent hosts and diversity, the correlation between diversity and prevalence had different
outcomes. For some pathogens (Mhae3, Lept, Bart), the correlation was non-significant, or it
showed a small effect size. However, for Mhael and Mcoc, the correlation was positive,
explaining amplification effects. The strength of the correlation between the abundance of
competent hosts and diversity influenced the magnitude of the effect of diversity on
prevalence. In the case of Mheal and Mcoc, diversity indirectly influenced pathogen presence
by increasing the abundance of the most competent hosts. Consequently, community-level
prevalence was primarily explained by the abundance of these competent hosts. This suggests
that diversity may not primarily act by reducing contact frequency, or that such reduction is not
substantial compared to the abundance of competent hosts. However, high biodiversity was
associated with higher anthropogenic pressures (sup fig). These pressures can influence
communities in a way that favors more additive assemblages (Ofori et al., 2018a), mainly due
to reduced competition for resources. Thus, even if host abundance is reduced by diversity,

hosts are additive, inevitably increasing zoonotic danger.

Several mechanisms can thus operate together within the same community, on one hand, so
that diversity promotes competent hosts for one pathogen at the expense of competent hosts
for another pathogen. However, several competitive mechanisms could also be at play, leading

to a situation where diversity could both dilute and amplify the same pathological system
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(Keesing & Ostfeld, 2021; Luis et al., 2018), especially if multiple strains/species are present in
the same community. For example, diversity showed signs of reducing the prevalence of
Mhea3, suggesting a reduction in contact, while the abundance of the most competent Mhae3
hosts increased with diversity. Conversely, diversity may limit the abundance of competent
Bartonella hosts, but not enough to make competent hosts outnumber non-competent ones,
thus promoting more contact in areas with numerous Bartonella hosts in highly diverse
environments. Finally, the environment could directly influence the presence of pathogens,

explaining a null relationship between biodiversity and pathogenicity.

Biodiversity-prevalence relationships depend on environmental context
Bioidversity-prevalence relationships can be context-dependant in the way that the
environment influences pathogens or host communities and their competence (Halliday et al.,

2021).

Our research emphasizes how the environment affects the presence of pathogens by
influencing species diversity and composition within various host communities. Simultaneously,
the environment directly influences the presence of these pathogens, with each one
responding uniquely. For instance, only environmental factors explained the prevalence of
Leptospira. These intricate interactions among the environment, host biodiversity, and
environment-pathogen interactions are frequently discussed in scientific literature,
highlighting their critical importance and distinctive dynamics. This holistic approach is gaining
momentum, as seen in the detailed studies on parasite presence by Halliday et al. (2021) and
Schwensow et al. (2022). Nonetheless, our investigations reveal that the direct and indirect
effects vary depending on the specific pathogen under consideration. Thus, we advocate for

targeted studies examining these effects on the distribution of each individual pathogen.

In addition, our study demonstrated that environmental factors can differently influence the
abundance of competent hosts, depending on the studied pathogens. These findings align with
the study by Halliday et al. (2021), which highlights the environmental influence on host
functional traits and community competence. Furthermore, Schwensow et al. (2022) showed
that the environment can have indirect effects on parasite presence or diversity, acting through

the host's genetics and microbiota.
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For future research, it would be prudent to delve into studying the environmental impact on
the functional traits of hosts and pathogens, as well as their genetics and microbial interactions,
whether pathogenic or commensal. Additionally, it would be opportune to expand the analysis
to consider other abiotic and biotic factors, such as the presence of vectors. This inclusion is
particularly significant for pathogens whose transmission mode depends on these vectors, an
aspect that has often been recognized as playing a substantial role in their spread. A systematic
investigation of these factors would provide a better understanding of the specific contexts
related to host-pathogen interactions, notably explaining pathogen presence and the

composition and diversity of host communities.

The importance of considering the relative abundance of competent hosts in dynamic contexts
forimproved zoonotic hazard prevention, beyond diversity alone.

Experiments have shown that when communities naturally disassemble, biodiversity
significantly reduces diseases, further supporting this hypothesis (Johnson et al., 2019; Liu et
al.,, 2018). Even if an increase in non-competent hosts for a pathogen can prevent the increase
of another competent host for the same pathogen, this non-competent host may be competent
for other pathogens. Thus, maintaining balance can reduce the disproportionate increase in

host abundance, keeping prevalence levels low for all pathogens.

This implies that a major imbalance within a community can lead either to a dilution effect, with
a decrease in diversity and an increase in pathogen prevalence, or to an amplification effect,

with a simultaneous increase in host abundance, diversity and pathogen prevalence.

We draw attention to environments where the abundance of hosts is disproportionately
skewed within a community, creating an "ecological vortex" that can lead to an escalating
amplification of amplification effects or an increased reduction of dilution effects. It has often
been noted that human activities can disrupt host communities, fostering imbalances that
increase the likelihood of dilution effects (Halliday et al., 2020; Ostfeld & Keesing, 2017).
Similarly, when competent hosts become highly abundant, especially during natural
interannual or seasonal cycles, this can result in a significant increase in pathogen prevalence
(Tian & Stenseth, 2019). We also caution against the use of certain management techniques,
such as species elimination, as this can diminish diversity and promote imbalances in
communities by favoring species competent for other pathogens. We instead recommend

approaches that maintain host abundance at stable levels. A thorough understanding of the
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environmental system, host communities, and all residing pathogens, along with their

interactions, is crucial before implementing management strategies (Hopkins et al., 2020).
Conclusion

It is crucial to acknowledge the diverse relationships between biodiversity and pathogens that
coexist within the same system. Given the direct and indirect environmental influences on
these interactions, a deeper understanding of these factors is imperative to effectively prevent
the disproportionate increase in host abundance. This phenomenon, especially when
competent hosts predominate over less competent ones, can disrupt communities and
heighten the potential risks of dilution or amplification effects. As anthropogenic pressures
escalate and community disassemblies become more frequent, we issue a warning about the

looming rise in zoonotic risk in the coming years.
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lll. Etude théorique
Cette étude correspond a un projet Equipe Recherche Junior [ERJ, bourse de financement du
Labex CEMEB obtenue par M. Bouilloud] dont I'objectif était d’'intégrer un projet de stage de
M2 complémentaire du projet de these. Le rapport de stage de Master 2 d’Antoine Canet - co-
encadré par Marie Bouilloud, Benjamin Roche et Nathalie Charbonnel, est en annexe drive

(https://drive.google.com/file/d/1wUiy48GWeQU-

gnN2YAtpkdiiwufGQgln/view?usp=drive link ).

Contributions de la modélisation épidémiologique a I'étude de la gestion des rongeurs avec des

avantages réciproques pour la santé publique et la biodiversité

Marie Bouilloud®, Antoine Canet!, Nathalie Charbonnel et Benjamin Roche, article en

préparation. (! premiers co-auteurs)

A. Contexte
Le contréle des populations de rongeurs est impératif pour limiter les risques pour la santé
humaine et les dommages matériels que ces animaux peuvent causer (Byers etal., 2019). Ainsi,
la gestion des populations de rats en ville implique des campagnes de dératisation réguliéres,
en utilisant des rodenticides tels que les anticoagulants ou des méthodes de piégeages ciblés
(Witmer, 2019). L'impact de ces opérations est évalué en terme d’effectifs des populations de
rats, mais rarement en terme de changement du risque zoonotique. Or il est envisageable que
ces stratégies aient des conséguences non désirées sur la circulation d’agents zoonotiques,
notamment car elles perturbent la biodiversité et la composition des communautés animales
(par exemple via leur potentiel impact sur des espéces non ciblées ; Bolzoni & De Leo, 2013;
Donnelly et al., 2005; Donnelly & Woodroffe, 2012; Miguel et al., 2020; Witmer, 2019). De plus,
la réduction des populations de rats peut entrainer des conséquences inattendues en
favorisant l'augmentation de la transmission des pathogenes (Lee et al., 2018). Ces opérations
de dératisation pourraient ainsi affecter les processus de régulation naturels du danger
zoonotique, tels que ceux correspondant a l'effet dilution, et/ou accentuer les effets

d’amplification de ce danger.

Dans le parc de la Téte d'Or a Lyon (FRPLTO, chapitre 1), nous avons relevé une prévalence
significative (17,2%) de I'Orthohantavirus SEQOV chez les rats (Alburkat et al., 2023, soumis).

Cette situation est inquiétante pour plusieurs raisons. D'une part, ce virus peut étre transmis
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aux humains par contact avec les animaux ou par exposition aux déjections d’animaux infectés,
et il peut causer une maladie potentiellement grave, le syndrome fébrile hémorragique avec
insuffisance rénale (HFRS) (Clement et al., 2019). D'autre part, la forte densité de population
de rats en milieu urbain implique des interactions fréquentes entre les rats et les humains, en
particulier dans des endroits tres fréquentés et riches en ressources alimentaires comme le

parc de La Téte d’Or, qui comprend des restaurants et des aires de jeux.

De nombreuses études empiriques ont montré un effet dilution dans les systéemes rongeurs-
Orthohantavirus (exemple Clay et al., 2009; Khalil etal., 2014, 2016; Tersago et al., 2008, Arnal
et al, en cours de révision), c’est-a-dire une diminution de la prévalence du virus avec
I'augmentation de la biodiversité des petits mammiféres . De telles études sur SEOV sont
limitées en raison des difficultés associées a la capture des rats et autres espéces commensales,
ce qui rend complexe I'évaluation de la biodiversité de ces communautés (Parsons et al., 2015).
De plus, la contribution des mécanismes qui sous-tendent cette relation
prévalence/biodiversité pour les Orthohantavirus (encadré 1) n’a jamais été testée. Une telle
connaissance mécanistique pourrait permettre d’évaluer différentes stratégies de gestion des
populations/communautés de la faune sauvage, ou de leur territoire, afin de maintenir une
biodiversité permettant de limiter la circulation des pathogenes tels que SEQV (Hopkins et al.,
2021). Différentes approches de controle des populations existent, et pourraient étre mises en
ceuvre afin de réduire les risques zoonotiques (Hopkins et al., 2022; Miguel et al., 2020).
Plusieurs hypothéses ont été suggérées concernant les effets potentiels de ces stratégies de
gestion (Arnal et al.,, en cours de révision), a la fois sur la composition et la diversité des
communautés d'hétes ainsi que sur la transmission des pathogénes, mais n’ont jamais été
testées. Etant donné le risque potentiel inhérent a leur mise en ceuvre sur le terrain, I'utilisation
de modeles épidémiologiques pourrait constituer une alternative viable ou une étape
préliminaire pour évaluer le danger zoonotique de ces stratégies de gestion de la biodiversité
dans divers contextes (Arnal et al., en cours de révision). Il existe de nombreux modeles
épidémiologiques pouvant étre appliqués, parmi lesquels certains intégrent les assemblages
communautaires (Roche et al., 2012) qui refletent la propagation des pathogenes dans des
systemes multi-spécifiques. Cette approche a été peu explorée dans le cadre des études sur les

rongeurs et les Orthohantavirus et seulement dans des contextes trés théoriques.
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Encadré 1: Leshantavirus sont des virus a ARN qui peuvent provoquer des maladies infectieuses chez I'hnomme. llIs ont fourni
des modeles naturels, expérimentaux et théoriques intéressants pour étudier |'effet de dilution et comprendre les
meécanismes qui en sont responsables. Les hétes réservoirs des hantavirus sont principalement les rongeurs. lls sont
principalement asymptomatiques et spécifiques (W. P. Guo et al.,, 2013) . La transmission a I'homme se fait par morsure,
contact avec les fluides ou inhalation d'excréments contaminés (Padula et al., 2004). lls peuvent provoquer une fievre
hémorragique avec des symptdmes rénaux (HFRS), principalement en Asie et en Europe (Sanchez et al.,, 2001) ou des

symptdmes respiratoires et cardiovasculaires (HCPS), principalement en Amérique (Schmaljohn & Hjelle, 1997).

De nombreuses études de terrain ont montré une corrélation négative entre la diversité des petits mammiferes et la
prévalence des hantavirus, quel que soit le systeme hote-hantavirus considéré (Khalil et al.,, 2014). Par exemple, en Europe,
la prévalence du virus Puumala PUUV dans les populations de son héte réservoir spécifique, le campagnol roussatre Myodes
glareolus, est plus élevée dans les communautés pauvres de petits mammiféres, ce qui entraine un risque accru de
transmission a I'homme (Khalil et al., 2016; Ruedas et al., 2004; Voutilainen et al., 2015; Tersago et al., 2008). De méme, aux
Etats-Unis, une grande diversité d'espéces de petits mammiféres est associée & une prévalence plus faible du SNV dans les
populations de son hdéte naturel, la souris sylvestre Peromyscus maniculatus, ce qui entraine un risque plus faible de
transmission a I'homme (Dearing et al., 2015). Mais la comparaison de plusieurs sites ou études a montré qu'il existe une
certaine variabilité dans la détection de cet effet de dilution sur les hantavirus (ex. Boone et al., 1998; Calisher et al., 1999;
Luis et al., 2018).

Différents mécanismes semblent sous-tendre ['effet de dilution observé dans les systemes hantavirus-rongeurs. Un premier
mécanisme expliquant potentiellement ['effet de dilution, la "réduction des rencontres", propose que la diversité des petits
mammiferes diminue la prévalence des hantavirus en réduisant le taux de contact intraspécifique entre les individus hotes
réservoirs (Carver et al., 2011; F. Keesing et al., 2006; Khalil et al., 2014). Ce processus a été corroboré par une enquéte de
terrain menée par Clay et al. (2009). lls ont constaté que les interactions intraspécifiques entre les souris sylvestres et la
prévalence du SNV étaient plus faibles dans les écosystemes a forte diversité de rongeurs. Cependant, I'étude expérimentale
de Rubio et al. (2017) n'a pas confirmé ce résultat, car aucune différence n'a été détectée dans la fréquence des interactions
intraspécifiques entre les hétes du réservoir dans des communautés manipulées pour représenter différents niveaux de
richesse en espéces. Un deuxieme mécanisme, la "régulation sensible des hotes", propose qu'une plus grande diversité de
petits mammiferes entraine une diminution de la densité des hétes réservoirs et, par conséquent, de la prévalence des
hantavirus (Khalil et al., 2014; YATES et al., 2002). Les densités pourraient étre impactées par une augmentation des relations
trophiques, notamment la prédation et la compétition. Khalil etal. (2016) ont montré un tel effet de dilution sur le PUUV en
réponse a une diminution de la densité de ses hotes naturels due a la présence de deux especes de campagnols en
compétition et d'un prédateur. Certaines manipulations expérimentales de la biodiversité des petits mammiféres ont
confirmé ces résultats (ex. Suzan et al., 2009). Cependant, certaines études n'ont pas réussi a détecter cet effet dépendant
de la densité (par ex. Dizney and Ruedas 2009; Dearing et al. 2015). Par conséquent, |'effet de dilution dans les systémes
hantavirus-rongeurs et les processus qui sous-tendent les relations entre la diversité et le risque de maladie doivent encore
étre élucidés, en gardant a l'esprit que plusieurs mécanismes conduisant a des schémas opposés peuvent se produire

simultanément, dans le méme écosystéeme (Luis et al., 2018b).




Dans cette étude, nous proposons de développer une approche de modélisation
épidémiologique multi-spécifiqgue pour répondre a ces questions concernant l'influence de la
composition des communautés de petits mammiferes sur la circulation de SEOV dans un parc

urbain, afin de tester|'impact des stratégies de controle de la faune sur ce danger zoonotique.

Dans un premier temps, nous présentons le modele épidémiologique, adapté de Roche et al
(2012), pour décrire la circulation de SEQV au sein d'une communauté de petits mammiféres.
Nous avons utilisé des données empiriques (chapitre 1, révision Alburkat et al., 2023) et des

bases de données (Pantheria, Jones et al., 2009) pour paramétrer ce modele.

Dans un second temps, nous avons analysé la relation entre la prévalence de SEQV et la
biodiversité des petits mammiferes, en modifiant I'abondance relative des especes hotes
commensales. Enfin, nous avons analysé les effets de la dératisation sur la circulation du virus
SEQV, en nous placant dans différents contextes épidémiologiques favorables ou défavorables
aux especes commensales. Nous avons considéré diverses méthodes de dératisation, ciblées
ou non sur les rats, et plus ou moins intenses, et nous avons évalué si des solutions « gagnant-
gagnant » pour réduire la circulation de SEOV tout en préservant la biodiversité pouvaient étre
identifiées.
B. Matériels et méthodes
Modeéle épidémiologique multi-spécifique

Modeéle S| multi-espéces

Nous avons développé un modéle épidémiologique multi-espéces en nous basant sur nos
données empiriques (Chapitre 1) de communautés de petits mammiferes et de circulation de
I'Orthohantavirus Seoul (SEOV) dans un contexte urbain européen. Six especes de petits
mammiferes (Rattus norvegicus, Rattus rattus, Mus musculus, Apodemus sylvaticus, Crocidura
russula, Sciurus vulgaris) ont été intégrées dans le modéle. Nous avons également inclus R.
rattus car il est présent dans de nombreuses autres villes en Europe (Quéré & Louarn, 2011) et
est compétent pour le virus SEQV, bien qu'il ne soit pas présent dans le parc de la téte d’Or

(Murphy et al., 2019).

Nous avons utilisé un modele compartimenté de type Sl (Susceptible-Infecté) inspiré du modele
épidémiologique multi-hdte de Roche et al (Roche et al., 2012, 2013; Canard et Roche, en

préparation), dans lequel chaque espece correspond a un systeme d’équations (Fig.1):
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Fig. 1. Modele multi-especes Sl. S représente la classe des individus susceptibles et | la classe des
individus infectés. Chacune des m espéces posséde sa propre équation systéme avec une matrice de
contacts entre les espéeces de petits mammiféres.

a5,

o = bi' Nf — ?I.[_. 51_. Ia‘ — dI_.SE (1)
dl,

el ;'LI_.SI_. I[_ — di'f (2)

i

Chaque espece hote est identifiee par I'indice ivariant de 1 a m. L'abondance des especes
hotes, notée Ni, est composée d’individus susceptibles Si et d’individus infectés, noté [i. Les
individus naissent, avec un taux de naissance noté bi, sont directement considérés comme
sensibles. Les individus peuvent soit rester susceptibles et mourir avec un taux de déces di,soit
étre exposés a la transmission, et devenir infectieux avec un taux de transmission, Ai. Ces
individus infectés peuvent a leur tour infecter d’autres individus susceptibles avec le méme
taux de transmission ou mourir avec le méme taux de décés constant (pas de virulence a

I'infection).
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Parametres biologiques liés a la dynamique de la population

Taux de naissance biet taux de déces di

Afin de mieux refléter la dynamique des populations de petits mammiféres, en particulier leurs
cycles démographiques, nous avons intégré une croissance logistique propre a chague espéce
(Bacaér, 2011). La dynamique des populations dépendait d’un taux de naissance intrinseque a
I'espéce, noté Biqui était limité lorsque la population Nide I'espéce s’approchait d’'un maximum
d’abondance de 'espece, appelé capacité de charge Ki. Nous avons considéré un équilibre
démographique, afin que la taille de population moyenne reste constante comme cela est
généralement considéré dans la littérature, pour toutes les communautés de petits

mammiféeres, quel que soit le contexte épidémiologique ou la stratégie utilisése de sorte que bi

soit égal a di.
|“:-.
b:_ = Bi' (1 — ‘\.—
d: — mﬂ},{gi)_% Les taux de naissance et de déceés sont construits a partir de la valeur
! moyenne de Bj représentant le taux de naissance intrinséque de
l'espéce:

avec i allant de 1 a m, représentant I'espece de petit mammifere et Ki, la capacité de charge.

Le taux de naissance intrinseque de l'espéce, Bi dépendait des caractéristiques de I'espéce,
notamment du nombre de portées par an, de la taille de portée et de la durée de gestation.
Ces parametres ont été définis d’apres la base de données PanTHERIA (Jones et al., 2009). Nous
avons considéré deux périodes de reproduction entre lesquelles le taux de naissance

intrinseque de I'espéce pouvait varier (Poitevin & Quéré, 2021):

Une période de forte reproduction (printemps et été) représentant 80% du total des
naissances :

D.E,LSI
B =

i Festa .2
avec i allant de 1 a m, représentant l'espéce de petit mammifére.

Et une période de faible reproduction (automne, hiver) représentant 20% du total des

naissances :
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B = -
i 365
avec i allant de 1 a m, représentant |'espece de petit

mammifere.

Le nombre de cycle reproductif saisonnier a été déterminé a I'aide du nombre de portée par
année : LPY (Litter per year). L'intensité de ces périodes de reproduction est quantifiée en
reliant deux parametres essentiels : la taille de portée: LS (Litter Size) et a la durée de gestation

(Gesta).

Nous avons considéré un ratio équilibré males/femelles. Par conséquent, nous avons réduit de

moitié le taux de naissance fixe.
Parameétres liés a la dynamique de l'infection :

Taux de transmission

Le taux de transmission spécifique a chaque espece est influencé par la matrice de contacts Cij, qui
résulte des interactions entre les individus de l'espéce i et des autres especes, la susceptibilité de chaque
individu (tj) et le rapport entre le nombre d'individus infectés et le nombre total d'individus dans la
communauté (transmission dite fréquence-dépendante).

\ E 1(t)
® =xC -1
TS NGO

Les indices iet jvont de 1 a m, et correspondent aux especes
de petits mammiferes. Ci,j, le taux de contact entre les espéces i et j. lj(t) correspond au nombre
d’infectés de I'espece j.Ntot(t) est I'abondance totale et jla compétence.

Abondance totale de chaque espéce

Ntot(t) représente I'abondance totale des espéces de petits mammiferes et dépend du temps.
'abondance initiale arbitraire de chaque espéce est de 20, inspirée des données empiriques,
mais non précise en raison des limites de piégeages et de mesure de taux de succes de

piégeage, proxy de I'abondance relative et non absolue (chapitrel).

Matrice de contact C

La matrice de contact C est inspirée de la matrice de contacts symétriques définie dans Roche
et al.(2012). Dans notre contexte, les coefficients ont été établis sur la base de la littérature

(Poitevin & Quéré, 2021), selon les probabilités de partage d’habitats (arboricoles, prairies,
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foréts, immeubles) et/ou de contact (compétition, combats) entre especes. Les coefficients des
contacts intra-spécifiques ont été fixés a 1 pour toutes les especes indiquant des contacts
importants, ce qui équivaut a un fort taux de contact. Les coefficients inter-spécifiques sont
considérés comme faibles avec une valeur de 0.001, modérés avec une valeur de 0.01 ou

relativement élevés avec une valeur de 0.1.

Susceptibilité

T représente le taux de susceptibilité a SEOQV, que I'on définit comme la probabilité pour un
individu d’étre infecté par le virus et de le transmettre. Dans le modéle, seul le rat noir (Rattus
rattus) et le rat brun (Rattus norvegicus) sont susceptibles au virus Seoul. Les taux de
susceptibilité ne sont pas connus. En revanche les prévalences maximales de SEOV décrites
dans la littérature oscillent entre 30 et 40% (15% de prévalence moyenne dans nos données
empiriques, chapitre 1). Nous avons choisi le taux de susceptibilité a SEOV permettant d’étre
cohérent avec ces valeurs de prévalence maximale. R. rattus étant supposé étre légerement
moins susceptible a SEOV que R. norvegicus, nous lui avons attribué une valeur de 80% de la

valeur de la susceptibilité de R. norvegicus.
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Tableau 1. Description des parameétres du modele épidémiologique

Valeurs par espéce
Parametres Descriptions Unités R. M. 5 A. Source
; R. rattus C. rossula | S. vulgaris 3
norvegicus musculu's syvaticus
Parametres liés a la dynamique des populations
Nombre de pi Litt bre d rté
LPY L1212 U (L7 (I | Dreli=[i2 .6 [Pelif= 35 3.75 45 40 20 375  |PanTHERIA
Per Year) par an
LS Taille de chaque portée nombre d.e‘petlts 2.99 5.88 5.54 4.0 450 5.16 PanTHERIA
mammiféres
(Litter Size)
Gesta Temps de gestation jour 22.0 23.0 20.0 29.0 38.0 24.0 PanTHERIA
nombre de petits
K Seuil de population maximum R \p 100 empirique
mammiféres
Ntot Abondan‘ce- t‘otale (valeur nombre dAe\pet|ts 120 (20 * Nombre d'espéces) empirique
initiale) mammiferes
Les parametres liés a la dynamique de l'infection
. 1 contacts intraspécifiques; [0,001 a 0,1] contacts interspécifiques, variant| .,
(0] Matrice de contact / " Littérature
selon probabilité de contacts
0.104 (80%
T Compétence / 0.13 de 0.(13) ? 0 Littérature
Paramétres de dératisation
jour-1
dpower Puissance de dératisation [0-0.16] 0
Cette
étude
dpower Puissance de dératisation jour-1
lorsqu’elle est appliquée a [0-0.16]
toutes les espéces
(toutes les
espéces)
dtime Jour du début de la jour [1,91,181,271] Cette
dératisation étude
dduration Durée de la .dératisation (en jour 30 ?ette
jour) étude
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Plan de simulation

Contexte épidémiologique

Sur la base de la littérature (Poitevin & Quéré, 2021), nous avons considéré deux types
d’espéces de petits mammiferes, les especes commensales (Mus musculus, Rattus norvegicus
et Rattus rattus) et les especes sauvages (Apodemus sylvaticus, Crocidura russula, Sciurus
vulgaris). Nous avons défini trois contextes épidémiologiques urbains selon |'abondance

relative de ces catégories de petits mammiféeres.

Contexte 1 : L'abondance relative des espece commensales et sauvages est équivalente en

raison d’une concurrence pour les ressources alimentaires (Samaniego et al., 2020) (ratio = 1)

Contexte 2 - Les especes commensales sont favorisées au détriment des especes sauvages
(ratio>1). Ce scénario est trés probable dans la mesure ou les especes commensales ont un
taux de reproduction important et des traits écologiques favorisant leur adaptation aux

environnements urbains (Santini et al., 2019).

Contexte 3- Les especes sauvages sont favorisées au profit des especes commensales, en raison
de conditions climatiques relativement stables, de la présence de batiments servant d'habitats,
de I'absence de prédateurs et d'une abondante alimentation qui n'impose que peu ou pas de

limites a leur abondance (Ofori et al., 2018b) (ratio<1).

Pour modéliser ces trois contextes épidémiologiques, nous avons fait varier 'abondance initiale

et la limite d’abondance maximale K (capacité de charge) des différentes especes.
Stratégie de dératisation

Nous avons analysé I'impact de la dératisation sur la circulation de SEOV dans les différents
contextes épidémiologiques favorisant ou défavorisant les especes commensales présentées

ci-dessus.

Deux types de stratégie de dératisation ont été appliqués, 'une ciblée sur les rats (piégeage),
et I'autre non ciblée impactant toutes les espéces de petits mammiferes présentes dans la

communauté (méthodes chimiques).

Pour modéliser la dératisation, nous avons modifié le taux de mortalité des différentes espéces

sur une période de 30 jours, en choisissant d’appliquer la dératisation avant la période de
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reproduction, a I'automne. Nous avons également fait varier |'efficacité de dératisation, en

modélisant des augmentations du taux de mortalité plus ou moins forte.

Note : en annexe, nous présentons également les résultats de l'influence de la période d’application de
la dératisation (avant, pendant ou aprés la période principale de reproduction), dans un contexte
épidémiologique d’abondance relative équilibrée (ratio=1).

Analyses des résultats de simulation

Pour chacune de ces simulations, nous avons analysé la relation entre la prévalence de SEOV

et la biodiversité de la communauté de petits mammiferes.

Nous avons évalué des métriques de biodiversité de la communauté et d’infection sur une
période de dix ans a partir de la 30°™ année, année minimum pour atteindre I'équilibre
démographique des populations. Nous avons utilisé la métrique de Shannon pour quantifier la
biodiversité de la communauté et nous avons utilisé soit la prévalence des infectés au moment
Oéme

des pics d’infection chaque année, soit le nombre total d'infectés en une année (la 3 année,

équilibre) pour décrire la circulation de SEOV.
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C. Résultats

Impact de la biodiversité des petits mammiferes sur la prévalence de SEOV

Nous avons évalué la prévalence de SEQV dans les différents contextes épidémiologiques basés
sur différents ratios d’abondance des especes commensales vs sauvages et nous avons analysé
la relation entre prévalence et diversité de la communauté de petits mammiferes dans chacun
de ces contextes. Les résultats montrent une relation négative entre la prévalence de SEQOV et
la biodiversité lorsque I'abondance relative des espéces commensales diminue, reflétant un
effet dilution (Fig.2). Lorsque l'abondance des especes non commensales excede celle des

especes commensales (ratio = 0,5), l'infection s'annule.
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Fig. 2. La prevalence du virus SEOV varie en fonction de I'indice de Shannon et de I'abondance relative
des espéces commensales. Les points représentent le nombre d'individus infectés par rapport au
nombre total d'individus mesurés au maximum local, correspondant au pic d'abondance observé
chague année. Le dégradé de couleurs représente la variation dans I'abondance relative des especes
commensales.

Impact de la dératisation sur la circulation de SEOV

Les deux stratégies de dératisation (ciblée, Fig. 3A; non ciblée, Fig. 3B), appliquées dans les trois
contextes épidémiologiques (ratio d'abondance initiale des especes commensales vs sauvages)
donnent les mémes résultats : la dératisation limite le nombre de rats infectés par SEQV,

mesuré sur une année.
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Lorsque la dératisation était ciblée sur les rats, la dératisation était toujours efficace, de sorte
que le nombre d’infecté atteignait 0. Cependant, ces seuils de puissance de dératisation
efficace pour I'éradication de l'infection étaient différents selon le contexte épidémiologique
étudié. Plus 'abondance relative initiale des espéces commensales était importante (ratio>1),

plus le seuil de dératisation nécessaire a |'éradication était élevé (Fig. 3A).

Dans le cas de la dératisation non ciblée, on a observé une ré-augmentation du nombre de rats
infectés pour la valeur maximale d’intensité de dératisation testée dans nos simulations (0.16).
Ce patron a été détecté pour une faible abondance initiale relative d'especes commensales
(ratio 0.8, Fig. 3B). Nous avons observé la méme tendance lorsqu’aucune catégorie d’espece
n’était favorisée (ratio=1, Fig. 3B). De plus, dans ce cas de dératisation non ciblée, le seuil de
dératisation nécessaire pour I'éradication de linfection était atteint uniquement dans le
contexte épidémiologique d’une abondance relative initiale faible des especes commensales

(ratio=0.8, Fig3B).
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Fig. 3. Nombre d'individus infectés au cours de la 30e année selon différents scénarios d'abondance
relative initiale des espéces commensales, ainsi que |'efficacité et le type de contrdle des rats. La figure
inclut deux types de contrdle des rats : A. Controle ciblé des rats. B. Contréle des rats non ciblé, affectant
toutes les espéces de petits mammiferes. La fleche rouge indique un seuil de puissance de contrdle des
rats efficace pour éradiquer l'infection.
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Impact de la dératisation non ciblée sur les espéces commensales et sauvages

Nous avons voulu comprendre I'impact de la dératisation non ciblée sur les espéces
commensales et sauvages. Pour une abondance relative initiale équivalente (ratio=1), nous
avons constaté qu'une dératisation non ciblée entrainait une diminution de l'abondance de
toutes les espéces pendant la période de dératisation. Aprés cette période, la croissance de
I'abondance des différentes espéces était variable, avec des augmentations plus ou moins
rapides et marquées au fil du temps (Fig. 4). Cette diminution de I'abondance s'accompagnait

d’une perte du nombre d’infectés, indiquant un succes de la dératisation.

Cependant, une forte intensité de dératisation non ciblée conduisait a un rétablissement plus
lent de I'abondance pour toutes les espéces. Cette reprise était moins rapide et moins
prononcée, et certaines especes non commensales (écureuils, mulots et musaraignes) n'ont
pas pu se rétablir complétement, ce qui pouvait méme aboutir a leur disparition (ex des
écureuils). Ceci se traduit par une diminution de la richesse spécifique et d'une augmentation

du nombre d'individus infectés, indiquant une perte d’effet de dilution (Fig. 4).
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Fig. 4 Dynamique des populations de petits mammiferes et nombre d'individus de rongeurs infectés au
cours de la 30e année avec la dératisation non ciblée, en fonction de trois niveaux distincts d'efficacité
de dératisation : 0 (absence de dératisation), 0.1 et 0.2. Cecis'inscrit dans un contexte d'équilibre entre
espéces commensales et sauvages (ratio=1).
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D. Discussion

Le réle central de I'abondance de I'h6te compétent dans la relation biodiversité-prévalence
Nous avons constitué différents contextes épidémiologiques sur la base de I'abondance relative
des especes commensales et nous avons évalué la relation entre prévalence de SEQOV et

biodiversité de la communauté de petits mammiferes dans ces contextes.

Les résultats ont montré une diminution générale de la prévalence de SEQV en réponse a
I'augmentation de la biodiversité, reflétant un effet dilution. Cela corrobore les nombreuses
études empiriques, ou 'effet dilution était observé pour les systémes hantavirus-rongeurs
(encadré 1, exemples Khalil et al., 2016; Ruedas et al., 2004; Tersago et al., 2008; Voutilainen
et al., 2015).

La diminution de I'abondance des espéces commensales telles que les especes du genre Rattus
et Mus musculus, s’accompagnai d’une augmentation de la diversité. Etant donné que les rats
sont également les seules especes compétentes au virus SEOV, autrement dit gqu’ils ont une
plus grande sensibilité et capacité a limiter la réplication et la transmission de ces derniers
(Huang et al., 2016), une réduction de I'abondance relative des espéces commensales crée un
contexte ou I'abondance relative des especes compétentes est inéluctablement réduite. Dans
ce contexte, il devient plus probable qu'un effet de dilution se produise, surtout si des variations
de compétence entre les espéces hdtes existent et si l'augmentation de la diversité
s'accompagne d'une diminution de l'abondance des especes compétentes (Johnson et al,

2015).

Lorsque les espéces non commensales deviennent prédominantes (Ratio<1), alors la
prévalence du virus SEQV devient nulle. L'abondance des especes compétentes est insuffisante
pour soutenir la persistance du virus au sein de la population. Par conséquent, prendre en
compte la composition des communautés hotes, en particulier en ce qui concerne le rapport
entre les especes compétentes et non compétentes, lié a l'effet de dilution , s'avere plus crucial
que la biodiversité en tant que telle pour les enjeux sanitaires (Gibb et al., 2020; Halliday et al.,
2020). De telles observations revétent une importance significative, notamment lorsque les
rats, espéces invasives, sont introduites en faible nombre dans de nouvelles zones
géographiques, telles que les ports (par exemple, le port de Cotonou, Castel etal., 2021) ou les
fles (Shiels et al., 2014). Dans de telles circonstances, I'enjeu en matiere de santé publique

réside dans la nécessité de controler rapidement l'abondance des rats, afin de maintenir une

151



probabilité minimale de circulation du virus SEOV. Une des seules études de terrain impliquant
le systeme rats-SEQV n’a pas montré de lien entre I'abondance relative des rats et la prévalence
du virus chez les rats. Cependant, cette étude n’a pas pris en compte la biodiversité des petits

mammiféeres, ni 'abondances des espéces non compétentes (Raharinosy et al., 2018).

Les mécanismes potentiels sous-jacents a la relation entre prévalence et biodiversité

Nous avons observé que la diminution de l'abondance relative des hétes commensaux
entrainait une augmentation de biodiversité au sein des communautés de petits mammiferes
et une diminution de la prévalence. In natura, ce phénoméne peut se produire ("régulation de
I'note sensible"). Il a été observé dans des études empiriques antérieures (Yates et al., 2002) et
peut étre expliqué par des interactions écologiques inter-spécifiques telles que la prédation et

la compétition (Khalil et al., 2016).

Un tel phénomene, et le lien entre abondance relative des rats et biodiversité dans une
communauté de petits mammiferes, na a notre connaissance pas été décrit. Une récente
analyse met méme en évidence la tendance opposée, I'abondance des rats pouvant étre
associée positivement avec des zones de verdure urbaine ou des parcs urbains (de Cock et al.,
2023), zones hébergeant souvent une grande diversité, comme retrouvé dans nos données
empiriques ou plus généralement dans la littérature (Mendoza et al., 2019; Ofori et al., 2018b).
Le scénario le plus probable est une prédominance des especes commensales. Bien qu'un effet
de régulation par les espéces non commensales soit envisageable, sa contribution pourrait étre
restreinte. De plus, les especes commensales pourraient se superposer aux autres espéces non
commensales de maniere additive plutot que substitutive, grace a une compétition réduite
(Rohr et al., 2020). Cette tendance est fréqguemment observée dans les environnements
urbains qui agissent comme des réserves de nourriture abondante (Oforiet al., 2018). En outre,
les rats occupent fréquemment la position d'espéces dominantes en raison de leur taille
imposante et de leur comportement agressif (Salgado et al., 2022). Cette compétition est
finalement peu fréquente pour Rattus norvegicus et Rattus rattus, principalement en raison de
leur suprématie dans les égouts et une vie nocturne respectivement. Cela facilite ainsi une
ségrégation des niches écologiques par rapport aux autres espéces (Guo et al., 2022; Miljutin

& Lehtonen, 2008; Salgado et al., 2022).

Un autre processus, nommeé "réduction des rencontres", pourrait expliquer la relation négative

observée entre prévalence de SEOV et biodiversité. Ce phénomene a été constaté dans des
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recherches empiriques (encadré 1, Carver et al., 2011; Keesing et al., 2006; Khalil et al., 2014).
Il peut étre expliqué par une diminution du nombre de contacts intra-spécifiques, et par
conséquent, de la transmission du virus entre les rats, en réponse a I'augmentation de la
biodiversité (Keesing et al.,, 2010; Ostfeld & Keesing, 2012). Les interactions surviennent
fréquemment dans les espaces communs lors de la quéte de nourriture ou lors des
déplacements (Sih et al., 2018; Spiegel et al.,, 2015). D'un point de vue pratique, il serait
pertinent d'explorer de maniere directe les déplacements des rats (Sih et al., 2018), en mettant
l'accent sur leurs interactions avec leurs congéneres ainsi qu'avec d'autres especes non
compétentes, dans des environnements présentant des niveaux de biodiversité variés. D'un
point de vue théorique, nous pourrions évaluer directement les différences de taux de
transmission et d'abondance de la population de rats en manipulant les taux de contacts intra-
spécifiques et inter-spécifiques. Il est possible que ces deux mécanismes puissent opérer
simultanément, avec des contributions différentes. Cette coexistence des mécanismes a été
observée dans I'étude épidémiologique de Roche et al. (2012), ou les interactions écologiques
entre les especes hétes semblaient avoir une influence moindre sur la propagation des agents

pathogenes par rapport aux taux de transmission inter-especes.

La dératisation, une méthode gagnant-gagnant acceptable ?

La dératisation ciblée s'est avérée efficace en réduisant I'abondance des rats, ce qui a limité la
transmission de SEQV, directement par des mécanismes densité dépendant et indirectement
par 'augmentation de la biodiversité et la mise en place possible de I'effet dilution. Plus
I'abondance relative initiale des hétes compétents est élevée, plus le seuil de dératisation

nécessaire pour éradiquer l'infection devait également étre augmenté.

Comme le recommandent Miguel et al. (Miguel et al., 2020), I'utilisation d’une méthode
d’abattage ciblée sur I'hote le plus compétent est préférable. Cependant, bien que cette
méthode puisse étre efficace contre SEQV, elle pourrait entrainer une diminution de la
biodiversité et des modifications de la composition de la communauté de petits mammiferes
(Fig.1). Ces changements pourraient avoir des effets néfastes sur la circulation d'autres
pathogenes, dont les hotes compétents ne sont pas des rats, en augmentant par exemple leur
transmission (Partie 1- étude empirique). Il serait judicieux de développer cette approche de

modélisation en incluant les différentes especes de pathogenes détectées dans la communauté
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de petits mammiferes du parc de la Téte d’Or. Ceci permettrait d’étudier le taux de dératisation
optimal permettant la régulation ou I'éradication de SEQV sans conséquences notables pour

les autres infections.

Dans le contexte de la dératisation non ciblée (Fig. 3B), couramment utilisée dans les méthodes
de dératisation (Witmer, 2019), plusieurs scénarios se présentent. Premierement, une faible
pression de dératisation peut contribuer a réduire I'abondance de toutes les espéces, y compris
les rats, ce qui diminue également la prévalence de SEQV. Cette méthode ‘gagnant-gagnant’
semble efficace uniquement lorsque I'abondance relative initiale des espéces commensales (et
donc des rats) est faible. Deuxiemement, une forte pression de dératisation peut affecter la
biodiversité a tel point que seules les especes commensales résistent a cette perturbation, ce
qui renforce la circulation de SEQV. De plus, I'abondance des especes commensales a été
completement rétablie apres un certain laps de temps. En revanche, les especes non
commensales (écureuils, mulots et musaraignes) n'ont pas réussi a récupérer pleinement, et
leur taux de récupération a été d'autant plus prolongé que l'intensité de la dératisation était
élevée, conduisant a la disparition de certaines d'entre elles. Cette situation favorise une
transmission accrue du virus SEOV entre les rats, compensant ainsi la réduction de la

transmission due a la dératisation. Cette méthode est donc a proscrire.

Les especes commensales et compétentes sont généralement plus a méme de persister dans
des écosystemes de faible diversité et perturbés. Cela s’expligue notamment par des traits
caractéristiques leur permettant une plus grande résistance et tolérance aux perturbations
(Gibb et al., 2020; Johnson et al., 2020). Ainsi une stratégie non ciblée est d’autant plus nocive
gu’elle va provoquer des dommages importants sur les espéces non cibles et la biodiversité, et
finalement avoir un impact uniguement a court terme sur les especes a contréler comme les

rats.

L'utilisation de techniques de contrdle non ciblées et la difficulté d’atteindre des seuils de
dératisation élevés pourraient expliquer l'inefficacité de nombreuses campagnes de
dératisation (Keitt et al., 2015). Cela souligne l'importance du choix de nouvelles méthodes de

dératisation (Campbell et al., 2015).

Nous préconisons une compréhension du systeme hétes-pathogenes, leur communauté, et

leur dynamique dans le temps et I'espace avant de procéder a la gestion d’une population.
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Nous pourrions également inclure d'autres approches de gestion plus "naturelles"”, telles que
celles suggérées par Arnal et al. (en révision) Cela pourrait impliquer l'introduction de
prédateurs ou d'especes clés de volte pour réduire l'abondance relative des especes
compétentes, ainsi que la création de corridors et de réserves pour maintenir des niveaux de

diversité élevés (Hopkins et al., 2022; Roche, Benbow, et al., 2013) .

Conclusion

Le modele proposé dans cette étude présente différentes limitations liées a I'estimation des
parametres, car nous manquons de données empiriques sur les especes de petits mammiferes,
notamment en milieu urbain. Parmi ces limitations, un manque majeur concerne I'estimation
des contacts entre individus. Cette estimation a été faite de fagon grossiére, notamment du fait
de 'absence d'informations sur les mouvements individuels, et la quantification des contacts
est plus complexe que ce qui est proposé ici (Sih et al., 2018). De plus, certains parametres, tels
que la susceptibilité des petits mammiféres a SEQV, sont établis sur la base de données
connexes, telles que la prévalence maximale observée dans les études, ce qui ne reflete pas la

complexité réelle de la susceptibilité d'un hote (Merrill & Johnson, 2020).

De plus, il reste nécessaire d'intégrer les aspects de spatialisation dans ces modeles, afin de les
rendre plus réalistes en tenant compte des processus de migration et d’extinction/colonisation
entre méta communautés (par exemple Chen et al., 2020; Wilber et al., 2020). Ainsi, la
réintroduction d'agents pathogenes peut provenir de zones voisines (ex de quartiers urbains
ou de foréts, connectés aux parcs urbains considérés dans notre modele) grace aux
mouvements d'individus (Tennant et al.,, 2021). En outre, l'efficacité de I'élimination d'une
population dépend de la capacité des individus a réinvestir cet environnement (Miguel et al.,

2020).

Enfin, il serait intéressant d'utiliser des modeles multi-pathogenes pour tenir compte des co-
infections possibles (par exemple, Alizon, 2013; Mekonen & Obsu, 2022) et pour mieux définir
les stratégies optimales de contréle. Cela permettrait d'éviter que des campagnes de gestion
des populations qui réduisent la circulation d'un pathogene favorisent involontairement
d'autres, en raison des différences de relations spécifiques entre les especes hotes

compétentes et les pathogenes (Beckeret al., 2020) .
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IV. Conclusions générales
En combinant des approches empiriqgues et théoriques, nous approfondissons notre
compréhension des interactions complexes entre biodiversité animale et maladies
zoonotiques. En explorant ces interactions et les mécanismes sous-jacents dans divers
contextes épidémiologiques, nous pouvons proposer aux acteurs de I'environnement et de la
santé des connaissances pour mieux gérer la biodiversité tout en réduisant les dangers associés

aux agents de zoonoses (Hopkins et al., 2021).

Nos recherches montrent le réle majeur de I'abondance des hoétes (les plus) compétents sur la
biodiversité et sur la prévalence des pathogenes. Ce résultat est d'autant plus crucial que ces
hbétes compétents sont souvent les plus résistants ou résilients aux perturbations (Gibb et al.,
2020; Johnson et al., 2020a). Or la faune sauvage est fortement soumise aux perturbations,
gu'elles soient dues a des facteurs naturels tels que les cycles saisonniers et annuels, a des
pressions anthropiques telles que l'urbanisation, ['utilisation des terres ou la gestion des
populations comme la dératisation non ciblée, qui vont altérer la structure des communautés
animales, modifier I'abondance des hoétes compétents et potentiellement briser les

mécanismes naturels de régulation du danger zoonotique tels que ceux a l'origine de I'effet
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dilution. Il reste donc crucial d'étudier I'impact de ces perturbations sur les relations

biodiversité/zoonoses afin d’améliorer la prévention des maladies émergentes.

Enfin, I'analyse conjointe de plusieurs pathogenes dans [I'étude des relations
biodiversité/zoonoses a montré la diversité de patrons possibles pour un méme systéeme
écologique (ici une communauté de petits mammiféres le long d’un gradient d’anthropisation
forestiére). L'étude de systéemes complets incluant le suivi de I'ensemble des hotes et
pathogénes présents est indispensable pour établir une connaissance globale des risques
zoonotiques dans l'ensemble de la communauté, et prédire |'évolution de ces risques en
réponse aux perturbations possibles de I'écosystéme. En particulier, avant de mettre en ceuvre
des mesures de gestion des populations d’especes sauvages, une telle approche permettrait
d'évaluer a priori les colts et les bénéfices de la stratégie envisagée pour la biodiversité du

systeme d’étude et pour les différents dangers zoonotiques.
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Chapitre 3. Description de la structure et de la variabilitée du
microbiote intestinal des petits mammiferes le long d’un gradient
d’anthropisation

|.  Contexte

Le microbiote intestinal (terme désigné ci-aprés pour désigner la communauté bactérienne
intestinale) peut étre considéré comme un trait fonctionnel de son héte, assurant de
nombreuses fonctions essentielles et favorisant sa survie. Il pourrait notamment jouer un réle
dans l'adaptation de I'hOte a de nouveaux environnements ou en réponse aux perturbations
environnementales (Alberdi et al.,, 2016; Moeller & Sanders, 2020). De plus, il existe de
nombreuses interactions directes et indirectes, intra-hotes, entre le microbiote intestinal et les
pathogenes. Ainsi, I'étude des processus qui gouvernent ces assemblages microbiens semblent
essentielles pour comprendre et peut-étre prédire la circulation des pathogénes dans les

communautés d’hotes.

Les études du microbiote intestinal de la faune sauvage restent rares, et concernent un nombre
limité d’especes. Il reste important de décrire les variations spatio-temporelles de ce
microbiote en populations naturelles, et d’en comprendre les conséquences sur la sensibilité
des hoétes aux pathogenes. Les deux travaux de recherche présentés ci-dessous visent a
combler ces lacunes, en se placant dans le contexte environnemental d'un gradient
d’anthropisation. Dans la premiere étude, nous analysons les variations spatio-temporelles du
microbiote intestinal d’'une espéce de rongeurs, le mulot sylvestre Apodemus sylvaticus, le long
de ce gradient. Dans la deuxieme étude, nous examinons les interactions entre les
communautés de petits mammiferes et leur microbiote intestinal le long de ce gradient
d’anthropisation. Nous explorons les processus écologiques sous-jacents (sélection versus

stochasticité) aux patrons de biodiversité microbienne observés.
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ll.  Analyse spatio-temporelle du microbiote intestinal d’Apodemus sylvaticus

Ce paragraphe résume le travail de M1 effectué par Fanny Espeisse en 2022 sous la direction

de M. Bouilloud et N. Charbonnel (Rapport en Annexe) :

Le microbiote intestinal est sans cesse modulé par son environnement (Alberdi et al., 2016). Il
varie notamment selon les saisons (Maurice, Knowles, et al., 2015), le climat (Goertz, De
Menezes, et al.,, 2019) ou le régime alimentaire (Wang et al.,, 2014). Ces variations sont en
général homéostatiques, elles n"'empéchent pas la réalisation par le microbiote intestinal des
fonctions essentielles pour 'h6te (Shapira, 2016). Lors de perturbations majeures telles que
certaines activités humaines ou des changements climatiques, une amplification des
phénomeénes stochastiques est observée (Zaneveld et al., 2017), entrainant une dérégulation
de I'assemblage microbien, appelée dysbiose. Dans ce cas, certaines fonctions essentielles ne

sont plus assurées (Barelli et al., 2015).

Nous avons étudié les effets de I'anthropisation et de la saisonnalité sur la diversité et la
composition du microbiote intestinal du mulot sylvestre, Apodemus sylvaticus. Nous avons
choisi cette espece car c’était celle présentant la plus large gamme d’habitats occupés (tout le
gradient) et avec une abondance permettant des analyses statistiques. Nous avons testé
I"hypothése d’un impact de I'anthropisation sur la diversité microbienne (diminution) et sur la
variance de composition microbienne entre les individus (augmentation), ce qui indiquerait une
dysbiose en réponse aux perturbations antrhopiques (Fig.1). Nous avons également testé
I'influence de la saison sur la diversité et la composition microbienne ? Nous attendions un
variation « équilibrée » non dysbiotique, en réponse aux changements de ressources
alimentaires notammen (Fig.1). Enfin, nous avons testé [linfluence de [Iinteraction
anthropisation x saison sur le microbiote intestinal. Nous nous attendions a ce que les saisons
affectent plus fortement la composition et la diversité microbienne dans les foréts que dans les
villes ou I'environnement est plus constant (température, quantité de ressources disponibles)

(Fig.1).

Ces hypothsees ont été testées en analysant les variations de la diversité microbienne
intestinale intra-individuelle (diversité alpha) et de la composition microbienne entre chaque

individu (diversité beta), entre sites et saisons d’échantillonnage, pour la période 2020-2021.
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Fig.1. Schéma conceptuel basé sur les changements attendus de diversité alpha et beta, en s'inspirant
du cadre de Schmid et al. (2022). Les individus vivant en milieu rural (foréts peu anthropisées) sont en
vert, tandis que ceux en milieu urbain (espaces boisés dans les parcs) sont en rose. Les saisons 1 (S1)
sont représentées en couleurs claires, et les saisons 2 (S2) en couleurs foncées. Les fleches bleues
symbolisent les variations prévues de la diversité alpha ou beta, tandis que les fleches noires indiquent
les changements de variance dans la diversité.

Contrairement a ce qui était attendu, les résultats préliminaires ne montrent pas ou peu de
différences spatio-temporelles de la diversité et de la composition du microbiote intestinal chez
A. sylvaticus. Nous avons seulement observé une plus forte diversité pour les A. sylvaticus du
parc péri-urbain de Lacroix-Laval (Fig. 2A). Nous avons également observé une perte de
diversité pour I'automne 2021, un changement de composition au printemps 2020 par rapport
aux autres dates, et une forte variance de la composition du microbiote intestinal inter-
individuelle pendant I'automne 2021 (Fig.2B). Parmi d’autres hypothéses, un évenement
particulier comme la présence d’un pathogene ou des changements d’abondance de rongeurs

pourraient expliquer cela (chapitre 1)

D faibl N L
lspersion 1aib e Dispersion forte

Localités Périodes
‘ E] Mignovillard E‘ Printemps 2020
{ E] Cormaranche Automne 2020

NMDS2

B Lacroix-Laval

E Téted'Or

NMDSZ

IZ' Printemps 2021
\ | <] Automne 2021

NMDS1

Fig.2. Diversité Beta du microbiote intestinal d’Apodemus sylvaticus (NMDS, distance weighted unifrac).
A. Selon les localités B. Selon les périodes. Les ellipses représentent 90% de la variation autour du
centroides. Les fleches désignent la variance intra-groupes (distance autour des centroides).
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Le mulot sylvestre A. sylvaticus est une espéce généraliste qui s’adapte a une large gamme de
milieux. Un microbiote intestinal diversifié et stable pourrait expliquer cette capacité (K. D. Kohl
et al.,, 2014). La redondance fonctionnelle (i.e. la capacité de différentes especes bactériennes
présentes dans le microbiote intestinal de remplir des fonctions similaires ou analogues)
pourrait également permettre au microbiote intestinal (et in fine a I'espece héte A. sylvaticus)
d’étre résilient ou résistant face aux perturbations environnementales (Moya & Ferrer, 2016a).
Il serait intéressant de tester ces hypothéses en confirmant ces faibles variations spatio-
temporelles de la diversité et de la composition du microbiote intestinal de A. sylvaticus a une
échelle géographique plus large et sur des pas de temps plus longs. Des expérimentations
pourraient également permettre de tester'impact de perturbations sur le microbiote intestinal

du mulot sylvestre.

lIl. Impact de I'anthropisation des foréts sur les relations entre les communautés de

petits mammiferes et leur microbiote intestinal

Effects of forest urbanization on the interplay between small mammal communities and their gut microbiota
Marie Bouilloud, Maxime Galan, Julien Pradel, Anne Loiseau, Julien Ferrero, Romain Gallet,

Benjamin Roche, Nathalie Charbonnel

https://doi.org/10.1101/2023.09.07.556680

A. Abstract

Urbanization significantly impacts wild populations, favoring urban dweller species over those
that are unable to adapt to rapid and abrupt changes. One possible explanation for differential
adaptative abilities between these species is that the microbiome may modulate the host
phenotype rapidly through a high degree of flexibility. Conversely, under such anthropic
perturbations, the microbiota composition of some species could be disrupted, resulting in
dysbiosis and negative impacts on host fitness, potentially causing local extirpation. The links
between the impact of urbanization on host communities and their gut microbiota have only
been scarcely explored. In this study, we tested the hypothesis that the gut microbiota (GM)
could play a role in host adaptation to urban environments. We addressed this question by
studying several species of small terrestrial mammals sampled in forested areas along a
forested gradient of urbanization (from rural forests to urban parks) during 2020 fall. The gut

was collected and bacteria were described using a 16S metabarcoding approach. We tested
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whether urbanization led to changes in small mammal communities and in their GM. We
analyzed these changes in terms of the presence and abundance of taxa and their putative
functions to decipher the processes underlying these changes. We found that urbanization had
marked impacts on small mammal communities and their GM, either directly or indirectly
depending on small mammal species categories. The urban dweller species had a lower
taxonomic diversity but a higher functional diversity and a different composition compared to
urban adapter species. Their GM assembly was mostly governed by stochastic effects, which
could indicate dysbiosis in these urban species. Selection processes and an overabundance of
functions were detected that could be associated with adaptation to urban environments
despite potential dysbiosis. Urbanization could also impact the diversity and taxonomic
composition of GM in urban adapter species. However, their functional diversity and
composition remained relatively stable. This observation can be explained by functional
redundancy, where certain taxa express the same function. This could explain the adaptation
of urban adapter species in various environments, including urban settings. We can therefore
assume that there are feedback loops between the gut microbiota and the host species within

communities, enabling rapid and flexible adaptation.

B. Introduction

Urbanization, the process of making an area more urban through higher human population

within cities (Verrelli et al., 2022), is a major driver of global land use change. It is associated

with increased rates of habitat loss or fragmentation, often coupled with diversity loss and

species extinction (e.g. Czechetal., 2000; Drietal., 2021; Moll et al., 2019). Global assessments

report that urban expansion can be responsible for a 50% loss of local species richness (Li et al.
2022). Urbanization may induce rapid and abrupt changes that hinder the adaptation of species

reliant on specific natural environments (Parmesan, 2006), ultimately leading to the extinction

of entire populations (Sol et al., 2017). Species that are highly sensitive to urbanization-related
changes and are unable to survive in urban areas are called "urban avoiders’ (Fischer et al.,
2015). On the opposite, some species benefit from these anthropogenic impacts. Cities can be
a refuge with abundant human food and a release from biotic pressures such as predation and

competition (Lowry et al., 2013; Werner & Nunn, 2020). Certain species have successfully

adapted and flourished in urban environments. They attain high population densities in cities
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(Sélek et al., 2015; Tucker et al., 2021). When they specialize to the point of living at the expense

of humans, they are named urban dwellers (Fischer et al., 2015). Species with the ability to

adapt to a wide range of environments and resources (Slatyer et al., 2013) are named urban

adapters (Fischer et al., 2015). These species tolerate urban conditions, in particular green

areas, but also survive in rural environments.

Understanding why and how some species adapt to urbanization is pivotal to addressing issues

related to biodiversity crises (Verrelli et al., 2022). Urbanization can trigger changes within

species, driven by processes such as selection, epigenetic inheritance, and phenotypic plasticity

(Lambert et al., 2021; Rivkin et al., 2019). Recently, Alberdi et al. (2016) advocated for a critical

role of the microbial community in promoting host adaptation to rapid environmental changes,
especially through its impact on host phenotypic plasticity. On one hand, the gut microbiota
(noted “GM” hereafter) impacts animal biology and evolution by providing or influencing
essential services that contribute to its health (Shapira, 2016) including nutrition and

metabolism (Rowland et al., 2017), immunity (Belkaid & Hand, 2014) or behavior (Ezenwa et

al., 2012). On the other hand, the GM is shaped by host characteristics (e.g. genomics, age or

sex, Bonder et al., 2016; Santoro et al., 2017), environmental features (e.g. climatic factors,

resources, Goertz etal., 2019; West et al., 2019) and their interactions (Walter & Ley, 2011). In

addition, the GM can respond rapidly to environmental changes thanks to due to microbial

flexibility (i.e. the potential for dynamic restructuring, Voolstra & Ziegler, 2020) but also to

bacterial short generation time, high mutation rate.

Urbanization may induce different types of GM changes. Neutral changes are observed when
the initial GM community is constant from a taxonomic or functional point of view (Moya &

Ferrer, 2016b). Such changes could increase hosts” phenotypic plasticity, which may be a

prerequisite for adaptation (Alberdi et al., 2016).

Adaptive changes may occur, modifying the composition and diversity of GM. They can allow
hosts to survive in new ecological niches, notably through the ability to digest new food
sources, to improve metabolic capacities or to increase tolerance to deleterious environmental

conditions (Moeller & Sanders, 2020). Over several generations, selection may favor hosts with

advantageous GM, especially in disrupted environments (Alberdi et al., 2016; Moya & Ferrer,

2016a). Inthe long term, there may be congruence between the evolutionary history of various
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host species and the community structure of their associated microbiomes, what is named

phylosymbiosis (Brooks et al., 2016; Kohl, 2020).

Lastly, maladaptive changes may also occur. They are associated with the loss of certain
essential functions and the disruption of GM homeostasis. This state is named dysbiosis and
has negative impacts on host fitness and health. In particular, several studies have shown that
anthropogenic disturbances could lead to a decrease in GM diversity and to higher

heterogeneity of microbial composition between hosts (Fackelmann, et al., 2021; Lavrinienko

et al., 2021; Wilkins et al., 2019). The Anna Karenina principle (AKP) has been proposed to

explain such patterns: all healthy, balanced microbiota are similar, while disrupted microbiota

are all different (Zaneveld et al., 2017). Here, dysbiosis reflects stochastic processes, i.e.,

random changes in the establishment or extinction of bacterial taxa. This can lead to immune

responses and metabolism dysregulation (Nyangale et al, 2012), consequently impacting

negatively the hosts’ health (Boulangé et al., 2016).

Predicting the impact of environmental disturbances, especially urbanization, on wildlife and
microbiota has been the topic of several studies this last decade. However, many of these

studies have focused on a single host species (e.g. Fackelmann et al., 2021; Stothart et al., 2019;

Sugden et al., 2020; Teyssier et al., 2018; Phillips et al., 2018; Wasimuddin et al., 2022). The few

studies that investigated GM variations within host communities led to incongruent patterns
with either a stronger impact of host phylogeny over habitats on GM assembly (e.g. Knowles et

al., 2019) or the opposite (Teng et al., 2022). Therefore, gathering more data on the

relationships between urbanization, host community assembly and their GM remains critical in

the domain of urban ecology (Verrelli et al., 2022).

Small mammals constitute a relevant model to test hypotheses regarding these relationships.
They represent a large diversity of mammals, have colonized a wide array of habitats and exploit

diverse foraging niches (Solari & Baker, 2007). Several rodents and insectivores occur in urban

environments as urban adapters or urban dwellers. Besides, a recent meta-analysis performed

by Santini et al. (2019) has revealed that high diet diversity was a main factor predicting rodent

adaptation to urbanization. This suggests that the GM could be at the core of this adaptation

to urban environment.
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Here, we have investigated the interlinkages between urbanization, small mammal
communities and their GM in forested areas. We analyzed the presence and abundance of
rodents and insectivore’s species and the composition of their GM along a landscape gradient
ranging from rural to urban forests. We first verified that small mammal species could be
categorized as urban avoiders, adapters, or dwellers on the basis of their distribution along this
urbanization gradient. Secondly, we investigated the variation in GM considering different
factors, including host species, urban and rural sampling sites, and individual features. We
performed community ecology analyses to examine the differences in the composition and
diversity of GM i) between host species categories of urbanization response with regard to
urban adaptation and ii) within host adapter species along this gradient. Next, we inferred the
ecological processes (selection versus stochasticity) that could underly the variations observed,
as well as the potential impacts of GM changes for the hosts (e.g. neutral, adaptative or
maladaptive), following the decision tree detailed in Fig. 1. Overall, this study enabled to

emphasize potential links between GM and small mammals responses to urbanization.
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Fig. 1.A) We are testing the impact of urbanization on the composition of small mammal communities along an
144 urbanization gradient. Additionally, we are investigating whether the diversity and composition of the gut
microbiota are influenced by the sites sampled along the urbanization gradient or by the small mammal species in
presence. B) Decision tree for interpreting changes in microbial composition to highlight the processes that may
influence the gut microbiota and its response to urbanization. Taxonomic and functional compositions are
represented by icons, with blue indicating a change and grey an absence of change. Yellow diamonds represent
ecological processes, and grey rectangles indicate the statistical tests performed to infer underlying eco logical
processes. Step 1. The GLM & PERMANOVA tests assesses whether there is a change in GM diversity and
composition with urbanization. If there is no taxonomic change, it suggests that the gut microbiota remains stable
despite urbanization, whereas if there are changes, the GM is considered to be flexible. When taxonomic changes
occur, but functional changes are not necessarily present or are weak, redundancy processes may underlie the
assembly of microbial communities. Step 2. Redundancy analysis is applied to identify situations where taxa
express the same function (considered redundant) or where each taxon expresses its own function (not
redundant). This test is followed by a null model test (NTI) to determine the mechanisms that may underlie the
redundancy. These mechanisms can be selective processes through overdispersion (indicating competition
between taxa) or underdispersion (indicating cooperation between taxa), resulting from abiotic or biotic effects
among taxa. Additionally, it is worth noting that phylogenetic dispersion between taxa can also be influenced by
neutral effects. Otherwise, when taxonomic and functional changes occur, stochastic or deterministic processes
may underly GMassembly.Step 3. The betadisper test examines differences in intragroup variances. Highvariance
may result from strong selective pressures, such as dietary variance, or stochastic effects indicating processes
favoring dysbiosis (see Anna Karenina’s principle, Zaneveld et al., 2017). Conversely, healthy species tend to
express similar essential functions, resulting in lower variance. The null model helps to determine whether GM
assemblage is primarily driven by stochasticity or determinism. Step 4. We use DESeq2 test to identify the
functions that may be subject to selection. A heatmap enables to illustrate these functional changes between
different species and sites along the urbanization gradient. The colored rodent icon indicates the likely impact of
GM changes on its health. Grey represents a neutral effect, red a detrimental effect and green a beneficial effect.
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C. Material and Methods

2.1. Data collection

Sampling and characterization of small mammals

We trapped small terrestrial mammals in two forests (FRFCOR: Cormaranche en Bugey;
FRFMIG: Mignovillard) and two urban parks (FRPLTO: Lyon, Parc de la Téte d’Or; FRPDLL: Marcy
I'étoile, Domaine Lacroix Laval) in Eastern France, in autumn 2020. All information concerning
the sampling design, capture results, and individual information were detailed in Pradel et al.
(2022). Sexual maturity was determined a posteriori based on morphological and sexual
characters. Animal trapping and sample collection were conducted according the EU Directive

2010/63/EU for animal experiments, as described in Pradel et al. (2022).

The trapping success, often utilized as an indicator of relative rodent abundance when
employing lethal traps, was estimated by analyzing the capture results obtained from the initial

three nights of trapping (Pradel et al., 2022). It was calculated following Aplin et al. (2003) as

In(1-number of rodent trapped /(number of traps x number of nights))x(-100) (Supplementary
Table S1.1).

Environmental characterization of sampling sites

We used Corine Land Cover (CORINE Land Cover, 100m of resolution) and Qgis software (Karger
etal.,, 2017) to extract land cover area estimates for each site. In addition, we used Corine Land
Cover of forests (10m of resolution) to estimate forest fragmentation using the

Landscapemetric package (Hesselbarth et al., 2019). These calculations were made for each site

by considering a 3 km buffer around the barycenter of the traps. Lastly, we extracted

bioclimatic indices from the CHELSA database (1km of resolution, https://chelsa-climate.org/,

Karger et al., 2017) for each site using the coordinates of the traps’ barycenter (Supplementary

Table S1.2).

Gut microbiota sequencing
For each individual, we extracted DNA from a 5mm piece of colon with the DNeasy 96 Blood
and Tissue kit (Qiagen). We followed the manufacturer’s instructions, with the exception of the

addition of a bead-beating for 5 min with 500 mg of 0.5 mm zirconia beads in a Tissuelyser
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(Qiagen) after the proteinase K digestion, as recommended in (Chapuis et al., 2023). We

amplified the V4 region of the 16S rRNA gene by PCR with the primers 16S-V4F
[GTGCCAGCMGCCGCGGTAA] and 16S-V4R [GGACTACHVGGGTWTCTAATCC]) following the PCR

conditions and program described in Galan et al. (2016). Various controls were included to

facilitate bioinformatics sorting of the sequences, including replication of libraries for all
samples as well as negative controls for extraction, PCR and indexing, and the ZymoBIOMICS
Microbial Community Standard (Zymo). We performed a run of 2 x 251 bp MiSeq paired-end
sequencing. Information about the sequencing of samples and the raw sequence reads are

detailed in the Zenodo repository (https://zenodo.org/record/8143272).

Sequence processing
Amplicon sequence variants (ASVs) were generated using dada2 analysis pipeline

(Qiime2_2021.11) (Bolyen et al., 2019; Callahan et al., 2016). Both R1 and R2 reads were

trimmed at 180 and 120 base-long respectively. This procedure improved the average quality
of the reads (>Q30) and maximized the proportion of R1-R2 merging (approximately 80% of the
total number of reads). Chimeric sequences were identified by the consensus method of the
removeBimeraDenovo function. Taxonomic assignments were performed using blast+

(Camacho et al 2009) implemented in the FROGS workflow (Escudié et al., 2018) and the SILVA

rRNA 138.1 database excluding the sequences with a pintail quality <100

(http://www.arb175silva.de/projects/ssu-ref-nr/). The phylogenetic tree of ASVs was built with

FROGS using FastTree (Price et al., 2009) after a multiple alignment performed with Mafft

(Katoh et al., 2002).

Further analyses were implemented in R v4.0.3 (R Core Team, 2020). Scripts are available in

Zenodo repository (https://zenodo.org/record/8143272). Sample metadata, abundance table,

taxonomy table and tree are linked in the phyloseq object using the Phyloseq package

(McMurdie & Holmes, 2013).

We filtered false positives following the strategy described in Galan et al. (2016). In short, we

discarded positive results with sequence counts below two ASV-specific thresholds, which
checked respectively for (1) cross-contamination between samples or the presence of kitome

during DNA extraction and PCR steps (Tcc for Threshold cross-contamination), and (2) incorrect
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assignment due to the generation of mixed clusters on the flowcell (Kircher et al., 2012) during

lllumina sequencing (Tea for Threshold false-assignment). The Tcc corresponds to the maximum
number of reads observed in a negative control for DNA extraction or negative control for PCR
for each ASV. The Tea corresponds to the putative maximum number of reads assigned by
mistake to a wrong sample. We have chosen a Mycoplasma capricolum sample as an internal
DNA control, with a maximum rate of read misassignment of 10 in all MiSeq sequencing runs
conducted in our laboratory from 2020 to 2022. Finally, for each sample and each ASV, only the
occurrences confirmed by the two technical replicates were kept in the dataset. At this stage,

the reads of the technical replicates for each sample were summed.

Based on the taxonomy of ASVs, only the kingdom Bacteria was retained. The chloroplast phyla,
the unaffiliated phyla and the Mitochondria family were removed. We filtered individuals based
on the rarefaction procedure implemented in Phyloseq. Individuals for which the sequencing
depth was insufficient to determine all the ASVs present (i.e. for which the plateau had not
been reached) were deleted. Next, we removed individuals corresponding to a low number of
captures per site and species (threshold of five individuals/species/sites). We also excluded
individuals found dead in the traps. Their GM composition differed from that of individuals
captured alive, what could be explained by an advanced stage of degradation of the GM of

these former individuals (Li et al., 2020). We also removed Glis glis individuals from the

statistical analyses dedicated to GM, as the GM of this species exhibited an extremely low level

of diversity with an overrepresentation of a particular ASV (Supplementary File 1).

ASVs number of reads were finally normalized to proportional abundance for each individual

(McKnight et al., 2019).

2.2. Statistical analyses

Composition of small mammal communities

We primarily tested whether the sampling sites were representative of an urbanization
gradient rather than of other potential confounding factors. After removing significant
covariates detected by a Pearson correlation test, we performed a principal component
analysis (PCA) with all environmental and bioclimatic features using FactoMineR package (Lé et

al., 2008). We used the coordinates of the first axis as a score of urbanization.
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Next, we analyzed whether small mammal communities’ composition was influenced by
urbanization, and we verified that host species could be classified into three classical categories

of urbanization response, namely avoiders, adapters and dwellers (Fischer et al., 2015). We

utilized the Bray-Curtis index to generate a dissimilarity matrix of small mammals trapping
success (abundance proxy) among sites. We tested whether the urbanization score influenced

this dissimilarity matrix using the capscale function of the vegan package (Oksanen et al., 2020).

Significance was assessed using 10,000 permutations. We selected the best model using the

ordiR?step function.

Gut microbiota taxonomic and functional diversity
Throughout this study, we described GM using information relative to bacterial taxa (i.e. ASVs)

and functional metagenomic predictions obtained using Picrust2 software (Douglas et al.,

2018). For functional predictions, the metabolic pathway description and enzyme classes were

obtained from the MetaCyc database (Caspi et al., 2014).

Variations in the alpha diversity of the gut microbiota
We first estimated the GM alpha diversity, i.e. the diversity of within-host bacteria, using the
taxonomic richness, the Shannon index and two metrics considering taxa phylogenetic

diversity, estimated using the picante package (Kembel et al., 2010). These metrics are the Faith

index which corresponds to phylogenetic diversity (PD) and the Nearest Taxon Index (NTI)

(Webb, 2000), which reflects phylogenetic structuring near the ends of the tree. Finally, in order

to address functional diversity, we calculated the richness index of predicted functions using

MiscMetabar (e. g. Alberdi & Gilbert, 2019).

We next tested the relative influence of host species, sampling sites, and their interaction on
the taxonomic and functional diversity indices described above using generalized linear models
(GLMs). Individual factors such as maturity and sex of animals were also investigated. We used
the negative binomial distribution for species richness and the Gaussian distribution for the
other indices. We highlighted the deviation and dispersion of the model residuals from
normality with the DHARMa package (Hartig, 2022) and we applied transformation when

necessary. The selection of the best model was made by considering all possible model
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combinations using the dredge function of the MuMIn package and the Akaike information

criterion corrected for small sample size AlCc (Johnson & Omland, 2004). We then averaged

the partitioned variance of each factor in the best model using variancePartition (Hoffman &

Schadt, 2016). When site and/or species factors were significant, Tukey’s post-hoc tests were

applied to assess pairwise differences in modalities, using the multcomp package (Hothorn et
al., 2008). Because species were not evenly distributed among sites, the dataset was not
balanced. To better assess the interaction effect, a factor combining species and site was
defined (named species-site hereafter). A linear model was applied, followed by a Tukey post-
hoc test comparing only possible biological interactions with a contrast matrix. Specifically, we
compared the diversity i) between host species and ii) within adapter species along the

urbanization gradient.

Ecological processes shaping the diversity of the gut microbiota
We used two approaches to infer the relative influence of ecological processes in shaping the

GM taxonomic and functional diversity.

We examined the importance of functional redundancy by analyzing the correlations between
functional and taxonomic richness for each species-site combination (Fig. 1B, step 2). A slope
lower than 1 indicated functional redundancy, ie. multiple bacterial taxa having the same

function (Lamothe et al., 2018), while a slope greater than 1 indicated that bacterial taxa may

have more than one function. We tested whether these slopes differed significantly between
species-site combinations, using an analysis of covariance (ANCOVA) performed with a GLM. A

post-hoc test was applied using emmeans_test with rstatix package (Kassambara, 2022) to

compare pairs of slopes between species-site combinations. Here, we considered the
taxonomic richness as a covariate of functional richness. The matrix contrast of biological pairs
and Benjamini-Hochberg corrections for multiple tests were implemented to assess the

significance of interactions.

Next, NTI values provided information about the relative influences of stochastic and

deterministic processes on GM composition (Webb et al., 2002). When GM is predominantly

influenced by stochastic processes, its phylogenetic composition is expected to align closely
with random community assembly expectations (-2 < NTI < 2). In the opposite, selection

mediated by environment (environmental filtering) should lead to phylogenetic clustering, i.e.

179


https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2023.09.07.556680v1.full#ref-34
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2023.09.07.556680v1.full#ref-32
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2023.09.07.556680v1.full#ref-32
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2023.09.07.556680v1.full#ref-33
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2023.09.07.556680v1.full#ref-33
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2023.09.07.556680v1.full#F1
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2023.09.07.556680v1.full#ref-46
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2023.09.07.556680v1.full#ref-37
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2023.09.07.556680v1.full#ref-99

the coexistence of taxa that are more closely related than expected by chance (NTI > 2).
Selection mediated by bacterial species competitive interactions should lead to phylogenetic
overdispersion, i.e. the coexistence of taxa that are more distantly related than expected by
chance (NTI < -2). We tested these hypotheses by comparing ASVs phylogeny to a null model,
generated by randomizing the bacterial ASV labels between taxa (with the parameter:

null. model="taxa.labels"; Fig. 1B, step3).

Gut microbiota taxonomic and functional composition

Variationsin the beta diversity of the gut microbiota

We measured GM beta diversity, which refers to bacteria diversity between hosts, to compare
taxonomic and functional composition with regard to host species, sampling sites and individual
features. Additionally, we examined i) between host species categories of urbanization
response and ii) within host adapter species along the urbanization gradient.

Dissimilarities in taxon composition (ASVs) were calculated based on the normalized ASVs
abundance table and the weighted unifrac index. This index considers both the abundance of
ASVs and their phylogenetic relationships. We analyzed changes in GM composition along the

urbanization gradient using the vegan package (Oksanen et al., 2020). We tested the influence

of small mammal species, sites and individual factors (sex and maturity) on GM composition
using a permutational analysis of variance (PERMANOVA) implemented with the capscale
function. The best model was selected using permutation testsin constrained ordination, and
the ordiR?step function maximizing the R? value. Besides, we performed a distance-based
redundancy analyses (db-RDA) from the previously obtained constrained ordination. This
enabled to highlight, in addition to the “pairwise adonis” post-hoc test, the variation between

each pair within sites and species.

Ecological processes shaping the composition of gut microbiota
We applied several approaches to infer the relative influence of ecological processes in shaping

the composition of the GM (Fig. 1B).

First, PERMANOVA analyses were performed to provide information on GM flexibility (Fig. 1B,

step 1). We considered both variations in GM composition along the urbanization gradient for
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adaptive species and variations in GM composition between sympatric urban adapter and

dweller species.

Second, we tested whether the variations in GM composition resulted from adaptive or non-
adaptive changes. We estimated intra-host species and intra-site dispersal using the
PERMDISP2 test implemented with the betadisper function. High dispersal indicated that the
GM composition was likely to be driven by stochastic processes while low dispersal could reflect

selective processes favoring similar microbial functions (Fig. 1B, step 3).

In addition, the null model approach was applied to quantify the contribution of ecological
processes (stochasticity vs selection) on GM composition assembly and turnover (Stegen et al.

2013). We followed the procedure described by Barnett et al. (2020) to generate the B- nearest

taxon index (BNTI). Briefly, we used the comdistnt function from the picante package to
determine the B-mean-nearest taxon distance (BMNTD). We generated null values of BMNTD
by randomly reshuffling 1,000 times the extremities of the phylogenetic tree. Finally, BNTI was
calculated according to the formula: BNTI= (BMNTDobserved-mean (BMNTD null))/ standard
deviation (BMNTDnull). Selection was a major process when BNTI was lower than - 2 or higher

than 2 (Stegen et al., 2013). In this case, the phylogenetic turnover of the GM was lower or

higher than expected by chance respectively. In contrast, when BNTI values ranged between -

2 and 2, we concluded that stochastic processes were the main drivers of the GM composition.

After clustering individuals by species-site combination, we counted the number of
observations of each ecological process, according to the BNTl values, within each combination.
We performed a chi-2 test to detect observations that were significantly different from null

expectations.

Lastly, we determined whether individuals from a given species-site combination had more
similar functions than individuals from different species-site combinations, which could be the
result of selective processes (Fig. 1B, step 4). This analysis was performed using the DESEg2
package with count data and a negative binomial family (the Wald Test parameter) (Love et al.,

2014). We added +1 to the abundance dataset to avoid a zero-inflation bias.
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D. Results

3.1. Urbanization influences small mammal communities

Based on a sampling effort of 2163 traps-nights, we recorded a total of 228 small mammals, i.e.
a global trapping success rate of 10.5%. They corresponded to 14 species. Nine species
belonged to the order Rodentia and to four families: Gliridae (Glis glis), Sciuridae (Sciurus
vulgaris), Muridae (Rattus norvegicus, Mus musculus, Apodemus sylvaticus and Apodemus
flavicollis) and Cricetidae (Myodes glareolus, syn. Clethrionomys glareolus, Microtus arvalis and
Microtus agrestis). Five species belonged to the order Soricomopha and Soricidae family (Sorex

araneus, Sorex coronatus, Neomys fodiens, Crocidura russula and Crocidura leucodon) (Fig. S1).

Sampling sites delineate an urbanization gradient

The first axis of the PCA based on site characteristics explained 60.97% of the total variation
and opposed artificial areas and contiguous forests to a forested environment with larger
forested areas (Fig. 2A). Sampling sites were organized along this axis that described a gradient
of urbanization with urban sites (FRPLTO and in a lesser extent FRPDLL) and rural sites (FRFCOR
and FRFMIG).
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Fig. 2. Analyses of small mammal community variations. A) Principal component analysis (PCA) of the
environmental features characterizing sampling sites (black arrows. The red arrows indicate that PCA1
axis describes a gradient of urbanization while PCA2 axis describes differences in land management. B)
Canonical correspondence analysis (CCA) of the small mammal trapping success per site. Sites are
represented by dots and color code. Species are represented by a black triangle. The two first PCA axes
were included as explanatory variables in the canonical analysis and are represented by red arrows. C)
Bar graph showing the relative trapping success of species (represented by colors) per site, ordered
from the less (FRFMIG) tothe more (FRPLTO) urbanized ones. The icons highlight the variations between
urban and rural locations, with arrows denoting the species classification on the urbanization spectrum.
Species that are not found in urban zones are classified as urban avoiders, those only present in urban
areas are urban dwellers, and those found in both areas are urban adapters.

Small mammal species exhibit distinct categories of response to urbanization

The assembly of small mammal communities differed among sampling sites (Fig. 2A; Fig. S2).
Although the geography, climate and land use explained part of this variation (Fig. S3;
Supplementary Table S1.2), urbanization was the main factor driving the differences observed
between sites. Rural sites homed seven (FRFCOR) or eight (FRFMIG) small mammal species and

they had six species in common. Urban sites homed fewer small mammal species (respectively
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five in FRPDLL and six in FRFLTO) and they shared three species. FRFDLL also had three species
in common with the rural sites, while FRFPLTO had only one species in common with these

sites.

The CCA based on small mammal relative abundance revealed that sites differed in the
composition of small mammal communities and this variation was found to be associated with
urbanization (Fig. 2B). The first axis of the CCA explained 80% of the total variance and it
represented the urbanization score. PERMANOVA tests showed that small mammal community
composition was significantly influenced by urbanization (F=5.36, p=0.04) with 57% of the

variance explained by this factor (Supplementary Table S1.3).

Small mammal species corresponded to the avoider, adapter and dweller categories defined in

the literature to describe wildlife responses to urbanization (Fischer et al., 2015). Some species,

G. glis, M. agrestis, S. araneus, S. coronatus, N. fodiens and C. leucodon, were urban avoiders.
Their relative abundance was always lower than the urban dweller and adapter species. Other
species were present in both rural and urban sites. These urban adapters are M. glareolus, A.
flavicollis and A. sylvaticus (Fig. 2C). They varied in abundance between sites: the relative
abundance of A. sylvaticus increased along the urbanization gradient while the relative
abundance of M. glareolus and A. flavicollis decreased with urbanization. They were even
absent from the most urbanized site FRPLTO. In contrast, urban dwellers, namely R. norvegicus,

M. musculus, S. vulgaris and C. russula, were relatively abundant compared to urban adapters.

Rare species were not included in further analyses of GM diversity and composition.

3.2. Urbanization influences alpha diversity of small mammal gut microbiota

We obtained a total of 5478 ASVs derived from 222 small mammals after the filtration steps.
They corresponded to 1969 enzyme commissions (ECs) and 383 metabolic pathways. For all
analyses, we found similar results between EC and metabolic pathway diversity, so we only

presented the results relative to pathways below.
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Small mammal species identity influences gut microbiota alpha diversity (Fig.1B, step1)

Small mammal species was the main factor explaining variations in GM alpha diversity,
whatever the indices analyzed (GLM, taxonomic richness: F=80.42, p=<2.2e-16; Shannon index:
F=56.75, p=2.2e-16; Faith’s PD: F=37.58, p=2.2e-16, Fig. 3A; functional diversity: F=7.29,

p=4.4e-07; Fig. 3B; Tablel).
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Fig. 3. Boxplot showing variation in the alpha diversity of the gut microbiota between small mammal
species in rural sites (sites FRFMIG and FRFCOR) and urban sites (sites FRPDLL and FRFLTO). The color
codes correspond to small mammal species and they remain the same for all subfigures.

Alpha diversity was measured A) at the taxon level with the taxonomic richness (number of ASVs),
Shannon index, phylogenetic diversity (PD) and Nearest Taxon Index (NTI) and B) at the functional level
with the functional richness corresponding to the number of metabolic pathways. C) Plot of the
correlation between the taxonomic and functional richness for each small mammal species in rural
(FRFMIG, FRFCOR) and urban (FRPDLL, FRPLTO) sites. Open in new tab
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Table 1. Results of the best models for the different GLM tests performed for each taxonomic and
functional diversity index. For each variable in the best model, the F value, the P value, R? and the
percentage of the variance explained are indicated (some factors explain the same proportion of the
variance). The red gradient indicates the importance of the R? and of the variance explained in the
models.

Data Metrics Bestmodels F value P value R2 Total Variance %
Sites 10.06 3.17e-06  0.040 |4
Specific Richness Maturity 252 0.1 0.002 Iﬂ
Small mammal B80.42 <2.2e-16 - _
species
Sites 438 5156-03 0020 |3
Maturity 4,97 0.03 0.008 | 1
Ll Sex 295 0.09 0.004 |2
Taxonomic diversity
Small mammal 56.75 <=22e-16 - _
species
Sitas 1477 9.24e-09 0140 ([
Phylogenetic Diversity
Small mammal 37.58 <2.2e-16 - —
species
Sites 280 004 0.210 -
M Small mammal 2981 <ze-16 (0260 (D
species
Sites 1213 237e-07  0.180 (D
. Maturity 449 0.04 0020 |3
Functional diversity Specific Richness
Small mammal 7.29 44007 0.150 -
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Among Muridae, the GM of the three urban adapter species, A. sylvaticus, A. flavicollis, and M.
glareolus, exhibited similar levels of alpha diversity, whatever the indices considered (Fig. 3;

Supplementary Table S2.1).

The GM taxonomic diversity was significantly lower for urban dweller species than for urban
adapter species (Fig. 3A; Supplementary Table S2.1). C. russula, M. musculus and R. norvegicus
had lower taxonomic diversity than Apodemus sp. and M. glareolus in FRPDLL and/or FRPLTO.
This pattern was less pronounced for R. norvegicus in FRPLTO when considering Shannon and

PD indices compared to the taxonomic richness (Fig. 3A, Supplementary Table S2.2).
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Conversely, the urban dweller species showed a greater GM functional diversity than the urban
adapter species (e.g. M. musculus, R. norvegicus and C. russula compared to A. sylvaticus in
FRPLTO, or C. russula compared to Apodemus sp. and M. glareolus in FRPDLL; Fig. 3B;
Supplementary Table S2.2).

Urbanization influences gut microbiota alpha diversity (Fig. 1B, step1)

Overall, the GM diversity increased with urbanization for all diversity indices considered except
NTI (Fig. 3A and 3B, Supplementary Table S2.1). The GM diversity of adapter species was lower
in the rural sites FRFMIG and FRFCOR than in the urban ones FRPLTO and FRPDLL
(Supplementary Table S2.1). This impact of urbanization was dampened when considering the

Shannon index (Supplementary Table S2.1).

The interaction between species and site significantly explained variations of alpha diversity in
all the models tested (GLM; Taxonomic richness: F=43.86, p<2.2e-16; Shannon: F=33.67,
p=2.2e-16; PD: F=21.39, p<2.2e-16; Functional richness (Pathway): F=9.27, p=5.58e-15;
Supplementary Table S2.2). The GM alpha diversity of M. glareolus and A. flavicollis, but not A.
sylvaticus, increased along the urbanization gradient whatever the indices considered

(Supplementary Table S2.2).

Gut microbiota functional redundancy and phylogenetic clustering vary with urbanization (Fig.
1B, step2)

The covariance between functional and taxonomic richness indices was significantly influenced
by small mammal species (ANCOVA, F=19.71, p=2.2e-16), site (ANCOVA, F=6.71, p=2x10") and
sex (ANCOVA, F=5.26, p=0.02) (Fig. 3C). Overall, the covariance was higher for urban dweller
species than for urban adapter species (Fig. 3C; Supplementary Table S2.3). This pattern was
also significant at the scale of a particular site. For example, at FRPLTO, the slope for all other
urban dweller species was higher than 1 (R. norvegicus, a =3.30; M. musculus, a=5.70; C.
russula, a=17.00) whereas it was lower than 1 for A. sylvaticus indicating functional redundancy

for this urban adapter species (A. sylvaticus, a=0.37).

The covariance decreased along the urbanization gradient for urban adapter species, indicating
high levels of functional redundancy in urban parks but not in forests (Supplementary Table

S2.3; Fig. 3C; M. glareolus: FRFMIG, a=2.10, FRFCOR, g=1.90 and FRPDLL, a=-0.02; A. flavicollis:
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FRFMIG, 0=2.10, FRFCOR, a=1.90; FRPDLL, g=-0.59; A. sylvaticus: FRFCOR, g=2.10, FRPDLL,
0=0.93 and FRPLTO, g=0.37).

NTI showed significant variations mainly among species categories of urbanization response
(F=29.8, p=2.2e-16). We detected high NTI values for urban adapter species (NTI < -2),
indicating a significant phylogenetic clustering (Fig. 3A. Supplementary Table S2.1). No
significant pattern was detected for the urban dweller species (NTI values ranged between -2
and 2, close of 0). No changes were observed along the urbanization gradient for the adapter

species (Supplementary Table S2.1).

3.3 Gut microbiota composition changes between small mammal species and along the
urbanization gradient

Gut microbiota composition varies with urbanization (Fig. 1B, Step1)

The GM taxonomic composition was significantly influenced by small mammal species
(PERMANOVA, R?=0.32, F=12.57, p=0.001) and sites (PERMANOVA, R?=0.08, F=9.06, p=0.001)
(Supplementary Fig. S3, Table S3.1). We observed the same results for the GM functional
composition (PERMANOVA, species: R?=0.25, F=8.50, p=0.001; sites: R?=0.08, F=7.70, p=0.001;

Supplementary Table S3.1).

The db-RDA (Fig. 4A, 4B) showed that the clustering of individuals was driven by their species
affiliation, then by their adaptation to urbanization rather than by their phylogeny (partial
Mantel test, ASV: R=0.61, p=0.004; function R=0.58, p= 0.004; Supplementary Fig. S5, Table

S3.2). Indeed, the first axes opposed urban dweller species to urban adapter species.
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Fig. 4. Distance-based redundancy analysis (db-RDA) of small mammal GM performed A) on ASVs and
using the weighted Unifrac dissimilarity matrix and B) on functions and using the Bray-Curtis dissimilarity
matrix. Only significant factors based on the capscale and ordiR2step analyses are indicated by arrows.
The ellipses represent a 90% confidence interval around the centroids of the groups. The larger graph
shows the significant factors modulating GM composition. Each point represents the GM of an individual
and the color illustrates the small mammal species. The smaller graphs below represent the variation of
the GM composition along the urbanization gradient for urban adapter species (A. sylvaticus;
A.flavicollis and M. glareolus). Each point represents the GM of an individual and the colors represent
sites and the urbanization gradient. Open in new tab

The GM composition (ASVs and functions) of A. sylvaticus (family Muridae) was closer to the
one of M. glareolus (family Cricetidae) than to the one of R. norvegicus or M. musculus (family
Muridae) (Fig. 4). These differences were also observed when considering species living in

sympatry, especially at FRPLTO (Supplementary table S3.1, Fig. S4).

Urban adapter species showed contrasted changes in GM composition along the urbanization
gradient. No change in taxonomic nor functional composition was observed for A. sylvaticus
(ASV: Fig. 4A, F=1.60, p=0.052; function: Fig. 4B, F=1.46, p=0.110). A. flavicollis GM composition
slightly changed with urbanization at both the taxonomic (Fig. 4A, F=2.03, p=0.020) and
functional (Fig. 4B, F=3.22, p=0.010) levels. M. glareolus GM changed with urbanization at the
taxonomic level (Fig. 4A; F=1.87, p=0.020) but not at the functional level (Fig. 4B; F=1.58,
p=0.090).
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The relative influence of ecological processes driving gut microbiota composition varies with
urbanization (Fig. 1B, step3). We showed that the overall dispersion of the GM composition
tended to increase with urbanization (Betadisper test, ASV: F=17.53, p=3.16e- 10; function
F=11.73, p=3.78e-07, Fig. S6), in particular at FRPLTO (Supplementary Table S3.3). Small
mammal species differed significantly in terms of dispersion (Betadisper test, ASV: F=6.67,
p=9.37e-08; function: F=31.85, p=2.2e-16). Urban adapter species exhibiting lower levels of
dispersion than some urban dwellers, mainly in urban park (e.g. C. russula for both taxonomic
and functional composition; M. musculus for the functional composition only, Supplementary

Table S3.3).

When we considered species-site combinations, we showed that urbanization dampened the
dispersion in GM composition for two urban adapter species (Betadisper test, ASV: F=5.06,
p=1.77e-06, Fig. 5A; function: F=16.30, p=2.2e-16, Fig. 5B; Supplementary Table S3.3), M.
glareolus and A. flavicollis (Betadisper test, ASV: F=5.06, p=1.77e-06; function: F=16.30, p=2.2e-
16, Fig. 5A.B; Supplementary Table S3.3).
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Fig. 5.Boxplot of the distance to the centroid of each individual for each species-site combination at A)
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We next assessed the relative influence of community assembly processes using the BNTI index.
Phylogenetic turnover was mainly shaped by stochasticity (>60%) (Fig. 5C). The allocation of
assembly processes within species-site combinations was significantly different from what was
expected (Chi-2 test, c?= 120.5, p= 2.2e-16). The “small mammal species” and “sampling sites”
factors had significant effect on GM assembly. The GM assembly of urban adapter species was
relatively more influenced by selection in forests (FRFEMIG: M. glareolus 39%, A. flavicollis 36%;
FRFCOR: M. glareolus 31%, A. flavicollis 30% and A. sylvaticus 35%), as well as in FRPDLL for A.
flavicollis (36%) (Fig. 5C, S7). We detected a strong influence of stochasticity in dweller species
(C. russula in FRPDLL and FRPLTO, 86% and 94%, respectively; R. norvegicus in FRPLTO, 89%),
avoider species (C. leucodon in FRFMIG, 86%) and for M. glareolus in the urban park FRPDLL
(85%) (Fig. 5C, S7).

The abundance of gut microbiota pathways and enzymes varies with urbanization (Fig. 1B,
step4). We found 236 out of 383 metabolic pathways and 1064 out of 1969 enzymes with
differential abundances between species-site combinations (Supplementary Table S3.4, Fig. 6;
Fig. S8B). The urban dweller species diverged from urban adapter species due to an over-
representation of some hydrolases (ester bond group) and transferases (sulfur and phosphorus
containing groups, acyltransferases, glycotransferases). Different enzyme classes showed
differential abundance along the urbanization gradient for the three urban adapter species.
Hydrolases (ester bond group) were more abundant in urbanized sites for M. glareolus and A.
sylvaticus. For M. glareolus, we also detected an over-representation of lyases (C.C. group) and
an under-representation of hydrolases (peptidases and carbon nitrogen group) and
oxidoreductases in FRPDLL compared to FRFMIG and FRFCOR. For A. flavicollis, we found an
over-representation of transferases (acyltransferases and one carbon) and isomerases
(intramolecular lyases) in FRPDLL compared to FRFMIG and FRFCOR. The results for the
taxonomic families and pathways are summarized in supplementary materials (Supplementary

Table S3.4, Fig. S8A).
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E. Discussion
4.1 Small mammal communities change with urbanization

Urbanization represents one of the most extreme forms of land use change (Johnson & Munshi-

South, 2017). It may result in modifications of host community composition with an increased

abundance of exotic species at the expense of native ones (Faeth et al., 2011). Here we sampled

small mammals in forested sites along a gradient of urbanization, which was distinguished by
the extent of artificial features as well as the size and fragmentation of the forests. We observed
marked changes in the composition of small mammal communities along this gradient, as

previously shown in other studies (Grimm et al., 2008; Sih et al., 2011). The presence and

abundance of small mammal species along the urbanization gradient enabled to classify them
into the three classically defined categories. i) The urban avoiders, G. glis, M. agrestis, S.
araneus, S. coronatus, N. fodiens, and C. leucodon, which were only found in rural forests and
had low abundance. ii) The urban adapters, A. sylvaticus, M. glareolus, and A. flavicollis, which
were present in most types of forests. iii) The urban dweller species, R. norvegicus, M. musculus,
and C. russula, which were found exclusively in cities. These categories may result from
different ecology and life-history traits of small mammals, leading to the ability to adapt or not
to the rapid and unfavorable changes associated with urbanization (e.g. habitat fragmentation

and pollution, Grimm et al., 2008). Besides, urbanization can offer abundant and continuous

resources, as well as new refuges, which can lead to the coexistence of adapter and urban

dweller species (Chamberlain et al., 2009; Ofori et al., 2018). In our study, this resulted in a

maximum diversity and composition of small mammal communities observed in the peri-urban

park FRPDLL. This pattern has already been shown in other countries (e.g. Grade et al., 2022)

and aligns with the intermediate disturbance hypothesis proposed by Connell (Sheil & Burslem,

2013).

4.2 Host species-driven flexibility of the gut microbiota: the influence of categories of
urbanization response

Our findings showed that species identity was a foremost determinant of GM diversity and
composition. As noted by Kohl (2020), the GM exhibited inter-individual variation but remains
relatively conserved based on the identity of the host species. Such phylosymbiosis (observed
concordance between the GM and the host species) has already been described in former

studies on sympatric species of small mammals (Knowles et al., 2019; Weinstein et al., 2021).
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Despite this undeniable role of host phylogeny in microbial structure, our results emphasized
significant variations in the diversity and composition of the GM among different species
categories, reflecting their responses to urbanization. Specifically, we observed that the
structure of gut microbiota differed between categories, but were similar within each category.
The urban adapter species showed a distinct microbial composition from the dweller species.
Apodemus spp (family Muridae) had a microbial composition closer to M. glareolus (family
Cricetidae) than to its close relatives (e.g. R. norvegicus and M. musculus, family Muridae).

Varudkar & Ramakrishnan (2018) previously reported a similar pattern while comparing the

GM of two phylogenetically related rats in rural and urban habitats. Habitat emerged as the
main predictor of GM diversity and composition. More studies are now required to corroborate
the strong impact of responses to urbanization on inter-specific differences in GM, and to
determine the relative influences of deterministic and stochastic processes in shaping this

microbial community in wildlife.

4.3 Stochasticity, a major process shaping microbial diversity and composition in urban dweller
and avoider species

Our study highlighted the influence of distinct ecological processes on the GM diversity and
composition of urban dweller vs adapter species. Urban dweller species had higher levels of
intraspecific variance in their GM composition than adapter species. This may be due to larger
ecological niche, for example with differences in diet between urban and rural areas, as has

been reported in coyotes (Sugden et al., 2020). In rural forests, small mammals mainly eat

seeds, fruits, and insects, whereas in urban areas, they may have access to a wider range of
food sources such as garbage and pet food. However, other factors beyond diet may also be at
play, as this pattern of GM variance was observed even when species were found in sympatry
and potentially sharing their resources and habitats. For instance, the variance in the GM
composition of wood mice was lower than that of house mice and rats, even when only

considering the highly anthropized urban park FRPLTO.

Our results provided several evidence for a strong influence of stochastic processes on the GM
diversity and composition of urban dweller species. Indeed, we found no strong evidence of
bacterial competition or environmental filtering mediating GM composition. We demonstrated

that stochasticity was more important than expected in the assembly and renewal of their GM.
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High variance of the GM in these species could thus reflect the deregulation of the bacterial
composition and dysbiosis, with individuals acquiring different microbiota due to stochastic

processes (Zaneveld et al., 2017). Although this phenomenon has already been observed in

urban environments (Stothart & Newman, 2021; Sugden et al., 2020), it remains important in

the future to investigate how this stochasticity and high variance in GM composition impact the

physiology, health and fitness of small mammal species.

In addition, we detected higher levels of functional richness and lower levels of functional
redundancy in urban dwellers compared to adapter species. Dweller species had a GM that
consisted of a small number of specialized taxa with unique functions. The GM diversity and
composition might hence have contributed to the specialization of these dweller species to

urban environments (Moeller & Sanders, 2020). For instance, the urban dweller species

showed a lower representation of Muribaculaceae and Rikenallaceae bacteria (as seen in mice

fed with low fiber diet, e.g. Wang et al, 2020) and an over-representation of

Helicobacteraceae, as previously found in mice fed a high-fat diet (Ali Irshad Koh Young-Sang,

2015). We also observed a higher representation of several enzymes and metabolic pathways
in dwellers compared to urban adapter species. These functions could play critical role in urban
dweller species adaptation in cities, in particular by counteracting the damaging anthropogenic
pressures encountered in such disturbed environment. As such, in humans, genes encoding for
hydrolases are overexpressed in cities, and some of the metabolic functions related to these
enzymes are involved in the regulation of cardiovascular diseases, inflammatory responses and

neurological diseases (Morisseau, 2022). In cities, GM may have enabled urban dwellers to

settle and persist while being "sick".

The gut microbiota (GM) of the urban avoider species studied here, the soricomorph Crocidura
leucodon, exhibited similar patterns (low alpha diversity, high inter-individual variance in GM
composition) driven by the same processes (low levels of bacterial competition and functional
redundancy, high rate of stochasticity) than other urban dweller species, in particular the
phylogenetically close C. russula. This similarity may stem from ecological specialization rather

than urban adaptation (e.g. Zepeda Mendoza et al., 2018). The GM may play a role in the

expansion or specialization of the host niche, known as the extended phenotype (Nougué et

al.,, 2015). In this study, C. leucodon was trapped in a single forest. As it habits open woodland
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environments and agricultural areas, it would be interesting to investigate the ability of this
urban avoider species to resist or respond to rapid environmental changes, as those

experienced due to climatic and anthropogenic changes.

4.4 Variable influence of ecological processes in shaping the gut microbiota of urban adapter
species in response to urbanization

We next focused on urban adapter species and investigated GM flexibility along the
urbanization gradient. We revealed an impact of urbanization on GM diversity and

composition, as previously described for other mammals (e.g. Stothart et al., 2019; Sugden et

al., 2020).

We observed a slight increase in GM diversity and composition with urbanization in the adapter
species Apodemus flavicollis and Myodes glareolus. Higher values of GM diversity and marked
differences in GM composition were observed in the peri-urban park FRPDLL compared to

forests.

The patterns for taxonomic richness were less pronounced when considering the Shannon
index, meaning that changes in bacterial diversity were mainly driven by the presence of rare
species. These results were congruent with the observed changes in small mammal
communities associated with urbanization. This could suggest a potential cascading effect of
changes in host communities on host microbial communities, or a similar impact of
environmental disturbance on both communities with higher species diversity maintained in
environments with intermediate disturbance (Intermediate Disturbance Hypothesis, Connell,

1978; Willig & Presley, 2018). Changes in the resources available in the environment associated

with anthropization could for example lead to greater microbial diversity and larger ecological

niche (Weinstein et al., 2021).

These patterns were also less marked when comparing results obtained from functions and
from taxonomy. Besides, we provided evidence for higher levels of functional redundancy and
stochasticity in urban parks than in forests, although this result was less marked for A.
sylvaticus. We have detected signals of phylogenetic clustering resulting from strong bacterial

filtering (Webb et al., 2002). When a species of bacteria cannot fulfill a specific function due to

unfavorable environmental conditions, another species or group can step in. This ensures the

197


https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2023.09.07.556680v1.full#ref-85
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2023.09.07.556680v1.full#ref-86
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2023.09.07.556680v1.full#ref-86
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2023.09.07.556680v1.full#ref-104
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2023.09.07.556680v1.full#ref-100
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2023.09.07.556680v1.full#ref-99

stability of essential functions (Konopka, 2009). However, if this functional redundancy

becomes excessive, particularly due to intense environmental selection, it could lead to a
homogenization of functions, making the microbiome less resilient to unexpected
environmental changes. This urban homogenization has been observed in urban microbial soil

(Delgado-Baquerizo etal., 2021). Lastly, the relative importance of selection in shaping the GM

of these urban adapter species was slightly higher in forests than in parks, and we detected
changes in enzymes and metabolic pathways along the gradient of urbanization, some of them
being shared by at least two of these rodent species (e.g. PWY.5005, PWY.6628 or hydrolases

ester bounds for M. glareolus and A. sylvaticus) and other being specific.

Altogether, these results indicated that the GM diversity and composition of urban adapter
species are quite stable along a forest gradient of urbanization. Surprisingly, we found no
evidence of dysbiosis in urban sites for these species, contrary to what could have been

expected from other studies (e.g. for the spiny rat Proechimys semispinosus, Fackelmann etal.,

2021). This suggests GM resistance or resilience (Moya & Ferrer, 2016b; Sommer et al., 2017)

in the face of such environmental changes (Alberdi et al., 2016; Moeller & Sanders, 2020;

Voolstra & Ziegler, 2020b), with the impact of stochasticity being dampened by functional

redundancy (Moya & Ferrer, 2016b; Sommer et al., 2017). Temporal surveys would be

necessary to corroborate this effect of urbanization on GM dynamics and evolution in urban
adapter species, and to better understand how these responses to urbanization may affect

their fitness.

Conclusions

This study corroborated the strong interlinkages existing between small mammal communities
and their GM, that might change with hosts’ and abiotic features. As such, feedback loops might
occur between host communities and their microbiota in response to environmental

perturbations (Miller et al., 2018; Moorhead et al., 2017). In particular, urbanization seemed to

impact the diversity and composition of GM differently, either as a cause or a consequence of
the host species’ ability to cope with environmental changes. Further research should be
conducted to investigate these relationships and their impact on the health and susceptibility
to pathogens of small mammals, as they are significant reservoirs of zoonotic agents and

frequently come into contact with humans in urban areas.
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IV. Conclusion
Nous avons observé que la diversité et la composition des communautés de petits mammiferes
et de leur microbiote intestinal pouvaient étre influencées par I'anthropisation. Nous avons
identifié différentes caractéristiques du microbiote intestinal, particulieres aux espéces

citadines, adaptées ou évitantes des environnements urbains.

Les especes présentant une grande capacité d’adaptation a leur environnement, i.e. présentes
tout le long du gradient d’anthropisation, se caractérisaient par une composition fonctionnelle
du microbiote intestinal relativement stable au fil du temps (A. sylvaticus) et le long du gradient
d’anthropisation (A. sylvaticus, M. glareolus, A. flavicollis). Ceci semblait permis en grande

partie grace a une redondance fonctionnelle importante.

En revanche, les especes spécialistes, citadines ou présentes uniguement en forét,
présentaient une plus grande variabilité inter-individuelle dans leur composition, ce qui
semblait pouvoir affecter la "santé" de I'h6te (signe de dysbiose). La redondance fonctionnelle
du microbiote intestinal de ces especes était faible, ce qui signifiait que les especes avaient une
grande diversité de fonctions. Certaines de ces fonctions étaient surexprimées chez tous les
individus, suggérant une sélection de taxons spécialisés a un environnement particulier, et

assurant des fonctions potentiellement essentielles a 'adaptation a ces milieux.

Enrésumé, ces études apportent des connaissances importantes sur la structure et la variabilité
du microbiote intestinal des petits mammiféres en milieu naturel. Les travaux réalisés nous ont
aussi permis de mettre en évidence les processus écologiques qui influencent I'assemblage des
communautés bactériennes intestinales chez ces animaux, le long d'un gradient
d'anthropisation et au fil des saisons. La connaissance et le suivi de la biodiversité du microbiote
intestinal dans la faune sauvage pourraient représenter une nouvelle approche pour mieux

appréhender la santé animale en milieu naturel .
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Chapitre 4 — Analyse des interactions entre communautés
microbiennes commensales et communautes de pathogenes

|.  Contexte
Les pathogenes ont souvent été étudiés de maniere isolée plutdt que dans le cadre d'une
communauté dont les entités interagissent. Bien que le nombre d'études sur les co-infections
et les interactions entre pathogénes ou entre pathogéne(s) et microbiotes commensaux ne
cesse d’augmenter (exemple Dash et al., 2019; Liu et al.,, 2021), les recherches sur ces
interactions restent rares et centrées sur quelques taxons, et tres peu d’études évaluent
conjointement ces interactions entre communautés de pathogénes et communautés

commensales.

Les liens entre les communautés bactériennes commensales et les communautés de
pathogénes pourraient étre expliqués par l'influence de facteurs environnementaux partagés
(filtres intra-h6tes ou externes). s peuvent aussi résulter des interactions entre communautés
ou taxons, indépendantes de [|'environnement, médiées par des actions mécaniques
(production de biofilms), la production de métabolites ou toxines, ou le systéme immunitaire
entre autres possibilités. En revanche, il est possible que des interactions spécifiques se
produisent entre les pathogénes et le microbiote intestinal par exemple, sans que la diversité

ou la composition globale de ces communautés soit affectées (exemple Kreisinger et al., 2015).

Dans cette étude, nous avons entrepris d'explorer les relations tripartites entre les
communautés de bactéries intestinales, les communautés de bactéries pathogenes et les
communautés d'helminthes gastro-intestinaux, chez le campagnol roussatre Myodes (syn.
Clethrionomys) glareolus. Les analyses ont été effectuées en utilisant des données provenant
d'une campagne d'échantillonnage réalisée en 2014. Cette campagne a couvert quatre sites
situés dans le Jura et I'Ain, dont deux étaient communs avec I'échantillonnage effectué pour
ma these. Les méthodes de détection des pathogenes ainsi que la caractérisation du microbiote
intestinal ont été les mémes que celles décrites dans le chapitre 1 et le chapitre 3,

respectivement.
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Il. Relations tripartites entre le microbiote intestinal, les assemblages d'helminthes

et lesinfections bactériennes dans les populations de campagnols roussatres.
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A. Abstract

Background Despite its central role in host fitness, the gut microbiota may differ greatly
between individuals. This variability is often mediated by environmental or host factors such as
diet, genetics, and infections. Recently, a particular attention has been given to the interactions
between gut bacteriota and helminths, as these latter could affect host susceptibility to other
infections. Further studies are still required to better understand the three-way interactions
between gut bacteriota, helminths and other parasites, especially because previous findings

have been very variable, even for comparable host-parasite systems.

Methods In our study, we used the V4 region of the 16S rRNA gene to assess the variability of

gut bacteriota diversity and composition in wild populations of a small mammal, the bank vole
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Myodes glareolus. Four sites were sampled at a regional geographical scale (100 km) along a
North-South transect in Eastern France. We applied analyses of community and microbial
ecology to evaluate the interactions between the gut bacteriota, the gastro-intestinal

helminths and the pathogenic bacteria detectedin the spleen.

Results We identified important variations of the gut bacteriota composition and diversity
among bank voles. They were mainly explained by sampling localities and reflected the
North/South sampling transect. In addition, we detected two main enterotypes, that might
correspond to contrasted diets. We found geographic variations of the
Firmicutes/Bacteroidetes ratio, that correlated positively with body mass index. We found
positive correlations between the specific richness of the gut bacteriota and of the helminth
community, as well as between the composition of these two communities, even when
accounting for the influence of geographical distance. The helminths Aonchotheca
murissylvatici, Heligmosomum mixtum and the bacteria Bartonella sp were the main taxa
associated with the whole gut bacteriota composition. Besides, changes in relative abundance
of particular gut bacteriota taxa were specifically associated with other helminths
(Mastophorus muris, Catenotaenia henttoneni, Paranoplocephala omphalodes and Trichuris
arvicolae) or pathogenic bacteria. Especially, infections with Neoehrlichia mikurensis, Orientia
sp, Rickettsia sp and P. omphalodes were associated with lower relative abundance of the
family Erysipelotrichaceae (Firmicutes), while coinfections with higher number of bacterial
infections were associated with lower relative abundance of a Bacteroidales family

(Bacteroidetes).

Conclusions These results emphasize complex interlinkages between gut bacteriota and
infections in wild animal populations. They remain difficult to generalize due to the strong
impact of environment on these interactions, even at regional geographical scales. Abiotic
features, as well as small mammal community composition and within host parasite
coinfections, should now be considered to better understand the spatial variations observed in

the relationships between gut bacteriota, gastro-intestinal helminths and bacterial infections.

B. Introduction
Vertebrate gut microbiota plays key roles in host fitness through functions including nutrient

acquisition, immunity and defence against infectious exogenous agents (hereafter called
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‘parasites” and including micro- and macroparasites) or proliferating indigenous organisms

(Belkaid & Hand, 2014; Kamada et al., 2013; Round & Mazmanian, 2009) among others.

Nonetheless, the gut microbiota may differ greatly in natural environments between

individuals, populations and species (Vujkovic-Cvijin et al., 2020). Its composition is even

subject to high temporal variation for a given individual.

These variations are shaped by ecological and/or evolutionary processes, among which

stochasticity, migration and/or adaptive differences in microbes (McDonald et al., 2020;

Kolodny & Schulenburg, 2020). They are mediated by environmental features (e.g. acquisition

of microorganisms from the environment, potentially through diet Ley et al., 2008; Moran et

al., 2019), host factors (notably phylogeny, genetics or vertical transmission from mother to
offspring) and interactions between hosts and their environment across space and time. For
example, disruption of host-associated gut microbiota (termed “dysbiosis”) may occur as a
result of environmental change and stress affecting the host. This has been shown in the

context of anthropogenic pressures (e.g. chemical exposures, Rosenfeld, 2017; urbanisation,

Stothart et al., 2019) or parasite infections (Trevelline et al., 2019).

Understanding the relationships between gut microbiota and parasites is crucial regarding their

potential impacts on human and animal health (Clemente et al., 2012). Among the numerous

studies of vertebrate microbiota, some of them have put an emphasis on the gut bacterial
microbiota (called hereafter ‘gut bacteriota’) and their interactions with gastro-intestinal
helminth parasites. On one hand, the gut bacteriota may act as an innate immune barrier to
intestinal infections and influence the local colonisation and growth of eukaryotic parasites,
including helminths, through competitive metabolic interactions or induction of host immune

responses (Leung et al., 2018). On the other hand, helminth infections may also directly or

indirectly affect the composition of the gut bacteriota via physical contact, competition for

resources or host immunoregulation (see Kreisinger et al., 2015).

Interactions between helminths and the gut bacteriota may be positive or negative (Loke &
Lim, 2015). They may lead to potentially local but also systemic physiological changes affecting
host health. For example, helminth infections can lead to malnutrition and weight loss through

the dysfunction of microbial metabolism that could result from negative impacts on
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fermentative gut bacteria (Leung et al., 2018). Besides, some helminth infections promote

higher abundance of gut bacteria that produce short-chain fatty acids from dietary fiber (Zaiss
et al., 2015). These metabolites circulate throughout the body and are important regulators of

host physiology (glucose and fat metabolism) and immune system (Honda & Littman, 2016;

Kim, 2021). Interactions between these helminths and gut bacteria may here increase the host
anti-inflammatory and regulatory T cell suppressor responses, what may in turn affect host

susceptibility to other infections as well as the outcomes of infections (Glendinning et al., 2014).

The gut microbiota may also influence microparasite infections through their immune function
against local pathogenic bacteria colonization and their role in maintaining the intestinal

epithelium integrity (Khosravi & Mazmanian, 2013). There is also strong evidence for systemic

interactions between the gut microbiota and extra-intestinal microbiota communities, at least

in laboratory mice (e.g. Rosshart et al., 2017;). This systemic impact of gut microbiota is

mediated by host immunity (Zheng et al.,, 2020). As such, the gut microbiota produces

metabolites (e.g., bacteriocins, short-chain fatty acids, microbial amino-acids) that translocate
from the intestinal lumen to various organs (e.g., liver, brain, lung) through the circulatory
system. This may induce tissue-specific immune responses, and affect the host’s
susceptibility/resistance to (non enteric) pathogens (Winckler & Thackray, 2019; Pfeiffer &

Sonnenburg, 2011). Most of these studies have focused on viruses (e.g., influenza A,

coronaviruses, Karst & Wobus, 2019) and not yet on pathogenic bacteria (but see Rolhion &

Chassaing, 2015). The systemic impact of gut bacteriota on microparasite infections still

represents a fundamental knowledge gap in wild animals (Pascoe et al., 2017).

The three-way interactions between host’s gut bacteriota, gastro-intestinal helminths and
microparasites have been scarcely investigated in a single system, despite clearly becoming
pivotal in disease ecology. Yet, the growing interest on gut bacteriota/parasitism relationships

in recent literature (P. T. Johnson et al., 2015) highlights the critical need for further empirical

works. One main reason is the relatively low concordance of findings between previous studies
— even for comparable host-parasite systems (e.g. for Trichuris sp and the gut microbiota, see

Cortes et al.,, 2019; Lawson et al., 2021). Up to now, most of the research on this topic have

been conducted on model species in laboratory settings. Although experiments under

controlled conditions may help deciphering the mechanisms underlying these interactions
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between gut bacteriota and parasites in vertebrates (Pascoe et al., 2017), they also have

inherent limitations. On the one hand, they only included a restricted number of targeted
parasites (usually helminths and/or microparasites). Consequently, they often omitted the
potential effects of species interactions between and within parasite communities at the intra-

host level (Telfer et al., 2010). Co-infections by helminths species have been noticed by

parasitologists for decades (Montgomery & Montgomery, 1989; Haukisalmi & Henttonen,

1993). Yet, co-infections between highly divergent micro- and macroparasites are also
recognized to be the rule in most hosts in natural environments. Indeed, wild animals may carry

simultaneously a large number of bacteria, helminths, viruses (Hoarau et al., 2020). On the

other hand, they are unable to include — and then capture the complexity of — the
environmental conditions as drivers of the composition of gut bacteriota and of the exposure

or sensibility to these latter (Adair & Douglas, 2017). From there, studies in natural contexts

deserve strong consideration because these environmental factors may impact deeply the
relationships between gut bacteriota and parasitism. Empirical studies should enable to
highlight associations, what is a critical pre-requisite before defining hypotheses about

potential interactions and their underlying mechanism:s.

Here, we strived to bridge these gaps by assessing the variability of gut bacteriota diversity and
composition in wild populations of the bank vole Myodes glareolus, which is a small mammal
reservoir of a large number of infectious agents (e.g., Abbate et al., In_revision). We studied
the relationships between its gut bacteriota, parasite infracommunities (focusing on gastro-
intestinal helminths and pathogenic bacterial infections) and host and environmental factors
that may either influence or indicate the health status of the host (e.g., proxies such as the body
mass index (BMI)). The current study therefore addressed two main questions: (1) how is the
structure (composition and diversity) of the gut bacteriota influenced by host and
environmental factors? (2) does the structure of gut bacteriota also reflect associations with

gastro-intestinal helminth and pathogenic bacterial communities?
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C. Material and methods
Data collection
Bank vole sampling
Bank voles (Myodes glareolus) were trapped in summer, between late June and early
September 2014 in forests located in four French localities (Table 1, Figure S1) distributed along
a North-South transectin Eastern France. These localities are separated by 40 to 120 km from

one another. The standardized trapping protocol used here was described in details in Dubois

et al. (2018).

Rodents were euthanized using isofluorane and cervical dislocation, as recommended by Mills
(1995). A similar set of morphological measures was systematically recorded for each
individual. Age groups (juveniles and adults) were defined according to body mass and sexual
maturity. This latter was inferred using testes length and position, and seminal vesicle
development for males, or uterus size for females. Body condition was estimated using the
body mass index (BMI = weight/length?). The digestive tract and the spleen were removed and

stored respectively in 96% ethanol and RNA later solution (-20°C).

Ethical statements: Animal capture and handling have been conducted according to the French
and European regulations on care and protection of laboratory animals (French Law 2001-486
issued on June 6, 2001 and Directive 2010/63/EU issued on September 22, 2010). The CBGP
laboratory has approval (D-34-169-003) from the Departmental Direction of Population
Protection (DDPP, Hérault, France), for the sampling of rodents and the storage and use of their

tissues.
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Table 1. Number of bank voles analysed and prevalence of potentially pathogenic bacteria and gastro-
intestinal helminths for each sampling locality. N is the number of bank voles analysed (Grey cells). NT
represents the number of individuals with data available for the three intra-host communities (gut
bacteriota, pathogenic bacteria and gastro-intestinal helminths). NGB, NPB and NGIH respectively
represent the number of individuals with data available for each of these intra-host communities.
‘Uninfected’ corresponds to the number of uninfected bank voles for a given intra-host community. ‘Co-
infection’ corresponds to the number of bank voles infected with at least two parasites of a given intra-
host community. Prevalence is provided for each pathogenic bacteria detected from the spleen, and
each gastro-intestinal helminth. The red color gradient illustrates variations in prevalence (0% = light
red to 100% = dark red).

Sampling localities

:::L Mont-sous-Vaudrey Chaux-des-Crotenay Chatillon Cormaranche

Full data

Mz

Gut bacteriota

MNe

Pathogenic bacteria

MNew
Uninfected w
Co-infection s
Bartonella sp

Mycoplasma haemomuris

Anaplasma phagocytophilum

Neoehrlichia mikurensis

Crientia tsutsugamushi 0.08 0.00 0.08 0.21 0.00
Rickettsia sp 0.05 0.00 0.08 0.05 0.05
Spiroplasma sp 0.04 0.04 0.00 0.00 0.11
Barrelia miyamotoi 0.02 0.04 0.00 0.03 0.03
Borreliella afzelii 0.02 0.08 0.00 0.00 0.03
Mycoplasma coccoides 0.01 0.04 0.00 0.00 0.00

Gastro-intestinal helminths

Mok

Uninfected s
Co-infectionas
Heligmosomoides glareoli
Heligmosomum mixtum

Aanchotheca murissylvatici

Catenotaenia henttoneni 0.10 0.03 0.19 0.10 0.06
Paranoplocephala omphalodes | 0.06 0.00 014 0.00 0.09
Arostrilepis horrida 0.03 0.00 0.00 0.00 0.14
Mastophorus muris 0.01 0.05 0.00 0.00 0.00
Trichuris arvicolae 0.01 0.03 0.00 0.00 0.00
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Characterization of gut bacteriota
We first characterized the gut bacteriota of bank voles. We focused on the colon as rodent gut
microbiota exhibits the highest level of bacterial diversity in the lower segments of the digestive

tract (Suzuki & Nachman, 2016). DNA was extracted in 2016 from a 5 mm piece of colon tissue

(taken about 1 cm far from the caecum - lumen was removed) of each bank vole using the
ZymoBiomics 96 DNA Kit (Zymo) following the manufacturer’s instructions. We amplified a 251-
bp portion of the V4 region of the 16S rRNA gene (16S-V4F [GTGCCAGCMGCCGCGGTAA] and
16S-V4R [GGACTACHVGGGTWTCTAATCC]), following Kozich et al. (2013) and as described in

Galan et al. (2016). Samples were multiplexed using dual-indexes (index i5 in the forward

primer and index i7 in the reverse primer). Negative controls for extraction (whole reagents
without DNA), for PCR (PCR mix without DNA), and for indexing (wells without reagents
corresponding to particular dual-indexes combinations). All DNA extractions were analysed
twice using two independent technical replicates of amplicon libraries. PCR products were
pooled, migrated and excised on a low melting agarose gel (1.25%) then purified using the
NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up kit (Macherey-Nagel) and quantified using the KAPA library
quantification kit (KAPA Biosystems) standardized to 4nM by gPCR spectrophotometry (assay).
Sequencing was performed on a 251-bp paired-end Illumina MiSeq run. The raw sequence

reads (.fastq format) have been deposited in the Zenodo Repository.

Sequence data were processed as described in Galan et al. (2016) using the pipelines

implemented in FROGS (Find Rapidly OTU with Galaxy Solution, Escudié et al.,, 2018). Briefly,

the paired-end sequences were trimmed with CUTADAPT (Martin, 2011), merged with FLASH

(MAGOC & SALZBERG, 2011), and clustered into fine-scale molecular operational taxonomy

OTU units at 97% identity using the SWARM algorithm (Mahe et al., 2014) executed with

aggregation parameter distance d=1 and a second pass performed on the seeds of previous
clusters with d=3. As such, OTUs do not correspond to a fixed clustering threshold. Putative
chimeras were removed using VSEARCH tools with de novo VUCHIME and the cross-validation

method. Taxonomy was assigned with BLASTN+ (Camacho et al., 2009) using the SILVA SSU Ref

NR 128 database as a reference (http://www.arb175silva.de/projects/ssu-ref-nr/). Filtering for

false positives was carried out as proposed by Galan et al. (2016). In short, we discarded positive

results associated with sequence counts below two OTU-specific thresholds, which checked

respectively for cross-contamination between samples (using the negative controls for
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extraction and PCR) and incorrect assignment due to the generation of mixed clusters on the
flow cell during lllumina sequencing, using a false index-pairing rate for each PCR product of

0.02%, based on estimates from Galan et al. (2016). For each sample, only OTUs found in the

two technical replicates were considered as positive, and OTUs found in only one of the two
replicates were removed. The number of sequences obtained for each technical replicate from

a sample were summed.

Lastly, we discarded OTUs and samples containing less than 500 reads in the dataset, as well as

OTUs considered to be contaminants, following (Salter et al., 2014). Number of reads per OTU

were finally normalised to proportional abundance within each rodent (McKnight et al., 2019).

We only considered the family taxonomic rank for further analyses, but analyses at the phylum

level provided similar results (not shown).

Detection of pathogenic bacteria and gastro-intestinal helminths
We described the presence/absence of pathogenic bacteria from the spleen of each bank vole.
This lymphoid organ filters microbial cells in mammals and as such, enables to recover recent

infections (Abbate et al., In_revision; Diagne et al., 2017). Molecular protocols, bioinformatics

pipelines and data filtering were similar to those described above (gut bacteriota), except for
the DNA extraction from splenic tissue using DNeasy 96 Tissue Kit (Qiagen). The potential
pathogenicity of each bacterial OTU was assessed based on published literature and on the

Gideon database (https://www.gideononline.com/). Opportunistic pathogens (i.e. commensal

agents in healthy hosts, that become pathogenic when the balance of the immune system is
disrupted) were discarded from the dataset. Only the information of the presence / absence of
pathogenic OTUs was considered. For each bank vole, helminths were carefully extracted and
counted from the different sections of the digestive tract (stomach, small intestine, large
intestine and caecum), and classified by morphotype then stored in 95% ethanol for further
accurate identification. The latter was based on unambiguous morphological criteria using
conventional microscopy and generalist identification keys or specific literature when available

(Anderson et al., 2009 ; Khalil et al., 1994 ; Ribas Salvador et al., 2011).
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Statistical analyses
All statistical analyses were implemented in R v4.0.3 (team, 2020). For more convenience, gut
bacteriota, pathogenic bacteria and gastro-intestinal helminths were further described as

‘intra-host communities’.

Gut microbiota diversity and composition
Description and analyses of bacterial communities were performed using the PHYLOSEQ

package (McMurdie & Holmes, 2013). We considered three features to analyse within hosts’

gut microbiota. i) We looked for enterotypes, i.e. distinct community composition types of gut

bacteriota, as found in humans (Arumugam et al., 2011; Holmes et al., 2012), using the Dirichlet

Multinomial Mixtures DMM (Morgan, 2021). ii) We analysed the Firmicutes /Bacteroidetes
(F/B) log-ratio, as it is often used as a proxy of health or metabolism in humans and mice (Ley
et al., 2005; Toumi et al., 2022). We calculated this ratio with the MICROBIOTA package (Lahti
& Shetty, 2017). iii) We characterized the alpha diversity using two metrics, the specific richness
(i.e. number of taxa within the host individual) and the Shannon index as recommended in

(Haegeman et al., 2013).

We estimated the beta diversity, i.e., the dissimilarity between host individuals in their gut

bacteriota using Bray-Curtis distances. We considered the relative abundance of OTUs (family).

Influence of host and environmental factors on gut bacteriota diversity and composition We
tested the influence of individual characteristics (age class, gender, BMI) and localities,
independently on the F/B log-ratio and on the alpha diversity using generalized linear models
(GLM). We considered a negative binomial error distribution for the F/B ratio and the specific
richness, and a gaussian distribution for the Shannon index. Best model selection was
performed considering models with all possible combinations of factors and the DREDGE
function of the MUMIN package. The best model was selected using the Akaike information

criterion corrected for small sample size AlCc, (J. B. Johnson & Omland, 2004). We assessed the

effect of each factor in the best model with the AAICc index. When the factor locality was
significant, Tukey’s post-hoc tests were applied to evaluate pairwise differences between

localities, using the MULTCOMP package (Hothorn et al., 2008). Residuals were checked to

graphically to ensure that all assumptions regarding normality, independence and the

homogeneity of variance were satisfied.
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We evaluated the influence of geographic distance on the dissimilarities in gut bacteriota by
performing Mantel tests and using Pearson correlation (10,000 permutations). These tests have
less statistical power to address questions related to the variation in community composition
data among sites. Therefore, we also analysed the factors shaping the dissimilarities in gut

microbiota composition using several functions of the VEGAN package (Oksanen et al., 2020).

Distance-based redundancy analyses (db-RDA) were performed to analyse the effect of
individual explanatory factors (age class, gender, BMI) and sampling localities on dissimilarities
in gut microbiota composition. Redundancy analyses are appropriate to test hypotheses about
the origin and maintenance of the variation in B diversity (Legendre et al. 2005). We used the
CAPSCALE function, followed by permutational multivariate analyses of variance
(PERMANOVA). We selected the best model, i.e., the most parsimonious one, using the
ORDIR2STEP function (P-value adjusted and R? adjusted). For each factor, we evaluated the
intra-group dispersion using the BETADISPER function as PERMANOVA analyses are sensitive to
differences in dispersion among groups. A Tukey’s test was done to see if and which groups
differed in relation to their variances. Lastly, we used DESEQ2 package (Love et al., 2014) to
identify the changes in bacteria taxa that best explained gut bacteriome dissimilarities between
individuals and localities. We performed GLMs with negative binomial error
(NBINOMWALDTEST method) and significant differences were obtained after Benjamini &
Hochberg corrections. They were visualised using the METACODER package (Foster et al,,
2017).

Relationships between gut bacteriota and pathogenic communities

We estimated the alpha diversity of the gastro-intestinal helminhth and pathogenic bacteria
community using the richness index (presence/absence data). We used GLMS and model
selection process described above to analyse whether the alpha diversity of each intra-host
community (gut bacteriota and pathogenic communities) was influenced by the alpha diversity

of the two other ones.

We estimated the beta diversity of the gastro-intestinal helminth and pathogenic bacteria
community using the Jaccard index (presence/absence data). The relationships between intra-
host community dissimilarities were investigated using three approaches. i) We applied partial

Mantel tests using MULTI.MANTEL (phytools package Revell, 2012) to analyse the correlation
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between two matrices of dissimilarities (corresponding to two different communities), while
controlling for the effect of a third dissimilarity matrix (third community). ii) We used db-RDA
to analyse more deeply the relationships between the gut bacteriota and the pathogenic
(bacteria and helminths) communities. We included the alpha diversity indices (richness
specific) and infectious status as presence / absence) of pathogens with prevalence greater
than 10% in at least one locality as explanatory variables in these analyses. We selected the
best model using the ORDIR2STEP method. iii) We used DESEQ2 to determine the gut bacteria

taxa whose relative abundances changed with significant explanatory variables.

D. Results
A total of 186 bank voles were trapped during the fieldwork campaign over the four targeted
localities. For technical reasons (e.g., poor sample preservation, missing data), we could study

the three intra-host communities for 124 rodents only.

Characterization of the gut bacteriota: taxa and enterotypes

Once the quality control steps were applied, the gut bacteriota dataset included 161 bank voles.
We detected 10 phyla and 61 families of bacteria. At the phylum level, we found six
predominant taxa that represented 99% of the gut bacteria relative abundance (Figure S2). At

the family level, 11 families represented 93% of the relative abundance of the gut bacteriota

(Figure 1A).
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Fig. 1. Composition of the intestinal bacteriota. A) The bar plot shows the individual variations of 11
bacterial families (F= Unknown family) belonging to 6 phyla and representing 93% of the total
composition. Individuals (bars) are grouped by sampling localities, which are ordered from North to
South. Each color represents a taxa. B) The composition of the two enterotypes identified using Dirichlet
multinomial mixtures (DMMs), at family rank, is shown. Bacterial families are represented using the
same colors as in A. C) the ratio (Firmicutes / Bacteroidetes) is shown for each sampling locality. Box and
whisker plots represent the median and interquartile values. Black dots correspond to the mean value,
and colored dots correspond to individuals.Different letters indicate statistically significant differences
at P < 0.05, with pairwise Tukey post hoc adjustments. Open in new tab

We distinguished two enterotypes from the DMM approach. One (enterotype 1) was mainly
composed of the families Helicobacteraceae, Lachnospiraceae, Muribaculaceae and
Desulfovibrionaceae, while the other (enterotype 2) mainly included Lactobacillaceae,

Desulfovibrionaceae and Eggerthellaceae (Figure 1B).

Diversity of the gut bacteriota : the influence of sampling locality and host condition

We found that the Firmicutes / Bateroidetes ratio varied significantly between localities (Figure
1C). Overall, northern localities exhibited lower F/B ratio than southern ones, with all pairwise
comparisons being significant except Chatillon versus Chaux-des-Crotenay. Individual

characteristics did not influence this ratio (Table S1).

The sampling locality had a significant global effect on the alpha diversity of the gut bacteriota
(GLMs. Specific richness: F = 8.49, P < 107; Figure 2A; Shannon index: F = 4.74, P =3 x 10;

Figure 2B; Table S2A). The locality Cormaranche exhibited a higher specific richness than all

222


https://www.biorxiv.org/content/biorxiv/early/2023/02/07/2022.05.23.493084/F1.large.jpg
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2022.05.23.493084v4.full#F1
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2022.05.23.493084v4.full#F1
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2022.05.23.493084v4.full#F1
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2022.05.23.493084v4.full#F2
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2022.05.23.493084v4.full#F2

other localities (Tukey post hoc test. Mont-sous-Vaudrey: Z = 5.13, P, < 107, Chaux-des-
Crotenay: Z = 4.57, Pag; < 107 and Chatillon: Z = 3.62, Pug; = 1.7 x 107) but a lower level of
diversity than Mont-sous-Vaudrey when considering taxa relative abundance (Tukey post hoc
test. Shannon index: Z =-3.64, P.g;= 1.5 x 1073, Figure 2B). Body condition (BMI) was also found
to have a significant effect, but only when considering specific richness (t = 2.91; P = 4 x 107%)
— with higher values of BMI associated with increasing species richness. All these results are

detailed in Table S2A and Figures S3).
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Fig. 2. Variations of the gut bacteriota alpha diversity between localities. Alpha diversity is represented
using; Open in new tab A) the specific richness of the gut bacteriota, and B) the Shannon index of the
gut bacteriota, Results are shown per locality, ordered from North to South. Each colored point
represents an individual. Black points indicate the average alpha diversity per locality. Box-and-whisker
plots represent the median and interquartile values. Different letters denote statistically significant
differences at P < 0.05, with pairwise post-hoc Tukey adjustments. C) Distance-based redundancy
analysis (db-RDA) of the gut bacteriota (family) based on Bray— Curtis dissimilarities. Dots represent
individuals. The colors and shapes of the dots are associated with different factors : Localities from North
to South (Mont-sous-Vaudrey: Mont, Chaux-des-Crotenay: Chau, Chatillon: Chat and Cormaranche:
Corm) and gender (females: F and males: M). Significative factors based on the ordiR2step analysis are
shown as arrows. Ellipses represent a 80% confidence interval around the centroid of the clusters, for
each locality.
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Composition of the gut bacteriota: sampling locality as the main factor of variation
We found a significant positive relationship between the dissimilarities in gut bacteriota

composition and the geographic distance (Mantel test. r= 0.25, P= 10", Table S3A).

We found a significant effect of the sampling localities (db-RDA. R%,4;=0.16, P =1 x 107) and
host gender (db-RDA. R?.4 = 0.01, P =0.027) on gut microbiota composition. The CAP1 axis
discriminated Mont-sous-Vaudrey and Cormaranche localities (12.7% of the total variance,
Figure 2C). However, this result has to be taken cautiously as significant differences of data
dispersion were detected between localities (betadisper. P = 1 x 107). The locality
Cormaranche showed a lower dispersion compared to all other localities (Tukey multiple

comparisons, Table S3B).

We detected significant differences in the relative abundance of specific taxa using DeSeq?2

(Table 2; Table S3C). The main changes (Log2 fold values higher than 20) were detected

between the northern (Mont-sous-Vaudrey) and southern localities. The northern population
was involved in 75% of all significant pairwise differences (Log2 fold change in composition >
10). The gut bacteriota of these bank voles includes less Clostridiales (one unknown family;
Firmicutes), Bifidobacteriaceae (Actinobacteria) and Desulfovibrionales (two unknown families;
Proteobacteria), but more Erysipelotrichaceae (Firmicutes) than in all the three other southern
populations. The gut bacteriota of bank voles from Cormaranche (South) is characterized by

less Erysipelotrichaceae (Firmicutes), than in the three northern populations.

Differences in the composition of the gut bacteriota between males and females bank voles
were driven by the phylum Firmicutes, with males exhibiting higher relative abundance of this

taxa than females (Table S3C).
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Table 2 .Pairwise comparisons of the relative abundance of the gut bacteriota between sampling
localities. Mont= Mont-sous-Vaudrey, Chau = Chaux-des-Croteay, Chat = Chatillon, Corm =
Cormaranche. The Log? fold value is indicated for significant changes in abundance between two
localities. Blue and red colors respectively correspond to negative and positive values. Higher absolute
changes in Log? fold are emphasized with darker colors. The notation “order fx” or “class_fx” is used
when there was no assignation at the family level with the SILVA database. Phylum is indicated in bold.
View popup

Taxonomy Mont vs Chau Mont vs Chat Montvs Corm Chau vs Chat Chau vs Corm Chatvs Corm

Epsilonbacteraeota

Helicobacteraceae 0 0 1.91 0 0 0
Proteobacteria

Desulfovibrionaceae -1.3 -1.63 -1.54 0 0 0
Firmicutes

Ruminococcaceae 0 0 1.48 0 1.5 1.08
Lactobacillaceae 0 0 -1.81 0 0 0
Clostridiales 0 2.27 1.43
Clostridiales_F2 0 0 0
Spirochaetes

Spirochaetaceae 0 0 2.39 0 0 0
Actinobacteria

Eggerthellaceae 0 —1.31 -242 0 -1.74 0
Bacteroidetes

Bacteroidales_F4 0 0 0 0 0 -3.59
Muribaculaceae 0 0 1.74 0 1.93 1.64

Relationships between the diversity of the three intra-host communities

We found a significant relationship between the specific richness of the gut bacteriota and the
richness of the helminth community. A more diverse gut bacteriota was associated with a
greater number of helminth species infecting bank voles (GLM. F = 14.09, P < 107%; Figure 3A;
Table S2B). We also found a positive relationship between the specific richness of the
pathogenic bacteria and the richness of the gastro-intestinal helminth community (GLM. F=
6.99, P = 9 x 107%; Figure 3A; Table S2B). Lastly, we found a significant effect of the specific
richness of both the gut bacteriota and of pathogenic bacteria on the richness of the gastro-
intestinal helminth community (GLM. Gut bacteriota. t = 3.50, P < 10%; pathogenic bacteria t =
2.38, P=0.019; Figure 3A, Table S2B).
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Fig.3 Associations between the diversity and composition of the three intra-host communities. Open in
new tabThe two upper diagrams show the relationships between A) the specific richness and B) the
composition of the three communities, while taking into account the influence of the sampling localities
or distance geographic. The effect size and the direction of the relationship between communities are
represented using an arrow, its width corresponding to the estimate (B) x 10 or the correlation index R
x 10. Only significant effects are represented.C) This db-RDA triplot shows the structure of the gut
bacteriota and the correlations with the pathogen communities. The arrows correspond to the
significant explanatory variables. Each point corresponds to an individual, and the colors correspond to
the different sampling localities. A.mur: Aonchotheca mzrissylvatici, Bar: Bartonella sp, H.mix:
Heligmosomum mixtum.; Helicobacter.: Helicobacteraceae, Spiroch.: Spirochaetaceae, Clostri.F2:
Clostridiales_f2, Clostri.F1: Clostridiales_f1, Lactob.:Lactobacillaceae,Eggerthe.: Eggerthellaceae,
Desulfov.: Desulfovibrionaceae, Bacter.F1: Bacteroidales f1, Lachno.:Lachnospiraceae; Murib.:
Muribaculaceae, Ruminoco.: Ruminococcaceae

226


https://www.biorxiv.org/content/biorxiv/early/2023/02/07/2022.05.23.493084/F3.large.jpg
https://www.biorxiv.org/content/biorxiv/early/2023/02/07/2022.05.23.493084/F3.large.jpg

Relationships between the composition of the three intra-host communities

We found a positive relationship between dissimilarities in the gut bacteriota and dissimilarities
in the gastro-intestinal helminth community composition (partial Mantel test. R = 0.16, P =1 x
107*; Figure 3B), but not with dissimilarities in the pathogenic bacteria community composition
(partial Mantel test. r=0.02, P = 0.28). After controlling for geographic distances, dissimilarities
in gut bacteriota composition remained significantly correlated with dissimilarities in helminth
community composition (partial Mantel test. R =0.12; P = 0.001). Further details are provided
in Table S3A.

We detected significant associations between the whole composition of the gut bacteriota and
the presence / absence of three pathogens: Aonchotheca murissylvatici (ordistep db-RDA. R? 44
= 0.0, P =2 x 107), Bartonella sp (ordistep db-RDA. R?44j= 0.01, P = 0.04) and Heligmosomum
mixtum (ordistep db-RDA. R%,4;= 0.06, P = 2 x 107%). The db-RDA triplot based on the two first
axes only represented 10.2% of the total variance (Figure 3C; Figure S4). It showed that
individuals infected with Aonchotheca murissylvatici or Heligmosomum mixtum, but not
infected with Bartonella sp., had more Lactobacillaceae (Firmicutes), Desulfovibrionaceae
(Proteobacteria) and Eggerthellaceae (Actinobacteria). These individuals also had less
Spirochaetaceae  (Spirochaeta),  Muribaculaceae  (Bacteroidetes),  Helicobacteraceae
(Epsilonbacteraeota) and Ruminococcaceae (Firmicutes). This pattern is correlated with the
sampling localities. Individuals from northern localities are distributed on the left side of the
CAP1 axis, and southern ones on the right side of it (Figure 3C). Neither the specific richness of
pathogenic bacteria nor the specific richness of the gastro-intestinal helminth community had

a significant effect on the global composition of the gut bacteriota (Table S3D).

The specific richness of the gastro-intestinal helminth community, as well as infections with A.
murissylvatici and H. mixtum, were only slightly associated with different relative abundance of
particular gut bacteria taxa (DeSeg2. Log2 fold changes did not exceed 3.5). These changes
concerned four main families. Rhizobiaceae and Spirochaetaceae showed negative associations
with gastro-helminth specific richness and A. murissylvatici. Mollicutes (undetermined family)
and Saccharimonadaceae showed positive associations with A. murissylvatici and H. mixtum

(Table 3). More details are provided in Table S3E.
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Table 3. Changes in relative abundance of the gut bacteriota with regard to infectious status (helminths
and pathogenic bacteria) and specific richness. The Log? fold change in relative abundance is indicated
for significant values only. Negative values are represented with blue colors, positive values with red
colors. Higher absolute changes in Log? fold are emphasized with darker colors. View popup
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Phylum Family log2FoldChange

Richness of Gl helminths

Actinobacteria Eggerthellaceae 0.67
Proteobacteria Rhizobiaceae -3.79
Epsilonbacteraeota Helicobacteraceae -0.89

Aonchotheca murissylvatici

Proteobacteria Desulfovibrionaceae 1.13
Tenericutes Mollicutes_f1 3.07
Patescibacteria Saccharimonadaceae 3.03
Spirochaetes Spirochaetaceae -1.75
Actinobacteria Eggerthellaceae 1.4

Heligmosomum mixtum

Tenericutes Mollicutes 1 3.34

Mastophorus muris

Proteobacteria Desulfovibrionales3 -
Firmicutes Clostridiales 1 -21.41
Firmicutes Clostridiales_f2

Catenotaenia henttoneni

Proteobacteria Rhizobiaceae

Proteobacteria Burkholderiaceae
Firmicutes Erysipelotrichaceae _
Paranoplocephala omphalodes

Firmicutes Clostridiales_f2
Proteobacteria Desulfovibrionales_f3
Proteobacteria Rhizobiaceae
Proteobacteria Burkholderiaceae
Firmicutes Erysipelotrichaceae
Firmicutes Christensenellaceae -5.24
Trichuris arvicolae

Firmicutes Christensenellaceae

Firmicutes Clostridiales_f1

Bacteroidetes Bacteroidales_f4

Richness of Pathogenic bacteria

|
I I

Bacteroidetes Bacteroidales_f3

Neoehrlichia mikurensis

Firmicutes Erysipelotrichaceae -23.42
Firmicutes Clostridiales -2.72
Bacteroidetes Muribaculaceae -1.76
Orientia tsutsugamushi

Firmicutes Erysipelotrichaceae
Proteobacteria Desulfomicrobiaceae -5.71
Bacteroidetes Muribaculaceae -2.45

Anaplasma phagocytophilum

Firmicutes Ruminococcaceae -1.75

Rickettsia sp

Firmicutes Erysipelotrichaceae -21.81



In the opposite, we found strong changes in relative abundance of gut bacteriota families with
other gastro-intestinal helminths and pathogenic bacteria infections (DeSeqg2. Log2 fold higher
than 18, Table 3). It concerned infections with the helminth species Mastophorus muris,

Catenotaenia henttoneni, Paranoplocephala omphalodes and Trichuris arvicolae.

These associations were all negative and mostly involved the same bacterial families (Table
S3E), namely undetermined families of Bacteroidales (Bacteroidetes), Desulfovibrionales
(Proteobacteria) or Clostridiales (Firmicutes), Erysipelotrichaceae (Firmicutes), Rhizobiaceae

(Proteobacteria) and Burkholderiaceae (Proteobacteria).

Considering pathogenic bacteria, we found that higher levels of specific richness were
associated with lower relative abundance of an undetermined Bacteroidales family
(Bacteroidetes), and that Neoehrlichia mikurensis, Orientia tsutsugamushi and Rickettsia sp
infections were associated with strong decreases in relative abundance of Erysipelotrichaceae

(Firmicutes) (Table 3; Table S3E). Other associations between bacterial infections and changes

in relative abundance of specific gut bacteriota taxa were detected, but with little size effect

(DeSeq2. log2 fold changes lower than 5).

E. Discussion
Understanding the complex interlinkages between host microbiota, host-pathogen interactions
and health in wild animal populations has become a key topic in disease ecology. Such
understanding is instrumental for deciphering population dynamics, and designing strategies
for zoonotic risk management or biodiversity conservation. Here, we use a combination of
metabarcoding and community ecology approaches to (i) describe the gut microbiota of wild
rodent populations and their variations at a regional geographical scale, and (ii) explore the
three-way relationships between the gut bacteriota and communities of gastro-intestinal

helminths and pathogenic bacteria.

Spatial variations of gut bacteriota and their potential causes
The gut microbiota of bank voles has been mainly examined in the context of exposure to

radioactive pollutants (e.g., Lavrinienko (2018), but see Knowles et al. (2019)). In this study, we

focused on localities sampled at a regional scale (100 km) along a North-South gradient in

Eastern France.
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We found significant inter-individual variations in the gut bacteriota composition although host
factors such as gender and age played little role. Interestingly, we found that all individuals
were clustered within two groups, which could be distinct enterotypes if longitudinal surveys

confirmed this clustering through time (Arumugam et al., 2011).

Enterotypes have already been described in wild rodents (Goertz et al., 2019; Li et al., 2016),

and they might reflect distinct ways of generating energy from substrates available in the

digestive tract, as well as differences in diet (Rinninella et al., 2019; Wang et al., 2014).

These enterotypes could be associated with different diets in bank voles: one oriented toward
seeds and plants and another one toward insects and berries. Indeed, enterotype 1 is
characterized by families (namely, Helicobacteraceae, Lachnospiraceae and Muribaculaceae)
that are involved in the breakdown of carbohydrates, fermentation of plant saccharid and

degradation of glycan (see refsin Goertz et al., 2019). These families are also predictive signals

of a high-fat diet in mice (Bowerman et al., 2021; Rodriguez-Daza et al., 2020).

Conversely, enterotype 2 is characterized by families (namely, Lactobacillae and
Eggerthellaceae) that can be involved in the digestion of fermented food (e.g., rodent food

store over winter), and insect skeleton (see refs in Maurice et al., 2015) or in the degradation

of polyphenol (Rodriguez-Daza et al., 2020). All these aliments have varying nutritional and

chemical composition and may be part of bank vole diet (Ecke et al., 2018). The fraction of

these different types of resources in bank vole diet may vary with resource preference or

availabilities, reproductive status, sampling date and location (e.g., Maurice et al., 2015). It

would be interesting to develop semi-natural experiments to survey rodent diet and gut
microbiome through time, and analyse the link with enterotypes in bank voles (Wang et al.,
2014).

There are now many evidence that the environment in which hosts evolve (through abiotic and
biotic factors) is likely to shape variations in gut bacteriota composition between localities
sampled and studies. Previous works have already shown that the structure of rodent gut
microbiota varied between localities at large spatial scales due to biogeographic or genetic

factors (Linnenbrink et al., 2013). Geographic variability has also been found at smaller spatial

scales (e.g., few km Goertz et al., 2019). Here, our results provide significant evidence for spatial
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structure of gut bacteriota between bank vole populations that are between 50 and 130 km

away, with no clear barrier to dispersal or gene flow (Dubois et al., 2018).

We observed gradual changes between bank voles from the northern and southern populations
in terms of gut bacteriota richness, evenness, composition and particularly
Firmicutes/Bacteroidetes ratio. Although the links between the diversity and functional

capacity of the gut bacteriota still need to be better understood (Worsley et al., 2021), it is

largely assumed that changes in diversity are associated with shifts in metabolism (Reese &
Dunn, 2018). Bank voles from southern populations exhibit higher specific richness and lower
evenness of the gut bacteriota, as well as lower dispersion of gut bacteriota composition. They
have higher levels of body condition and F/B ratio, which are indicative of an optimisation of

calorie intake and absorption, weight gain and fat storage (see refs in Wolf et al., 2021).

Altogether, these results could suggest strong constraints on gut bacteriota function to
maximise energy extraction. The northern populations show the opposite patterns. Lower BMI
and lower levels of F/B ratio might reflect energy production and conversion, amino acid
transport and metabolism. Diversity patterns (higher evenness and lower specific richness of
the gut bacteriota) could suggest lower stochasticity and/or directional selection. Further
studies are required to investigate the eco-evolutionary processes driving these changes in gut

bacteriota.

Lastly, these differences in gut microbiota composition between the northern and southern
populations might also reflect physiological variations related to physiology, health and
(potentially) immunity. Indeed, Clostridiales and Bifidobacteriaceae participate in the
maintenance of intestinal homeostasis, and in the regulation of inflammation or in the gut

barrier function (Arboleya et al., 2016; Hakansson & Molin, 2011; Lopetuso et al., 2013).

Specific taxa within Erysipelotrichaceae may be correlated with inflammation or have

immunogenic potential (Kaakoush, 2015; Zhai et al., 2019). Desulfovibrionales activities result

in the production of H,S, which in turn negatively affects the gut barrier, production of
endotoxins and pro-inflammatory cytokines (Hu et al., 2022). Our previous work revealed that
bank voles from these southern populations had lower basal level of Tnf-a (a pro-inflammatory
cytokine) and higher level of Mx2 antiviral gene expression than those from these northern

populations (Dubois et al., 2018). Future studies should assess (i) the potential relationships
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between variations in gut bacteriota composition and (ii) the capacities to regulate or mount

immune responses and inflammation in these bank vole populations.

Three-way relationships between intra-host communities

At the community level, we have not found strong evidence for three-way relationships
between the gut microbiota (diversity or composition), the gastro-intestinal helminth and
pathogenic bacteria communities. Neither the specific richness nor the global composition of a
given community are related to the richness or composition of the two other ones. By contrast,

particular taxa seem to be involved in these three-way relationships.

First, some infections are significantly associated with the global composition of the gut
bacteriota, but have only little impact on specific gut bacterial taxa. This result concerns two
helminths Heligmosomum mixtum, Aonchotheca murissylvatici and the hemotrophic bacteria
Bartonella. Opposite patterns are observed for the helminths and for the bacteria. They could
reflect the antagonistic impacts of these infections on the gut bacteriota, or negative
interactions between these pathogens. On one hand, some evidence suggests that Bartonella

may be acting as a symbiont more than a pathogen (McKee et al, 2021). Significant

coevolutionary congruence has been found between Bartonella species and their rodent hosts,
and Bartonella infections in rodents lead to an asymptomatic long lasting intra-erythrocytic

bacteraemia (Deng et al., 2012; Lei & Olival, 2014). It would be interesting to test whether

associations between Bartonella and gut bacteriota could corroborate the hypothesis of
coadaptation between these bacteria and their rodent hosts (Hayman et al., 2013). On the
other hand, some hookworms have been shown to induce changes in rodent gut bacteriota
(review in Mutapi, 2015). Infection of mice with the nematode Heligmosomoides polygyrus
(which is phylogenetically close from Heligmosomum mixtum) lead to an increased abundance

of Lactobacillaceae in the gut microbiome (Reynolds et al., 2014), as suggested by the

correlation detected in our study. Lastly, negative interactions between H. mixtum or A.
murissylvatici and Bartonella are probable. Indeed gastro-intestinal hookworms are known to

induce anaemia (Seguel & Gottdenker, 2017), while Bartonella invades and replicates in red

blood cells. This resource limitation driven by helminths on erythrocyte-dependent infectious

agents is an important driver of helminth-microparasite coinfection (Graham, 2008).

233


https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2022.05.23.493084v4.full#ref-56
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2022.05.23.493084v4.full#ref-12
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2022.05.23.493084v4.full#ref-44
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2022.05.23.493084v4.full#ref-63
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2022.05.23.493084v4.full#ref-70
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2022.05.23.493084v4.full#ref-80
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2022.05.23.493084v4.full#ref-20

Therefore, the negative associations detected here between Bartonella and H. mixtum or A.
murissylvatici — and their respective links with gut bacteriota composition — likely seem to be
driven by potential complex antagonistic, synergistic and symbiotic interactions that need to

be further explored.

Second, other infections are strongly associated with large changes in the relative abundance
of one or few specific taxa from the gut bacteriota, but not with the global composition. Three
bacterial infections (Neoehrlichia sp, Orientia sp and Rickettsia sp) as well as P. omphalodes
infections exhibited the same pattern: they were associated with a lower relative abundance
of Erysipelotrichaceae. It is striking to find such common associations for these infectious
agents because observed changes in the gut microbiota during infection are rarely consistent,

even for single pathogens (Sabey et al., 2021). The most obvious features shared between these

infectious agents is that they are transmitted by arthropods. Unfortunately, knowledge on
Erysipelotrichaceae and its links with infection or dysbiosis is still deficient to explain the pattern
observed. To our knowledge, such associations have been investigated in humans only. They
have shown that increased abundance of Erysipelotrichaceae could be associated with a
number of diseases such as tuberculosis, HIV and norovirus infections, inflammation-related

intestinal disease and metabolic disorders (Kaakoush, 2015). The reasons why Neoehrlichia sp,

Orientia sp, Rickettsia sp or P. omphalodes infections are associated with a decreased

abundance of Erysipelotrichaceae in bank voles remain to be investigated.

Marked relationships between gut bacteriota and gastro-intestinal helminth communities

While we do not detect three-way relationships between the whole composition of gut
bacteriota, helminth and pathogenic bacteria communities, we highlight strong pairwise
associations between helminth community and gut bacteriota. The former pattern might be
explained by the fact that the pathogenic bacteria detected here do not constitute a functional
community. The main reason is that their ecological niche can be very different. For example,

hemotrophic Mycoplasma parasitizes erythrocytes (Alabi et al., 2020) while Borrelia

disseminates through the bloodstream and/or lymphatic system toinvade and colonize various

tissue (Zeidner et al., 2001).

The strong associations between gastro-intestinal helminths and gut bacteriota may be

interpreted under two perspectives. First, the strong positive associations between the
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diversity of helminth community and gut bacteriota might corroborate the hypothesis. Besides,
experimental evidence showed that helminths have the capacity to maintain higher gut

microbiota diversity and may represent gut homoeostasis (Kreisinger et al., 2015). Indeed, low-

intensity, chronic helminth infections are commonly linked to high microbial diversity and

predominance of bacteria typically associated with gut health (Peachey et al., 2017).

Nevertheless, this interpretation has to be taken cautiously as the diversity of both
communities was strongly influenced by the localities of sampling. The environment might

therefore shape similarly gut bacteriota and helminth community diversity.

Second, significant associations between helminth community and gut bacteriota composition
which remain significant even when potential geographic confounding effects were removed —
may be linked to the fact that both communities reside in the same environmental niche (host
intestines). From there, they likely experience similar selection pressure (e.g., host immune

responses) which could shape their composition (Glendinning et al., 2014). One could expect

therefore potentially strong interactions and reciprocal influence between them,
Unfortunately, the causal processes behind these gut microbiota and helminths interactions
are complex, multifaceted and difficult to assess. This intricacy is amplified by the fact that
experimental studies mostly focus on single helminth infections while interactions
between/within community are the rule within host organisms. The field of microbiota research
would thus benefit from taking into account the whole composition of gastro intestinal

helminth community rather than single helminth infections only.

In this study, we also highlight a large number of species-specific associations between
helminths infections and members of the gut bacteriota. High-intensity, acute helminth
infections may correlate with changes in hosts gut microbiota, through direct and indirect

interactions (e.g., immune or other processes such as malnutrition; Peachey et al., 2017).

Nevertheless, the patterns of shifts in gut bacteriota associated with helminth infections remain
hardly predictable so far. As such, research works addressing this issue with laboratory or wild
animals have provided variable, and sometimes even contradictory conclusions. Most
surprising is that these inconsistent patterns are also found when focusing on single host-
helminth models. A potential explanation is that these infection-associated microbiota shifts

could depend on the presence of other helminths and the duration of infection (Sabey et al.,
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2021). Local interactions between helminths and between helminths and gut bacteria could
mediate changes in infection outcomes as well as the gut bacteria and helminth populations

themselves (Glendinning et al., 2014).

Conclusion

Altogether, these results emphasize complex interlinkages between gut bacteriota, gastro-
intestinal helminths and bacterial infections in wild animal populations. We emphasize the
strong impact of environment, even at fine geographical scales, on these interactions. Shifts in
diet or host genetics could mediate the spatial changes observed in gut bacteriota. However,
the processes shaping gut bacteriota diversity and composition are many and complex, and
further investigations are required to decipher the relative importance of drift, dispersal or
selection on bank vole gut bacteriota in the populations studied here. Besides, we find a diverse
array of associations between gut bacteriota and gastro-intestinal helminths or pathogenic
bacteria, some being significant at the scale of the whole community and other being species-
specific only. Whether these patterns reflect coadaptation, dysbiosis or indirect interactions
with host immunity and coinfections should now be considered to better understand the spatial

variations observed in the relationships between gut bacteriota and health.
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Supplementary Figure S1. Maps showing the sampling area (left) and localities (right) in France.
Forests are indicated in green and water in blue. The four sampling localities are represented
with a colored polygon. The arrow indicates the North.

Supplementary Figure S2. Composition of the gut bacteriota. The relative abundance of six phyla
representing 99% of the total composition is represented. Individuals are grouped by sampling
localities, which are ordered from North to South. (A) Bar graph shows individual variation in
phyla composition (phylum=color). (B) Box and whisker plots represent median and
interquartile values for each phylum. Black dots correspond to mean values, and colored dots
correspond to individuals.

Supplementary Figure S3. Variations of alpha diversity with individual factors, for the gut
bacteriota (family level), pathogenic bacteria and gastro-intestinal helminths of bank voles.
Alpha diversity is estimated using the specific richness (A, B and C) and the Shannon index (D,
E and F). Ingraphs C and F, the blue line corresponds to the linear regression line.
Supplementary Figure S4. Relationships between the composition of the gut bacteriota,
pathogenic bacteria and gastro-intestinal helminth communities: The db-RDA triplot shows the
structure of the gut bacteriota at the phylum level and the correlations with the intra-host
parasite communities. The arrows correspond to the significant explanatory variables. Each
point corresponds to an individual, and the colors correspond to the different sampling
localities.

Supplementary Table S1. Variation of the Firmicutes/Bacteroidetes ratio with localities and
individual factors.

Supplementary Table S2. Alpha diversity metrics and statistics for the gut bacteriota, pathogenic
bacteria and helminth communities of bank voles.

Supplementary Table S3. Beta diversity metrics and statistics for the gut bacteriota, pathogenic
bacteria and helminth communities of bank voles.
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[ll. Conclusion

Cette étude figurait parmi les premieres a considérer conjointement les interactions entre

bactéries pathogenes, helminthes et bactéries commensales.

Nous avons pu mettre en évidence que I'environnement (intra-hdte et externe) pouvait agir
comme un filtre écologique important agissant simultanément sur plusieurs communautés
intra-hotes. Ainsi, la diversité et la composition des communautés d’helminthes et le
microbiote intestinal étaient corrélées entre elles, en lien avec le gradient géographique
longitudinal d’échantillonnage. En revanche, une telle corrélation n’est pas retrouvée pour les
communautés présentes dans des organes différents (microbiote intestinal versus bactéries

pathogenes ; helminthes gastrointestinaux versus bactéries pathogenes).

De nombreuses interactions significatives ont été observées entre I'abondance de certaines
familles bactériennes du microbiote intestinal et la présence de certaines bactéries ou
helminthes pathogénes. Mais seulement trois taxons de bactéries pathogenes et helminthes
ont permis de mettre en évidence un lien entre ces infections et la structure globale du
microbiote intestinal. Cela suggere que les relations entre ces communautés et les taxons qui
les composent sont complexes, résultant a la fois de processus coévolutifs (ex des taxons
présents en sympatrie dans le tractus intestinal, évoluant en réponse aux pressions sélectives
exercées par ce méme environnement, et les uns sur les autres) et de perturbations actuelles

(ex des infections et coinfections).

Ainsi, cette étude confirme la nécessité de ne plus étudier de fagon isolée les communautés
d’organismesintra-hétes, pathogenes ou commensales, mais de prendre en compte les multiples
interactions qui fagonnent ces assemblages. Dans le futur, il serait intéressant d’ajouter a ces
études I'analyse des facteurs individuels (génétique, immunité, comportement...) qui peuvent

également influencer ces assemblages et leurs interactions.
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Discussion Générale

l.  Synthése générale
Les objectifs de cette these étaient de comprendre les liens complexes entre la biodiversité des
petits mammiferes, leur microbiote intestinal et les pathogenes le long d'un gradient

d'anthropisation (Fig.1).

Anthropisation \

Environnement

Chap.3. L'anthropisation
influence les communauté
microbiennes.

Chap.2. L'anthropisation
influences les communauté

X ies Boucles rétrocontroles ?
de petits mammiféres

Chap.3. Processus écologiques Communautés

Communautés e
et structure GM difféerent microbiennes

des petits selon le type d’espéce.
mammiféres \
Chap. 2. U'abondance des Chap.4. Les pathogénes
espéces hotes peuvent modifier la
. i compaosition GM et .
Chap.2. U'environnement compé'fente's e‘xphc!u? 2 y p . Chap. 4. Les comm. helminths
X " relation biodiversité- I'abondance de certaines L
influence la relation L. et bactéries commensales
- s prévalence pathogénes bactéries commensales. o X
biodiversité-prévalence reliées par des filtres
pathogeénes environnementaux communs.

Pathogénes

Chap.4. |l existe des co-infections et
une corrélation positive entre diversité
helminths et bactéries pathogénes

Chap.2. Lanthropisation et
d'autres facteurs
environnementaux
influencent directement et
indirectement la présence
des pathogénes

Fig.1. Schéma bilan des liens entre biodiversité des petits mammiféres, leur microbiote et les
pathogenes (en bleu) selon les effets d’anthropisation (en rouge) ou de I'environnement (en vert)(cm=

Gut microbiota =microbiote intestinal).

Le premier chapitre nous a permis d’avoir un large panorama de I'étude, tant en terme de
méthodes développées qu’en terme de description et de caractérisation du systéme hote-
pathogene-environnement analysé. Premierement, les analyses spatiales ont montré des
variations environnementales et anthropiques permettant de distinguer les sites selon un
gradient d’anthropisation. Deuxiemement, les especes de petits mammiféres capturées

présentaient des traits écologiques contrastés, leur permettant de s’adapter a des habitats ou
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a des gammes d’habitats différents, notamment le long du gradient d’anthropisation. Les
individus d’'une méme espece présentaient des variations de leur abondance, de leur
composition en groupes fonctionnels (age, sexe) et de leur «santé » ou sensibilité aux
parasites. Troisiemement, nous avons détecté un grand nombre de pathogénes chez de
nombreuses especes hdtes tout au long des campagnes d’échantillonnage et sur tous les sites.
La circulation de ces pathogénes montrait des fluctuations spatio-temporelles et la prévalence
observée dépendait de I'espece héte et du groupe fonctionnel de I'héte. Certains de ces
pathogenes représentent des dangers zoonotiques majeurs en raison de leur prévalence élevée
ou de leur virulence chez I'humain, ce qui peut entrainer des conséquences sanitaires, sociales

et économiques significatives.

Le deuxieme chapitre nous a permis d’évaluer l'influence de la diversité des petits mammiferes
sur la prévalence des pathogenes. Nous avons démontré que, méme en prenant en
considération les effets directs et indirects de I'environnement, I'abondance relative des hotes
les plus compétents était le facteur déterminant de la relation entre biodiversité et prévalence.
Ainsi, dans n'importe quel contexte environnemental, si la composition de la communauté de
petits mammiferes était perturbée en faveur d'une espéce hdte par rapport aux autres especes
moins compétentes pour un pathogéne donné, cela avait pour conséquence d’augmenter la

circulation de ce dernier.

Nous avons également démontré par une approche de modélisation épidémiologique que les
stratégies visant a réduire 'abondance de certaines espéces hotes, telles que la dératisation,
étaient efficaces pour réduire la circulation de pathogenes (ici I'Orthohantavirus Seoul dont le
rat est réservoir), a condition que la diversité de la communauté de petits mammiferes ne soit
pas affectée par cette stratégie de gestion. Dans le cas contraire, ces stratégies pouvaient avoir
un effet contre-productif i) en favorisant les hotes les plus résistants et compétents, aux dépens
des especes moins ou non compétentes et ii) en augmentant la circulation de SEQV,
notamment en entrainant une perte de richesse spécifique, ce qui conduisait a la perte de

I'effet protecteur de la diversité.

Le troisieme chapitre a mis en évidence les conséquences de l'urbanisation sur les
communautés de petits mammiferes ainsi que sur leur microbiote intestinal. La répartition des
especes de petits mammiferes différait le long du gradient d'urbanisation, incluant des espéces

qui évitaient ces environnements, des espéeces qui s'adaptaient, et des especes typiqguement
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citadines. Ces différentes catégories d'especes présentaient des communautés microbiennes
intestinales de caractéristiques différentes, qu’il s’agisse de leur composition, de leur diversité,

et des processus écologiques qui faconnent cet assemblage microbien.

Le quatriéme chapitre nous a permis de mettre en évidence les interactions complexes intra-
hotes, qui relient des espéces différentes au sein d’'une méme communauté microbienne
commensale ou pathogéne, ou au sein d’une communauté de macroparasites (ici les
helminthes), et qui existent également entre ces communautés. Bien que des facteurs
environnementaux partagés influencent conjointement la diversité et la composition des
communautés d'helminthes et de bactéries commensales, les résultats de cette these
montrent qu'il existe également une influence réciprogue entre ces deux communautés. Ces
interactions complexes soulignent l'importance de considérer les micro-organismes comme

des communautés, caractérisées par de multiples interactions complexes.

ll.  Importance de I'écologie des communautés en écologie de la santé

A Une meilleure compréhension des corrélations entre les indices de

diversité de différentes communautés
Il est maintenant reconnu que le danger zoonotique émerge ou se maintient dans des
communautés d’hétes, de vecteurs, et fait intervenir une diversité d’agents pathogenes en
interaction. A partir de ce postulat, nous avons cherché a comprendre les processus
écologiques qui faconnent ces assemblages et leurs interactions complexes. Pour cela, nous
avons appliqgué des méthodes bien établies de I'écologie des communautés. Cela comprend
I'étude de la diversité intra-communauté, également connue sous le nom de diversité alpha.
Nous avons utilisé divers indices pour évaluer cette diversité, notamment la richesse spécifique,
l'indice de Shannon, ainsi que des indices prenant en compte la phylogénie des especes. De
plus, nous avons examiné la diversité inter-communauté, appelée diversité beta, pour
comparer la composition des communautés entre sites ou dates d’échantillonnage, entre
especes ou groupes fonctionnels par exemple. La aussi nous avons pu utiliser différents indices
prenant en compte la présence, I'abondance ou la phylogénie des taxons composant ces
communautés. Ces approches d’écologie des communautés nous ont permis de mieux
comprendre les relations complexes entre la diversité des communautés de petits mammiferes

ou du microbiote intestinal et la circulation des agents pathogénes.
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Contrairement a ce qu'il pouvait étre attendu, nous avons montré que 'anthropisation n’avait
pas forcément un impact négatif sur la diversité des communautés. Plusieurs hypothéses
peuvent expliquer ce phénomene. Tout d'abord, les foréts sont particulierement vulnérables
aux impacts anthropiques, ce qui pourrait entrainer une perte de diversité significative dans
ces milieux considérés dans notre étude comme moyennement anthropisés en comparaison
avec les parcs urbains (Guégan et al., 2023). De plus, plusieurs espéces de petits mammiferes
ont la capacité de s'adapter aux environnements urbains. Le fait qu’il y ait peu d'espéeces qui
occupent les niches écologiques dans ces milieux, en particulier les prédateurs, enfait une sorte
de réserve pour les petits mammiféres adaptés (Ofori et al., 2018). En outre, il est possible que
la diversité soit plus importante dans les parcs urbains en périphérie des villes, que ce soit au
niveau microbien ou des petits mammiféres, en raison de la coexistence d'espéces adaptées
aux milieux urbains et ruraux, ce qui pourrait étre expliqgué par I'hypothése de perturbation

intermédiaire (Sheil & Burslem, 2013).

Une autre hypothese a considérer est que nos mesures de diversité pourraient étre biaisée
(Shade, 2016). Premiérement, il est possible que la question de I'échelle taxonomique et/ou
spatiale soit en jeu. Nous avons analysé la diversité des hétes en nous focalisant sur les petits
mammiféeres uniguement, mais la diversité des espéces en interactions formant la
communauté écologique, i.e., incluant les autres espéces de mammiféres ou les vecteurs,
pourrait donner des patrons de variation en lien avec le gradient d’anthropisation différents de
ceux décrits dans cette étude. De plus, nous nous sommes concentrés sur nos relevés
d’échantillonnage pour décrire la diversité de petits mammiféres, qui représente une échelle
géographique tres fine. Or, a une échelle spatiale plus large, I'évaluation de la diversité des
petits mammiféres donne des résultats assez différents (Wint et al.,, 2013). La diversité des
petits mammiferes modélisée dans 'étude de Wint montrait clairement des valeurs plus
importantes dans les foréts protégées et les foréts gérées que dans les parcs boisés en milieu

urbain.

Enfin, la diversité des communautés de petits mammiféres a ici uniquement été mesurée en
termes de taxons. Or, la richesse fonctionnelle ou phylogénétique pourrait étre plus
informatives et donner des patrons plus contrastés que la richesse taxonomigue, comme

abordé dans le Chapitre 3 pour le microbiote intestinal. En particulier, une approche d’écologie
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des communautés centrée sur les traits fonctionnels (Loreau, 2010), plutét que sur les espéces
en tant que tel, pourrait offrir une perspective plus pertinente sur les relations anthropisation

et diversité.

B. Une meilleure compréhension de linfluence relative des processus

déterministes et stochastiques dans I'assemblage des communautés
D’un point de vue général, les approches d’écologie des communautés permettent également
de poser un cadre théorique permettant d’évaluer les mécanismes qui faconnent les
communautés. Nous avons appliqué ce cadre a I'étude des communautés microbiennes. Nous
avions émis I'hypotheése que les effets stochastiques pourraient jouer un réle prépondérant en
cas de perturbations anthropiques, ce qui pourrait entrainer une dysbiose, en accord avec le
postulat d'Anna Karenine (Zaneveld et al., 2017). En revanche, nous n’avons pas appliqué ce
cadre a l'étude des processus qui influencent la structure des communautés de petits
mammiferes. Or celles-ci sont également soumises a la sélection, la dispersion et la dérive
(Zzhou & Ning, 2017a). Une telle analyse pourrait faire I'objet de futurs travaux de recherche,

menés a plus long terme et sur la base d’un échantillonnage d’un plus grand nombre de sites.

C. Une meilleure représentation des interactions complexes entre

communautés
Ces travaux de these ont révélé des relations complexes entre les communautés de petits
mammiferes et les communautés bactériennes commensales et pathogenes. Notre approche
empirigue ne permet pas de déméler les causes et les effets a I'origine des patrons observés.
L'anthropisation peut entrainer une cascade d'effets qui se propagent a travers les différents
niveaux d'organisation biologique, de la modification des pathogénes aux micro-organismes, a
la santé et aux traits des hotes, et enfin aux communautés d'hétes (Schmid et al., 2022). Cette
cascade peut impliqguer a la fois des effets ascendants (bottom-up, Li et al., 2020) et
descendants (Fig.2A. top-down, Halliday et al., 2021; Schwensow et al., 2022) de
I'anthropisation, contribuant ainsi a la complexité des interactions au sein des écosystémes
perturbés (Fig.2B). Ces deux voies de cause a effet pourraient étre reliées simultanément par

des boucles de rétroaction.
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L'anthropisation peut affecter la circulation des pathogénes, qui a leur tour modifient les

interactions entre les micro-organismes, les traits et la santé des hdtes. Cette circularité des

interactions ne permet souvent pas de déterminer si la dysbiose observée favorise l'infection

par des pathogenes ou si ce sont ces infections qui alterent les interactions entre les micro-

organismes, entrainant ainsi des changements dans la composition du microbiote. Ces boucles

de rétroactions complexes peuvent conduire a des vortex d'extinction (Forester et al., 2022),

un phénomene que l'on a observé dans des cas tels que le syndrome du nez blanc chez les

chauves-souris. A I'avenir, la compréhension de ces mécanismes complexes sera essentielle

pour élucider les conséquences de I'anthropisation sur la santé des hétes et des écosystémes

(Hoyt et al., 2018).
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Fig. 2A. L'impact en cascade de I'environnement sur les communautés d'hétes, les traits, le microbiote

et les pathogénes. B. Un nouveau paradigme multipartite intégrant le microbiote, les traits et la

santé.(Figure inspirée de Schmid et al., 2022)
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lll. Importance des traits fonctionnels des petits mammiferes dans les interactions

entre communautés de différents niveaux biologiques
Il a récemment été proposé que les traits fonctionnels des espéces hoétes (i.e. les
caractéristigues individuelles influencant la valeur sélective) puissent étre au coeur des patrons
de circulation/distribution des pathogénes, tel qu'observé sur différents niveaux d’organisation
biologique (Fig.3) (Huang et al., 2023). Ces traits fonctionnels englobent les caractéristiques
écologiques, physiologiques, immunitaires et microbiennes. Ils résultent de l'interaction entre
la génétique de I'hdte et son environnement. La prise en compte de ces traits dans les
recherches en écologie de la santé devrait permettre de mieux comprendre les relations
biodiversité/zoonoses. En effet, d'une part, ces traits déterminent la compétence des especes
vis-a-vis des pathogenes, le risque d’exposition et la sensibilité des individus, qui sont des
composantes majeures de la transmission des pathogénes en populations naturelles. D’autre
part, les pressions environnementales, et en particulier les perturbations telles que celles
engendrées par l'anthropisation, altérent la composition des communautés d’hétes, en
favorisant certains traits fonctionnels potentiellement associés a une plus forte compétence

vis-a-vis des pathogenes.
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Fig.3 Les traits fonctionnels comme lien pour la transmission des agents pathogénes a différentes
échelles (Huang et al., 2023).

A. La compétence est une résultante des traits fonctionnels des especes de
petits mammiferes
Les especes varient pour leur compétence aux pathogenes, autrement dit pour leur sensibilité
et leur capacité a permettre la réplication et la transmission de ces derniers (Huang et al., 2016).
Cette compétence résulte de facteurs génétiques, physiologiques, phénotypiques de chaque
espece du systeme hétes-pathogenes étudié (Han et al., 2015; Olival et al., 2017a). Elle est donc

en partie déterminée par les traits fonctionnels des espéces.
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De plus, les traits fonctionnels peuvent avoir un impact sur de nombreuses autres
caractéristiques spécifiques qui pourraient influencer la transmission des pathogénes. Il s’agit
par exemple des contacts intra- et inter-especes hdtes liés aux comportementaux sociaux, ou
de I'exposition aux pathogenes environnementaux qui peut étre liée aux comportements
d’exploration et de dispersion (Fig.3). Dans cette thése, nous avons déterminé de fagon
approximative la compétence des especes de petits mammiféres via la détection d'une
infection par un pathogéne, et la capacité de réservoir de ces espéeces via le nombre de
pathogénes qu’une espéce pourrait potentiellement transmettre Nous n'avons pas mesuré la
compétence réelle des espéces hbtes, puisque nous n’avons pas de données des charges
bactériennes pathogenes intra-hdte, ni de la capacité de transmission des pathogenes a un
autre individu. L'acquisition de telles connaissances est délicate en populations naturelles, et

nécessite des approches expérimentales.

Il est également admis qu'il existe généralement une relation entre les traits écologiques et
fonctionnels des especes, notamment via des compromis évolutifs ou physiologiques. La
théorie des traits d’histoire de vie prédit notamment qu’une compétence plus grande devrait
étre associée a des traits de vie correspondant a des cycles de vie rapides, ou les traits de
croissance et de reproduction sont favorisés aux dépens de I'immunité. Ce processus éco-
évolutif expliquerait pourquoi les espéces d'hétes les plus compétentes présentent
généralement une plus grande abondance et une meilleure résistance aux perturbations (Rohr

et al., 2020; Plourde et al., 2017).

Cependant, nous n'avons pas observé cette tendance dans ce travail de these (Chapitre 2). En
effet, les espéces les plus compétentes vis-a-vis d'un pathogene ne se sont pas révélées étre
les plus abondantes dans les environnements les plus fortement perturbés. En revanche, nous
avons découvert que les espéces adaptatrices, qui sont trés abondantes dans tous les milieux
échantillonnés, présentent une plus grande capacité de réservoir, c'est-a-dire qu'elles

hébergent un plus grand nombre de pathogénes que les autres types d'especes. (Chapitre 1).

Une explication plausible pour expliquer ce patron contraire aux prédictions théoriques est que
toutes les especes hotes examinées dans notre étude présentent a la fois une grande
abondance et une grande compétence. En effet, nos observations se concentrent
principalement sur des espéces communes, y compris des especes adaptées aux

environnements urbains et des especes commensales. Cependant, il est important de noter
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que les espécesindigénes et rares, a I'exception de Glis glis et Crocidura leucodon, ne sont pas
suffisamment représentées dans notre étude pour qu’une bonne évaluation de leur abondance
et de leur charge pathogéne soit réalisée, laissant ainsi une lacune dans notre compréhension
du systeme. Le probléme réside dans notre méconnaissance des especes éteintes, ainsi que

dans le fait que les espéces rares sont insuffisamment échantillonnées (Coomber et al., 2021).

De plus, les foréts les moins perturbées échantillonnées ici subissent malgré tout diverses
altérations dues aux activités anthropiques, favorisant potentiellement la présence des espéces

les plus abondantes, les plus résistantes et les plus compétentes (Mendoza et al., 2019b).

Enfin, le microbiote commensal (en particulier intestinal) des especes hotes pourrait étre
considéré comme un trait fonctionnel exercant une forte influence sur la capacité de réservoir
et la compétence des hotes. La redondance fonctionnelle d'un microbiote pourrait favoriser
I'accumulation de taxons phylogénétiquement proches, tandis qu'elle pourrait entrainer une
exclusion compétitive lorsque les taxons sont phylogénétiquement éloignés, de sorte a
empécher I'entrée de nouveaux taxons (Pickard et al., 2017). Nos résultats montrent que les
especes adaptatrices tendent a avoir des microbiotes intestinaux qui assemblent des taxons
plus proches sur le plan phylogénétique, ce qui peut expliquer leur capacité a servir de réservoir
a de nombreux taxons rares, dont certains peuvent étre pathogenes pour I'humain. Cependant,
une grande redondance fonctionnelle peut étre co(lteuse pour I'hdte en termes d'énergie,
pouvant affecter des domaines tels que I'immunité (Larsen & Claassen, 2018). Cette allocation
d'énergie pourrait favoriser I'accumulation de pathogénes. En conséquence, la diminution des
taxons microbiens peut créer un environnement propice a la colonisation par des pathogénes
opportunistes, souvent des taxons d’origine humaine (Dillard et al., 2022). En ce qui concerne
les espéces citadines, leur microbiote est davantage soumis a des pressions stochastiques, ce
qui peut permettre l'introduction aléatoire de nouveaux taxons, pouvant avoir des effets
bénéfiques ou néfastes pour I'hote. Les pressions stochastiques peuvent également entrainer
des dysbioses (Zaneveld et al., 2017), perturbant la composition taxonomique et la perte de
fonctions essentielles, notamment celles liées a l'immunité. De plus, I'extinction d'espéces peut
laisser des niches vacantes, favorisant I'implantation de pathogénes opportunistes (Pickard et
al.,, 2017). Ces interactions environnement / microbiote affectent donc la compétence et la

sensibilité des especes hétes aux pathogenes.
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B. L'anthropisation augmente le danger zoonotique via la modification de
la structure fonctionnelle des communautés d’hétes
Tres peu d'études ont évalué la relation entre I'anthropisation, les traits fonctionnels et la
circulation des pathogénes dans la faune sauvage. Cette lacune constitue un domaine de
recherche prometteur (Huang et al., 2023), qui nécessite la prise en considération de la relation
tripartite entre I'environnement, la structure des communautés d’hétes et les pathogénes

(Fig.4).

Communautés
d’hotes

Environnement

Fig.4. lllustration de la relation tripartite entre |'environnement, la communauté d’hotes et les
pathogénes. Inspiré de Halliday et al. (2021)

LU'impact de [Ianthropisation se manifeste au travers de pressions de sélection
environnementale qui faconnent la diversité et la structure des communautés a différents
niveaux biologiques. Pour les communautés de mammiféres, les especes résistantes ou
résilientes a ces pressions, capables de s’adapter aux milieux urbains, montre des traits
fonctionnels particuliers. L'anthropisation favorise donc I'émergence d'especes dotées de
stratégies adaptatives spécifiques (Plourde et al., 2017). Comme vu précédemment, ces traits
fonctionnels sont associés a d'autres caractéristiques phénotypiques en relation avec les
pathogénes, notamment la compétence, la sensibilité et I'exposition a ces derniers. En
conséquence, cette structure fonctionnelle des communautés d’hotes participe fortement aux

patrons de circulation des pathogenes décrits a I'échelle des communautés.
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Les résultats présentés dans le Chapitre 1 mettent en évidence les traits favorisés par
I'anthropisation, qui peuvent expliquer la répartition des especes de petits mammiferes le long
du gradient d'anthropisation. Nous avons observé que les especes citadines présentent des
caractéristigues telles qu'une reproduction rapide avec une taille de portée importante, une
taille plus élevée ou encore une grande diversité du régime alimentaire. Ces traits
correspondent aux stratégies écologiques de type « R », permettant de coloniser rapidement
les nouveaux environnements. Ces résultats étaient en accord avec les résultats d’'une méta-
analyse sur les traits des mammiféres urbains (Santini et al., 2019). Cependant, notre étude Il
s’est appuyée sur la base de données mondiale, Pantheria (Jones et al., 2009). Or, ces traits
fonctionnels ou écologiques peuvent présenter des variations significatives spatiales et
temporelles, en réponse a différents facteurs biotiques et abiotiques. Par conséquent, il serait
intéressant de réaliser nos analyses en utilisant des mesures de traits fonctionnels et

écologiques propres a chaque population échantillonnée.

Une autre hypothése théorique suggere qu’une forte plasticité comportementale serait un
facteur favorisant I'adaptation urbaine (Mazza et al., 2020). Les espéces citadines présentent
souvent des comportements sociaux complexes, tels que des systemes hiérarchiques et des
systémes de communication chez les rats, ainsi que des comportements de protection de leur
portée face aux dangers chez les Crocidures par rapport aux Sorex (Chapitre. 1). Plusieurs méta-
analyses ont mis en évidence qu'une plasticité phénotypique accrue pourrait faciliter
I'établissement des espéces dans un nouvel environnement (Caspi et al., 2022; Davidson et al.,
2011; Hendry et al., 2008). Dans ce contexte, le microbiote peut étre identifié comme un trait
fonctionnel de I'espece et comme moteur de la plasticité (Alberdi et al, 2016; Moeller &

Sanders, 2020) et pourrait ainsi étre a l'origine de I'adaptation des espéces (Fig.5).
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Fig. 5. L'expression des genes est influencée par I|'environnement, ce qui signifie que chaque trait
fonctionnel résulte de l'interaction entre l'environnement et la génétique. Dans de nombreux cas,
I'épigénétique joue un rdle clé dans cette régulation de I'expression génétique chez I'héte. Cependant,
il est maintenant reconnu que le microbiote, qui est également influencé par la génétique de ['hote
(phylosymbiose) ainsi que par I'environnement, peut jouer un réle crucial. En étant flexible, il permet a
I'hote de s'adapter plus rapidement en acquérant de nouvelles fonctions essentielles.

Les résultats de cette thése illustrent I'impact de I'anthropisation sur la structure fonctionnelle
des communautés d’hotes, du point de vue de la diversité, composition et des fonctions du
microbiote intestinal. En particulier, nous avons démontré que les espéces citadines avaient un
microbiote intestinal associé a une grande diversité de fonctions. Certaines fonctions étaient
surexprimées chez tous les individus de ces especes citadines étudiées, ce qui pourrait indiquer
gu’elles soient favorisées en réponse aux pressions anthropiques liées au milieu urbain

(Chapitre 3).

Cette thése a mis en exergue l'influence de I'anthropisation sur la structure fonctionnelle des
communautés a différents niveaux d’organisation biologique ; les petits mammiféeres et les
pathogénes d’une part (Chapitre 2), les petits mammiferes et le microbiote intestinal d’autre
part (Chapitre 3). Il est désormais nécessaire, comme ceci a été fait a I'échelle d’'une espéece
hote (Chapitre 4), d’analyser conjointement les liens complexes entre ces trois communautés.
Ceci permettrad’évaluer si I'anthropisation affecte le danger zoonotique via la modification de
la structure fonctionnelle des communautés d’hotes (top-down) et/ou des communautés

microbiennes (bottom-up)
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C. "urbanisation est-elle associée a une moins bonne santé des hotes ?
Une question qui reste en suspens concerne la santé des hdtes en milieu urbain. Ces
environnements peuvent représenter un fardeau pour la santé des hotes (Fig.6)(Werner &
Nunn, 2020a). lls sont associés a divers stress liées aux activités humaines, a diverses sources

de pollution... De plus, I'alimentation humaine peut étre plus calorique et moins saine.

Les traits fonctionnels favorisés dans ces milieux, les conséquences sur la compétence et la
circulation des pathogenes dans la faune sauvage, permettent-ils de préserver la santé des
hétes, ou les petits mammiferes restent-ils plus malades en ville que dans les foréts moins

anthropisées ?

Nous avons observé un nombre accru de signes cliniques en milieu urbain tels que des plaies
cutanées, des infections et des nécroses, ainsi qu'une augmentation du nombre de
macroparasites tels que les échinocoques et les ténias. Ces travaux étaient en accord avec les
travaux de Murray et al. (2019), qui ont mis en évidence une relation négative entre
I'anthropisation et la santé des animaux sauvages. Cependant nos résultats mettent également
en exergue une plus grande survie des espéces de petits mammiferes adultes en

environnement urbain et une réduction du nombre d'ectoparasites (Chapitre 1).
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Fig. 6 illustration des forces contradictoires engendrées par I'anthropisation sur la santé et la condition
physique des individus

De facon similaire, nous avons obtenu des résultats divergents au niveau microbien. La variance
inter-individuelle de la composition du microbiote intestinal était trés forte en milieu urbain.
Cela pouvait résulter soit de différences marquées dans leur alimentation, soit (I'hypothése la
plus probable) d'une dysbiose plus prononcée. Les effets stochastiques étaient plus marqués
sur le microbiote intestinal en ville, ce qui peut avoir un impact direct sur la santé et la condition

physique de I'néte. Cependant, nous avons également constaté une plus grande diversité
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fonctionnelle et une surexpression de certaines fonctions, ce qui suggére une sélection de

fonctions essentielles pour une meilleure santé de I'ndte (Chapitre 3).

De maniere similaire aux processus observés au niveau des espéces, il est possible que les
individus plus vulnérables aux pressions anthropiques soient également plus sensibles aux
pathogenes. Cela pourrait étre attribué aux effets de dysbiose ou aux interactions
microbiennes. Cependant, nos recherches menées sur le campagnol roussatre ont révélé gu’il
n’y avait pas de corrélation entre la diversité ou la composition des communautés bactériennes
pathogéniques et du microbiote intestinal. La perspective d'utilisation des caractéristiques du
microbiote commensal comme indicateur de santé pour la faune sauvage reste donc a

approfondir.

IV. Des changements d’échelle en perspective

A. Nécessité de prendre en compte différentes échelles biologiques pour

mieux évaluer les relations entre biodiversité et zoonoses
Nous avons étudié les relations entre la biodiversité et le danger zoonotique en considérant
différents niveaux d'organisation biologique, couvrant principalement les individus, les
populations et les communautés d'hotes, et dans une moindre mesure les niveaux de
I'environnement et des organes. Il pourrait étre bénéfique d'intégrer I'ensemble des échelles
d’organisation de la biodiversité pour mieux appréhender la complexité des relations entre
biodiversité et zoonoses, notamment I'échelle de I'écosysteme et les échelles moléculaires et

cellulaires (Fig.7).
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Fig.7.Issue de Ezenwa et al. (2015). Dans les deux panneaux les plus a gauche, nous décrivons la
hiérarchie de I'organisation biologique, depuis les molécules et les génes jusqu'aux écosystemes. Le
panneau de droite montre des exemples de lacunes dans les connaissances qui peuvent émerger de la
ségrégation « typique » des activités de recherche entre les trois domaines.

Dans cette these, les communautés écologiques étudiées incluaient les petits mammiferes. I
aurait été pertinent d'élargir notre perspective a I'étude de communautés plus vastes. Cette
approche aurait pris en compte non seulement les petits mammiféres mais aussi les vecteurs,
les prédateurs, ainsi que d'autres espéces partageant le méme habitat, tels que les humains,
les animaux domestiques, les oiseaux ou encore d'autres especes clés dans 'écosysteme telles
que les ongulés (Ezenwa et al., 2015; Johnson et al., 2015). La considération de communautés
d’hétes plus larges aurait permis de mieux comprendre comment la diversité de la faune
sauvage peut réguler la transmission des pathogénes et favoriser |'effet de dilution (Keesing et

al., 2010).

Nous avons inclus I'échelle des populations en étudiant les différences géographiques
intraspécifiques de différentes caractéristiques des petits mammiféres. Nous n'avons pas

abordé I'échelle individuelle, qui permettrait de mieux décrire les phénomenes de transmission
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de pathogénes au sein et entre populations ou espéces. Par exemple, comprendre les
mouvements des individus et leurs contacts intra- et interspécifiques peut étre essentiel pour
évaluer la transmission des pathogenes (Sih et al.,, 2018). Or ces mouvements et contacts
peuvent varier entre individus en fonction du comportement social, du statut hiérarchique au

sein du groupe social, ou du groupe fonctionnel (Silk & Fefferman, 2021).

Un niveau d’organisation non inclus dans cette thése, et également peu pris en compte en
écologie est le niveau intra-héte, des cellules ou des organes. Or, prendre en compte les
interactions au niveau cellulaire peut fournir des informations majeures sur les interactions
entre les micro-organismes, les cellules immunitaires (anticorps) et les métabolites, de I'hote,
des microbes commensaux ou des pathogenes (Ezenwa et al., 2015). Parallelement, il aurait
été intéressant de prendre en compte les différentes communautés microbiennes présentes
dans chaque organe d'un hdte pour étudier leurs interactions et comprendre le

fonctionnement de ces méta-communautés intra-hotes (Miller et al., 2018).

Enfin I’échelle moléculaire serait tout a fait pertinente, qu’il s’agisse des hotes ou des
pathogenes. Le polymorphisme nucléotidique ou les variations d’expression génique peuvent
influencer aussi bien la compétence et la sensibilité des hétes que la virulence des pathogenes
et les interactions hdtes-pathogenes, voire pathogenes-pathogenes. Ainsi, les études de
génomique de 'adaptation menées sur des hotes réservoirs en zones endémiques et non
endémiques pour un pathogene ont permis d’identifier des voies immunitaires impliquées dans
les variations de résistance/tolérance (voir par ex Dubois et al., 2018). Les recherches
approfondies sur les sérogroupes/sérovars des leptospires ont révélé des relations spécifiques
avec les hétes (voir Chapitre 1, Garcia-Lopez en préparation). Les différences génétiques
observées entre les souches de I'Orthohantavirus PUUV circulant en France pourraient
expliquer des variations de transmission ou de virulence de ce virus (voir par ex. Madrieres et

al., 2020).

Dans les années a venir, il sera crucial d'intégrer I'ensemble de ces niveaux d'organisation
biologique en écologie de la santé. Ceci permettra de mieux comprendre les relations
complexes entre microbiotes commensaux et communautés de pathogénes au sein des hotes.
A terme, cette connaissance sera cruciale pour évaluer comment et pourquoi ces interactions
faconnent les patrons biodiversité / prévalence des pathogénes observés dans la faune

sauvage.
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B. Nécessité d’évaluer les relations entre biodiversité et zoonoses a
différentes échelles spatio-temporelles
Il serait judicieux d'approfondir notre compréhension de la maniere dont les échelles spatiales
et temporelles influencent la relation entre la perte de biodiversité et la circulation des agents

pathogénes.

Notre étude s'est concentrée sur une période de suivi courte de 2.5 ans, et un échantillonnage
biannuel, ce qui peut limiter notre capacité a comprendre les relations entre la biodiversité et
la circulation des agents pathogenes. En effet, il convient de noter que les communautés de
petits mammiferes sont soumises a différents cycles pluriannuels, tels que la fructification de
certains arbres dont les fruits sont des ressources importantes pour ces animaux (ex des
fluctuations de glandées chez les chénes), sur une période de 3 a 5 ans (Ostfeld et al., 2018).
Ces phénomenes écologiques ont un impact sur le cycle d'abondance des especes de petits
mammiferes. Notre étude ne permet pas de capturer cette variabilité pluriannuelle. Un suivi a
long terme, recoupant plusieurs cycles, pourrait offrir la possibilité de mieux comprendre
I'impact de ces variations temporelles d’abondance de certaines espéces hdtes sur la
composition des communautés de petits mammiféres et la circulation des pathogenes. Cela
permettrait également d’évaluer lI'impact des événements climatiques exceptionnels ou

encore du réchauffement climatique sur ces relations biodiversité/zoonoses.

Concernant I'échelle spatiale, notre recherche était basée sur une échelle régionale en France,
ce qui est limitant pour plusieurs raisons. D’une part, cette échelle peut étre considérée comme
trop grande, car les différentes communautés d’hétes échantillonnées évoluent dans des
conditions abiotiques contrastées, ce qui peut entrainer des effets confondants lors de nos
analyses des relations biodiversité/zoonoses. Réduire I'étude a une échelle plus fine, d’une
meétropole par exemple, permettrait de limiter ce probleme de fortes variations des conditions
abiotiques entre sites d’étude. D’autre part, une étude réalisée a une échelle trop fine peut
donner des résultats trop spécifiques et n"avoir qu’une portée générale limitée. Considérer une
échelle continentale, voire mondiale, ou a I'échelle de la distribution des especes de petits
mammiferes pourrait étre tres enrichissant de ce point de vue. Le projet BioRodDis, avait une
portée spatiale plus étendue, couvrant une partie de I'Europe centrale et du Nord. Ce couplage

d’études a différentes échelles spatiales contribue a une meilleure compréhension des
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processus spécifiques et généraux a l'ceuvre dans [Iétablissement des relations

biodiversité/zoonoses.
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V. Mieuxrépondre aux recommandations dictées par le concept « One health »
Pour rappel, le concept "One Health" ou "une seule santé" vise a intégrer la santé des étres
humains, des animaux et des écosystémes, reconnaissant ainsi l'interdépendance étroite entre
ces trois domaines pour assurer la santé globale de la planéte (OHHLEP). Cependant, nous
avons encore une connaissance limitée de la santé de la faune sauvage et plus généralement
de la circulation des pathogénes, en particulier dans des écosystéemes perturbés. Dans
l'introduction, nous avons souligné I'importance cruciale de mieux comprendre les mécanismes
de transmission inter-espéces (Lefrancois et al., 2023), notamment pour anticiper les risques
et prévenir de futures pandémies mais aussi afin d’adopter des approches « gagnantes-
gagnantes » pour la santé et pour I'environnement (Cunningham et al., 2017b). Pour cela, il
était recommandé de mettre en place un systeme d'alerte local efficace et précoce, en
renforcant la surveillance des agents pathogeénes chez divers hétes de la faune sauvage dans

différents environnements (Carroll et al., 2018).

Ce projet est en adéquation avec ces recommandations, car il a permis, premierement, de
décrire et surveiller la circulation de divers agents pathogenes chez plusieurs espéces de
rongeurs dans une région de France. Deuxiemement, il a contribué a une meilleure
compréhension des mécanismes de l'effet dilution a travers des études empiriques et
théoriques, ouvrant ainsi la voie a I'adoption de stratégies ‘gagnantes-gagnantes’ pour la
biodiversité et la santé publique. Troisiemement, il a permis d’approfondir les connaissances
sur la santé de la faune sauvage, en mettant en exergue l'importance du microbiote intestinal
dans les interactions hétes-pathogenes et pathogénes-pathogénes. Enfin, ces résultats ont été
transférés vers les gestionnaires de sites et des instances de santé publique, afin d’améliorer
les stratégies de prévention des utilisateurs face aux dangers zoonotiques recensés.
Cependant, nous préconisons plusieurs pistes pour améliorer les futures études qui porteraient

sur des questions de recherche similaires.

A Améliorer la  surveillance du danger zoonotique selon les
recommandations liées au concept « One health »
Une premiere série de recommandations concerne I'amélioration de la surveillance de la
circulation des agents pathogenes. Nous préconisons une meilleure prise en compte des
facteurs temporels et environnementaux, qui influencent la dynamique des hotes et des

pathogénes (O’Brien & Xagoraraki, 2019). Comme dit précédemment, notre suivi temporel n’a
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pas couvert le cycle pluriannuel d’abondance des petits mammiféres. La mise en place de suivis
de surveillance a long terme est indispensable pour acquérir des données sur plusieurs cycles,
ce qui permettrait de comprendre les processus éco-épidémiologiques qui faconnent la
circulation des pathogénes, dans la faune sauvage, mais également les pics de transmission
animaux/humains (Giraudoux et al., 2021, revue scientifigue Bourgogne-Franche-Comté
Nature 34). De telles séries démographiques longues de petits mammiféres, supérieures a la
durée d'un cycle, restent trés rares et principalement menées en Scandinavie ou en Grande-

Bretagne.

De plus, notre design spatial d’échantillonnage n’a inclus qu’un faible nombre de réplicas par
catégorie d’anthropisation, et nos études de paysages menées a posteriori ont révélé
d’importantes variations abiotiques entre réplicas. De facon extréme, les deux sites boisés en
milieu urbain se sont ainsi révélés correspondre a deux catégories distinctes d’anthropisation :
parc urbain et péri-urbain, avec des conséquences éco-épidémiologiques fortes. Pour éviter
ces problemes, il serait judicieux, dans la mesure du possible (contraintes d’acces,
d’autorisation d’échantillonnage) d'évaluer en amont de I'échantillonnage la variabilité des
facteurs abiotiques entre sites choisis a priori, et de rectifier ces choix en cas de disparités
spatiales trop fortes. Ceci permettrait de minimiser les biais environnementaux potentiels par
rapport a notre question biologique (Tableaul). Enparalléle, I'échantillonnage de trois réplicas
par catégorie permettrait de limiter le risque de problemes statistiques ultérieurs, si un réplica
ne peut plus étre suivi au cours de I'étude. C'est particulierement important pour les suivis a
long terme, car les événements imprévus qui modifient les possibilités d’échantillonnage

(incendie, coupes, défaut d’autorisation d’échantillonnage) deviennent alors plus probables.
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Tableau 1. bilan des techniques a prendre en compte pour améliorer la surveillance des zoonoses.

Pour une meilleure surveillance = approche holistique

Meilleures analyses
spatio-temporelles

- Etudes des facteurs
environnementaux

- Etudes temporelles,
saisonniéres

- Etudes spatiales
préliminaires des sites avant
échantillonnage

Meilleur suivi de la
faune sauvage

- Etudes des communautés
d’ hotes multi- échelles
(diversité, espéces,
individus)

Standardisation des
méthodes

Collaboration

Meilleure détection
des pathogénes

Meilleures
connaissances dES
pathogenes présents

Meilleures détection
des espéces/souches de
pathogénes.

Standardisation des
méthodes

Détection des maladies
animales et humaines

Meilleure détection

Meilleure
communication intra-
disciplines

Collaboration
Meilleure

compréhension des
sciences humaines

Collaboration

Deuxiemement, nous avons discuté précédemment de limportance des suivis des
communautés d'hétes les plus exhaustifs possibles, idéalement a plusieurs échelles (de la
diversité générale a I'échelle de I'espece et au niveau des individus). Cette démarche exige une
mobilisation considérable en terme de personnel et de financement (Carroll et al., 2018). Nous
soulignons l'importance de la mise en place de collaborations pluridisciplinaires (sciences de
I'écologie, de la santé vétérinaire...), voire transdisciplinaires (ex de I'implication possible des
fédérations de chasse, des organismes travaillant sur la biodiversité, des associations
naturalistes, ...), etla co-construction du projet entre les différents partenaires, pour optimiser
I'échantillonnage et garantir des résultats comparables entre différents sites d’études (Tableau

1).

Dans notre étude, nous avons été confrontés a plusieurs limites dans I'acquisition des données
sur les hotes, bien qu’elles aient été fructueuses avec 1734 individus capturés appartenant a
18 especes. En particulier, les biais d’échantillonnage sont liés a la capturabilité des espéces,
aux pieges et appats utilisés. Il faudrait diversifier les approches permettant d’évaluer la
diversité des petits mammiféres et plus généralement de la faune sauvage (voir chapitre 1).
Une alternative a I'échantillonnage exhaustif de la faune sauvage consiste a concentrer les
efforts d'échantillonnage sur les especes connues comme étant des réservoirs majeurs de
pathogénes, et dans les régions les plus propices a la circulation de cesderniers (Carroll et al.,

2018). Les données épidémiologiques acquises sur ces especes peuvent étre mises en relation
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avec les facteurs environnementaux et permettre I'établissement de cartes de risque potentiel
(Allen etal., 2017b; Dharmarajan et al., 2022; Olival et al., 2017a). Cependant, dans le cadre de
ma thése, nous avons constaté que certains pathogénes zoonotiques étaient également
détectés dans les espéces de petits mammiferes qui n’étaient pas nécessairement les plus
abondantes ni les réservoirs attendus. Il y aurait donc un risque de biais des prédictions si les
études futures se concentraient uniguement sur la connaissance passée de la distribution des
pathogenes, celle-ci n'étant que trop parcellaire, et déja biaisée par des recherches
concentrées sur certaines especes (Albery et al., 2022). Un compromis est donc a trouver entre
des échantillonnages renforcés dans les zones et les hotes identifiés comme présentant un
risque plus élevé, et des échantillonnages sans a priori dans les espéces et zones géographiques

moins connues (Carroll et al., 2018).

Une limite de cette étude est également I'absence de données chez les animaux domestiques
et les humains, ce qui ne permet pas d’analyser le risque zoonotique, ni de comprendre les
facteurs qui favorisent la transmission des animaux vers les humains. Nous avons cependant
pu mettre en relation les nombreux cas de néphropathie épidémique détectés dans la
population humaine du Jura en 2021 avec 'éco-épidémiologie de I'Orthohantavirus PUUV dans
les populations de campagnols roussatres de la méme région (Castel et al., 2023). Un tel lien
n'a pas pu étre fait pour les autres pathogénes zoonotiques que nous avons détectés chez les
petits mammiféres. Par exemple, la détection de la bactérie Francisella tularensis dans les petits
mammiferes en 2021 n’a pas trouvé écho dans les données humaines du Centre national de
référence. Une recommandation possible est d’améliorer la surveillance des zoonoses dans les
populations humaines (Shanbehzadeh et al., 2022), et d’améliorer les transferts de
connaissances entre |'écologie de la santé et la médecine. Nous ignorons s'il y a eu d'autres cas
de pathogénes zoonotiques détectés dans les sites que nous avons suivis, mais nous émettons
I'nypothese que des lacunes dans la détection des maladies chez les humains pourraient étre
dues a la méconnaissance des agents zoonotiques issus de la faune sauvage dans le milieu
médical, et aux limites de la collaboration entre écologues et médecins (Cunningham et al.,

2017b; O’Brien & Xagoraraki, 2019).

Troisiemement, il est impératif d'accroitre les efforts de détection des pathogénes dans la
faune sauvage. La surveillance dans la faune sauvage présente souvent des biais en faveur des

pathogenes déja identifiés, comme l'ont souligné Hattendorf et al. (2017). Or il existe encore
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un grand nombre de pathogénes inconnus, dont environ 1,67 million de virus, dont beaucoup
pourraient avoir un impact sur les humains (environ 631 000 a 827 000 virus pourraient
potentiellement affecter les humains, Anthony et al., 2013; Carroll et al., 2018; Olival et al,,
2017). Une estimation de Carroll et al. (2018) indique que si nous persistons a utiliser les
approches de détection actuelles, notre surveillance ne sera en mesure de détecter que 0,1 %
des virus pouvant potentiellement infecter les étres humains. L'estimation du nombre de
bactéries, de champignons et d'autres parasites potentiellement pathogenes pour les humains
ou les animaux n'a jamais été évaluée, mais elle est sans aucun doute tout aussi importante
(Han et al.,, 2015; Jones et al., 2008). Une problématique actuelle est que la recherche
exhaustive de tous les pathogenes a potentiel zoonotique serait extrémement colteuse, avec
une estimation de 7 milliards de dollars pour les virus uniquement. C’‘est pourquoi la biologie
prédictive appliqguée au risque zoonotique, qui associe écologie et intelligence artificielle, est
un front de science en pleine effervescence dont |'objectif est d'arriver a optimiser la
surveillance des pathogénes dans la faune sauvage, pour prévenir les émergences (Becker et

al., 2022; Pandit et al., 2022; Wardeh et al., 2020).

B. Reconsidérer les especes de petits mammiferes et adopter une approche
gagnante-gagnante
La compréhension du contexte socio-écologique dans lequel de nouveaux pathogenes
pourraient apparaitre et étre transmis aux populations humaines est crucial pour mieux
comprendre le risque zoonotique. Une méthode d'enquéte adaptée a cette fin est le modéle
des Connaissances-Attitudes-Pratiques (CAP, Launiala, 2009), permettant de mettre I'accent
sur les déficits cognitifs (Connaissances), les erreurs de jugement (Attitudes) ainsi que le

manque de respect des comportements recommandés (Pratiques).

Alors gue ma these s'est principalement concentrée sur le danger zoonotique et non
I'exposition des pathogénes aux humains, le projet BioRodDis a également exploré une partie
du contexte social dans lequel les échantillonnages étaient réalisés. Cela incluait I'analyse des
pratiques des personnes qui fréquentent les foréts et les parcs urbains, ainsi que |'évaluation
de la perception qu'ils avaient du risque zoonotique auquel ils étaient exposés lors de ces

activités, notamment en ce qui concerne la transmission de pathogenes par les rongeurs.

La plupart des personnes avaient conscience du danger zoonotique que les rongeurs

constituaient. Il est évident que dans la culture populaire, les rongeurs sont souvent stigmatisés
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en tant qu'espéces nuisibles, ravageurs des cultures, porteurs de maladies, des étres
« pestiférés », souvent associés a des images négatives, tels que vivant dans les égouts ou se
nourrissant des déchets alimentaires. En réponse a cette préoccupation, les étres humains ont
mis en ceuvre de nombreuses stratégies pour se débarrasser de ces nuisibles, notamment par
le biais de campagnes de dératisation. Ces campagnes ont souvent recours a des appats
contenant ce que l'on appelle communément de la "mort aux rats", principalement des

anticoagulants qui entrainent leur déces (Witmer, 2019).

Dans ma these, nous avons évalué la capacité des petits mammiferes, en particulier des
rongeurs, a abriter des pathogenes a potentiel zoonotique et a occuper divers habitats. Nos
résultats confirment que ces animaux ont un fort potentiel en tant que réservoirs d'agents
zoonotiques et qu'ils sont capables de coloniser une grande variété d'environnements. Cecidit,
faut-il pour autant considérer les espéces de petits mammiféres comme des menaces en elles-
mémes ? Nous pensons que cette évaluation pourrait constituer une erreur d'appréciation ! Il
est impératif de revoir notre perception si nous souhaitons prévenir le risque zoonotique

associé aux petits mammiferes (Fig.8).

Fig. 8 Les rats utilisés par ©Banksy dans son art servent de miroir a la société humaine. Ils symbolisent
la résistance et la persévérance face a I'oppression, tout en reflétant les problemes et les injustices de
la société contemporaine, tels que les inégalités sociales, I'environnement, la faim dans le monde, les
maladies, le pouvoir de l'argent, et d'autres préoccupations. Les rats de Banksy incarnent la dualité de
I'ame humaine, rappelant que malgré les défis, il y a toujours de I'espoir et la possibilité de changement.
ls représentent la voix des marginaux et des opprimés, émergeant des sous-sols pour défier |'autorité
et remettre en question I'hypocrisie de la société.
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Premierement, le probleme des interactions entre la faune sauvage et les étres humains
découle principalement des activités humaines et de leurs impacts sur I'environnement (Schell
et al., 2021, Introduction). Par exemple, lorsque les animaux sauvages se déplacent vers les
zones urbaines, cela est souvent attribuable a la destruction de leurs habitats naturels, a
I'expansion urbaine et a la perturbation de leurs écosystemes d'origine. Un exemple frappant
de cette dynamique est le rat brun, souvent dédaigné voire craint. Pourtant, ces rats reflétent
notre civilisation, ayant développé la capacité de survivre a proximité de nous, en se réfugiant
dans nos constructions et en se nourrissant des déchets que nous produisons. Leur population
croit en parallele de I'augmentation de la population mondiale, résultant de notre maniére de
gérer nos déchets et I'environnement. La quéte inlassable de I'élimination des rats, alors gu'ils
incarnent nos propres problemes, souléeve des questions sur nos habitudes de vie et notre

influence constante sur I'environnement (Fig.8) (de Bondt et al., 2023).

Deuxiemement, nous avons souligné l'importance de la biodiversité des petits mammiferes
pour réguler le danger zoonotique. Cette fonction de régulation est atténuée lorsque les
communautés de petits mammiféres sont soumises aux perturbations, entrainant une perte de
diversité et la prolifération de certaines especes plus compétentes (effet dilution, Chapitre 2).
Ainsi, il est crucial que la perception des petits mammiferes et de leur diversité évoluent dans
I'opinion publique en reconnaissant les services qu'ils offrent en tant que « régulateurs » des
especes abondantes et compétentes, ainsi que leurs effets «dilution» de la transmission des

pathogenes (Keesing et al., 2006; 2010).

Troisiemement, les especes de petits mammiferes ne sont pas toutes envahissantes et
nuisibles. Celles-ci présentent une diversité considérable et jouent un réle écologique crucial,
souvent sous-estimé, tout comme les menaces qui pesent sur elles (C. Fischer et al., 2018;
Guégan et al, 2020). De nombreuses espéces ayant pour habitats spécifiques les
environnements forestiers sont vulnérables a I'anthropisation (Combe et al., 2019), et font face
a un risque d'extinction accru (Coomber et al., 2021; Droghini et al., 2022; Harris, 2009). Nos
recherches ont révélé l'impact significatif des activités humaines sur la diversité et la
composition des communautés de petits mammiferes en France, ce qui met en lumiére la
nécessité d'une meilleure considération des petits mammiféres dans les environnements
forestiers et urbains, notamment au prés du plus grand public afin de mieux les protéger

(Guégan et al., 2020).
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Il devient impératif de réduire notre impact sur l'environnement et de trouver des solutions de
gestion bénéfiques a la fois pour la biodiversité des petits mammiféres et la santé publique.
Dans cette optique, plusieurs stratégies de gestion sont envisageables (Fig. 9). Tout d'abord,
pour contréler la prolifération des espéces de petits mammiféres envahissantes susceptibles
de perturber les especes indigenes, des méthodes de dératisation, de régulation des ressources
alimentaires (comme la gestion des poubelles), l'introduction de prédateurs ou de
compétiteurs peuvent étre employées (Fig. 9). Enoutre, des approches de conservation directe
peuvent étre envisagées, notamment la protection des espéeces en danger, l'introduction
d'espéces clés jouant un role essentiel dans I'écosysteme (et donc dans la préservation des
espéces menacées), ainsi que la gestion des paysages, par exemple la création de réserves
naturelles et de corridors pour réduire la fragmentation de I'habitat (Fig. 9, Arnal en révision,
Hopkins et al.,, 2021). De nombreuses politiqgues publigues actuelles portent sur la
végétalisation urbaine et la création d'espaces verts, visant a favoriser le bien-étre humain, a
lutter contre le réchauffement climatique et a préserver la biodiversité (Madureira & Monteiro,
2021; Semeraro et al., 2021). Toutefois, I'impact de ces méthodes sur la relation entre
biodiversité et pathogenes demeure a préciser, avec la possibilité d'effets contre-productifs qui
pourraient augmenter la circulation des pathogenes (Hopkins et al., 2022). Dans cette these,
nos résultats issus de la modélisation épidémiologique indiquent que la dératisation, lorsqu’elle
ne cible pas spécifiguement les espéces les plus compétentes pour un pathogene donné, peut
avoir des impacts négatifs sur le danger zoonotique associé. L’évaluation des impacts des
stratégies de gestion des ‘nuisibles’ ou de la biodiversité doit donc impérativement étre faite
en amont de leur mise en place, localement, par des approches empiriques et théoriques, et
de facon holistique, c’est-a-dire tenant compte de la diversité des pathogenes et vecteurs
présents dans la zone d’étude. Au-dela de ces aspects biologiques, il est important de noter
que la mise en place de ces méthodes de gestion peut varier en fonction de facteurs
socioculturels, tels que la perception du public, les croyances religieuses et culturelles dans le
pays concerné (Fig. 9. Schell et al., 2021). De plus, ces méthodes doivent souvent composer
avec des compromis économiques, une demande alimentaire croissante et |'urbanisation en
expansion. Cette diversité souligne la complexité inhérente a la mise en ceuvre de telles
stratégies de gestion, nécessitant la participation active des communautés locales et la

connaissance écologique des communautés animales (Singleton et al., 1999).
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Fig.9. Schéma conceptuel illustrant diverses stratégies de gestion, telles que la gestion des especes
envahissantes, les méthodes de préservation des especes en danger, ainsi que les approches de
préservation des paysages. La mise en ceuvre de ces méthodes exige une évaluation des risques pour la
biodiversité et la santé publique. Chaque courbe représente une stratégie particuliére. La courbe verte
incarne I'idéal en offrant le plus grand bénéfice a la biodiversité et a la santé publique, adapté a une
variété de contextes sans danger. Cependant, certaines stratégies (en rouge) peuvent étre efficaces
dans un contexte mais néfastes dans d'autres, posant des risques pour la biodiversité et la santé
publique. L'objectif ultime serait d'identifier la meilleure stratégie "gagnant-gagnant" pour la protection
de I'environnement et de la santé publique, sans ou avec des risques minimes potentiels. Enfin, leur
application dépend du soutien des politiques, de I'économie et de la dimension sociale.
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C. Intégrer les connaissances sur les microbiotes dans le concept « One
health »
Les recherches actuelles menées sur les microbiotes commensaux et les résultats de cette
these mettent en exergue l'influence de ces derniers sur la compétence et la sensibilité des
hétes aux pathogenes, et I'influence des facteurs environnementaux, socioéconomiques et
culturels sur leur diversité et leur composition. Ces recherches s’inscrivent donc également
dans le concept "One Health" et soulignent l'importance de notre perception et de notre

préoccupation du microbiote pour notre propre santé.

Premierement, les micro-organismes ont été historiguement associés a une connotation
négative, voire négligés. En conséquence, des méthodes médicales ont été employées pour
éliminer les agents pathogénes, mais elles ont montré leur limite. L'adage "Les antibiotiques...
ce n'est pas automatique" reflete cette réalité. Bien que les antibiotiques puissent efficacement
éliminer les agents pathogenes, leur action non sélective peut entrainer la destruction des
microbes symbiotiques, perturbant ainsi I'équilibre écologique. Malgré une prise de conscience
croissante des dangers des antibiotiques chez I'hnumain, leur utilisation reste trés répandue
chez les animaux d'élevage, contribuant ainsi a la résistance croissante des microbes a ces

médicaments (Lloyd-Price et al., 2016).

Deuxiemement, la santé microbienne, qu'elle concerne les micro-organismes animaux,
humains, ou de I'environnement (sol, eau, ...) est intrinsequement liée a la santé globale de
I'écosysteme et a la prévention des maladies zoonotiques. De plus, les microbiotes
commensaux jouent un role majeur dans de nombreuses fonctions essentielles (Shapira, 2016).
Le concept « One health » prend alors tout son sens (Trinh et al., 2018). Les communautés
microbiennes soumises a des perturbations peuvent perdre leurs capacités de protection et de
régulation des pathogenes. Par exemple, la compétition avec des espéces opportunistes ou
pathogenes peut favoriser la prolifération de certaines especes. Il est donc impératif que la
perception des microbes et de leur diversité évolue dans I'opinion publique, avec une meilleure
connaissance et reconnaissance des services qu'ils offrent. Parallelement, le microbiote offre
de nouvelles perspectives de surveillance de la santé animale. En particulier, il pourrait étre
utilisé comme bio-indicateur de la santé de la faune sauvage, ouvrant ainsi la voie a une

meilleure compréhension des risques zoonotiques (Ribas et al., 2023).
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Troisiemement, depuis I'ére industrielle, des perturbations environnementales, notamment
dues a notre mode de vie, ont entrainé une homogénéisation et une perte de la diversité des
communautés microbiennes, tant dans le sol que dans notre intestin (Delgado-Baquerizo etal.,
2021; Sonnenburg & Sonnenburg, 2019; Zunino, 2022). Cette perte de diversité microbienne a
des conséquences sur notre santé, favorisant I'augmentation des maladies chroniques telles
que l'obésité, le diabéte, I'asthme, les allergies, les maladies inflammatoires de l'intestin et
I'autisme. Ces maladies ont des co(ts importants sur la santé publique et I'économie mondiale

(Dominguez Bello etal., 2018).

Ce prisme démontre aussi gqu’il est devenu essentiel de minimiser notre empreinte sur
I'environnement et de développer une gestion plus efficace des « micro-organismes » afin de
trouver des solutions profitables a la diversité du microbiote humain, animal, ainsi que celle du
sol. En prenant en compte l'importance de la diversité microbienne et le réle fonctionnel de
certains groupes de micro-organismes dans la régulation des pathogenes, il devient
envisageable de manipuler le microbiote a des fins thérapeutiques dans la lutte contre les
maladies. De nombreux essais cliniques sont en cours (Fig.10), notamment pour traiter les
infections intestinales. Cette manipulation peut impliquer ['utilisation de probiotiques, la
transplantation du microbiote fécal, I'exploitation de phages. Afin de rétablir I'équilibre du
microbiote, des initiatives visant a encourager une alimentation plus saine, des styles de vie
plus salutaires, des pratiques agricoles et médicales plus responsables, ainsi que des méthodes
de préservation environnementale, notamment pour les sols, sont également mises en place

(Sonnenburg & Sonnenburg, 2019; Sun et al., 2023).
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Fig. 10 de Hou et al., (2022) illustrant la répartition des essais cliniques a travers le monde en fonction
de leur stade de progression, visant a traiter l'ensemble des maladies chroniques résultant de
dysfonctionnements du microbiote.

Ainsi, nous avons relevé une similitude dans la maniére dont les microbes et les petits
mammiféres sont percgus, souvent associés a des ‘nuisibles’. Il est désormais nécessaire de
rompre avec ce paradigme pour préserver les écosystemes et la santé humaine ou vétérinaire.
Que ce soit dans l'intégration des réflexions publiques concernant la diversité des petits
mammiferes ou celle du microbiote, nous devons reconsidérer notre systeme de santé ainsi
gue nos politiques sociales, en intégrant le concept "One Health." Pour ce faire, il est essentiel
d'informer la population. En outre, un point essentiel est d’améliorer la communication et de
renforcer les collaborations entre les chercheur.euse.s, les responsables politiques (Lefrangois
et al.,, 2023), les représentant.e.s des secteurs publics et les médias (Hammes et al., 2021). Ce
projet s’inscrit dans cette démarche en mobilisant de nouvelles connaissances et en les
diffusant notamment aupres des gestionnaires de sites par des réunions ‘focus group’, en
partageant nos données sur des plateformes ouvertes telles que le GBIF (Global Biodiversity
Information Facility, systeme mondial d’information sur la biodiversité) permettant leur
réutilisation, la diffusion d’articles scientifiques selon le principe de science ouverte, la
présentation des travaux lors de nombreux congres, la collaboration inter- et transdisciplinaire,

mais aussi la sensibilisation et la médiation auprés du grand public et des médias (films
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documentaires « Fabrique des pandémies » et « Vive les microbes » de Marie Monique Robin

ou journaux locaux, vidéos animations...).

Il nous reste donc seulement un petit détail a régler (et pas des moindres) : persuader la
population humaine et les décideurs politiques de changer leurs habitudes de vie en faveur
d'un monde plus respectueux de la nature. Cette transition vers une coexistence harmonieuse
avec notre environnement est un impératif pour préserver la biodiversité, des micro-
organismes aux grands mammiféres, réduire les risques de zoonoses et préserver la santé de

notre planete.
Conclusion générale

Ce projet a exploré les interactions complexes entre la biodiversité des communautés de petits
mammiferes, leur microbiote et leurs pathogenes, le long d'un gradient d'anthropisation. Ces
travaux ouvrent de nouvelles perspectives pour notre compréhension de la circulation des
pathogénes et soulignent l'importance de considérer 'écologie des communautés pour une
meilleure prévention du danger zoonotique. A I'avenir, nous espérons que ces découvertes
contribueront a orienter les politiques vers la préservation de la biodiversité, y compris chez
des espéces de petits mammiféres présentant un risque potentiel de zoonoses, et a terme
promouvoir une coexistence harmonieuse entre les humains, la faune sauvage et les

écosystemes naturels.
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Abstract

The increase in the emergence of zoonoses due to human activities is prompting us to refocus infectious
diseases at the center of global concerns, by adopting a "One Health" approach. The integration of
community ecology with epidemiology enables us to take into account all the ecological processes that
influence both multiple hosts and multiple micro-organisms. By exploring the relationships between the
latter in the transmission of zoonotic diseases, we could open up new perspectives for better prevention
of zoonotic danger. Given the zoonotic risk posed by small mammals and the threat to their diversity
posed by anthropization, we need to find new ways of managing these communities to limit the
circulation of pathogens. In the long term, this would make it possible to establish strategies that benefit
both biodiversity and health.

The aims of this thesis were to understand the complex links between small mammal biodiversity, their
microbiota and pathogens along an anthropization gradient. This included: i) monitoring the zoonotic
hazard associated with small mammals in France, ii) understanding the links between small mammal
biodiversity and the prevalence of multiple pathogens, in different environmental and management
contexts, iii) examining the relationship between small mammal biodiversity and their microbiota, iv)
analyzing the interactions between microbiota and pathogens.

To this end, we sampled small mammal communities along a forest anthropization gradient, then
performed serological and molecular analyses to detect and characterize zoonotic agents and gut
microbiota. We then carried out statistical analyses and epidemiological modelling to understand the
associations between zoonotic pathogens and microbiota, and their impact on the link between
biodiversity and zoonotic danger.

Along a gradient of anthropization, we have identified the presence of multiple pathogens in various
rodent species, representing a real risk to public health. Anthropization has altered the composition and
diversity of small mammal communities, as well as their microbiota. These changes have affected the
relationship between biodiversity and pathogens. We found that unbalanced small mammal
communities, with a higher abundance of competent species, were associated with an increased
prevalence of pathogens. However, community management strategies such as deratting could have a
counter-intuitive impact by reducing small mammal diversity and increasing pathogen circulation.

The ecological mechanisms underlying microbiota composition varied according to species type, and
seemed to play acrucial role in their resistance to anthropogenic disturbance. Furthermore, interactions
between pathogenic and commensal microorganisms suggest that a host's susceptibility to a pathogen
may be linked to the composition of its microbiota. With these results, new hypotheses emerge
concerning the role of the microbiota in the competence of the host species and its susceptibility to
pathogens.

Thus, disturbances induced by various anthropogenic pressures can cause an imbalance in communities,
which can alter the overall interactions between multiple hosts and micro-organisms, and consequently
increase the circulation of pathogens. This underscores the importance of exploring new methods and
approaches for a better understanding of these complex relationships between biodiversity, microbiota
and public health, in particular by applying an integrated health approach.

Keywords : Zoonoses e Anthropization e Small mammals e Dilution effect # Community ecology e
Microbiota e Multi-pathogens e Multi-hosts

316



Résumé

L'augmentation de I'émergence des zoonoses due aux activités humaines nous pousse a recentrer les
maladies infectieuses au centre des préoccupations mondiales, en adoptant une approche "One
Health". L'intégration de |'écologie des communautés a |'épidémiologie nous permet de prendre en
compte tous les processus écologiques qui influencent a la fois les multiples hotes et les multiples micro-
organismes. En explorant les relations entre ces derniers dans latransmission des maladies zoonotiques,
nous pourrions ouvrir de nouvelles perspectives pour une meilleure prévention du danger zoonotique.
Compte tenu du risque zoonotique que les petits mammiféres représentent et la menace que
I'anthropisation encoure sur leur diversité, il convient de trouver de nouvelles méthodes de gestion de
ces communautés permettant de limiter la circulation des pathogénes. A terme, cela permettrait
d’établir des stratégies bénéfiques tant pour la biodiversité que pour la santé.

Les objectifs de cette these étaient de comprendre les liens complexes entre la biodiversité des petits
mammiferes, leur microbiote et les pathogénes le long d'un gradient d'anthropisation. Cela incluait : i)
la surveillance du danger zoonotique associé aux petits mammiferes en France, ii) la compréhension des
liens entre la biodiversité des petits mammiferes et la prévalence de multiples pathogenes, dans des
contextes différents d’environnement et de gestion iii) I'examen de la relation entre la biodiversité des
petits mammiferes et leur microbiote, iv) I'analyse des interactions entre le microbiote et les
pathogénes

Pour cela, nous avons échantillonné des communautés de petits mammiferes le long d'un gradient
d'anthropisation forestier, puis effectué des analyses sérologiques et moléculaires pour détecter et
caractériser les agents zoonotiques et le microbiote intestinal. Nous avons ensuite effectué des analyses
statistiques et des modélisations épidémiologiques pour comprendre les associations entre les
pathogénes zoonotiques et le microbiote, ainsi que leur impact sur le lien entre biodiversité et danger
zoonotique.

Le long d’un gradient d'anthropisation, nous avons identifié |la présence de multiples pathogenes chez
diverses especes de rongeurs, représentant un réel risque pour la santé publique. L'anthropisation a
modifé la composition et la diversité des communautés de petits mammiféres, ainsi que leur microbiote.
Ces changements ont affecté les relations entre biodiversité et pathogénes. Nous avons constaté que
des communautés déséquilibrées de petits mammiféeres, avec une plus grande abondance d'especes
compétentes, étaient associées a une prévalence accrue de pathogénes. Cependant les stratégies de
gestions des communautés comme la dératisation pouvaient avoir un impact contre intuitif en réduisant
la diversité des petits mammiferes et en augmentant la circulation du pathogene.

Les mécanismes écologiques sous-jacents a la composition du microbiote variaient selon le type
d'especes, et ils semblaient jouer un réle crucial dans leur résistance aux perturbations anthropiques.
En outre, les interactions entre les micro-organismes pathogénes et commensaux suggerent que la
sensibilité d'un héte a un pathogene pourrait étre liée a la composition de son microbiote. Avec ces
résultats, de nouvelles hypothéses émergent concernant le réle du microbiote dans la compétence de
I'espece hote et sa sensibilité aux pathogenes.

Ainsi des perturbations induites par diverses pressions anthropiques peuvent provoquer un déséquilibre
dans les communautés, ce qui peut altérer I'ensemble des interactions entre les hotes multiples, les
micro-organismes et, par conséquent, augmenter la circulation de pathogenes. Cela montrent
I'importance d'explorer de nouvelles méthodes et approches pour une meilleure compréhension de ces
relations complexes entre la biodiversité, le microbiote et la santé publique, notamment en appliquant
une approche intégrée de la santé.

Mots clés : Zoonoses o Anthropisation e Petits mammiférese Effet dilution e Ecologie des communautés
e Microbiote e Multi-pathogenese Multi-hotes
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