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A b str a c t 

1.  U n d er st a n di n g t h e dri v er s of s e a s o n al di s e a s e o ut br e a k s r e m ai n s a f u n d a m e nt al 

c h all e n g e  i n  di s e a s e  e c ol o g y.  P eri o di c  o ut br e a k s  c a n  b e  dri v e n  b y  s e v er al 

s e a s o n all y  v ar yi n g  f a ct or s,  i n cl u di n g  p ul s e s  of  s u s c e pti bl e  i n di vi d u al s  t hr o u g h 

bir t h s,  c h a n g e s  i n  h o st  b e h a vi o ur  a n d  s o ci al  a g gr e g ati o n  a n d  v ari ati o n  i n  h o st 

i m m u nit y. H o w e v er,  w h e n  t h e s e p ot e nti al  dri v er s  o v erl a p  t e m p or all y, i s ol ati n g 

t h eir r el ati v e c o ntri b uti o n s t o o ut br e a k p att er n s b e c o m e s c h all e n gi n g.  

2.  W e st u di e d H e n dr a vir u s, a z o o n oti c p at h o g e n wit h s e a s o n al s pill o v er s fr o m b at s 

t o h or s e s a n d h u m a n s. M ulti pl e s e a s o n al f a ct or s h a v e b e e n h y p ot h e si z e d t o dri v e 

H e n dr a vir u s tr a n s mi s si o n, i n cl u di n g f o o d s h or t a g e s, bir t h p ul s e s a n d c h a n g e s i n 

h o st a g gr e g ati o n, b ut t h eir t e m p or al o v erl a p h a s m a d e i d e ntif yi n g pri m ar y dri v er s 

diffi c ult.  

3.  W e  c o n d u ct e d  a  4- y e ar  l o n git u di n al  st u d y  of Pt er o p u s b at s  t o  t e st  w h et h er 

s e a s o n al  bir t h  p ul s e s  a n d  t h e  r e s ulti n g  i nfl u x  of  s u s c e pti bl e  j u v e nil e s  dri v e 

H e n dr a  vir u s  tr a n s mi s si o n.  U si n g  a  B a y e si a n  a g ei n g  m o d el,  w e  a g e d  s e x u all y 

i m m at ur e b at s a n d pl a c e d t h e m i nt o bir t h c o h or t s. W e u s e d o ur a g e pr e di cti o n s 

t o m o d el h o w vir al s h e d di n g a n d a nti b o d y r e s p o n s e s c h a n g e d a s b at s a g e d. W e 

tr a c k e d B art o n ell a s p p. I nf e cti o n — a b a ct eri al p at h o g e n r e q uiri n g cl o s e c o nt a ct f or 

tr a n s mi s si o n — a s  a n  i n di c at or  of  tr a n s mi s si o n  o p p or t u niti e s  wit hi n  e a c h  c o h or t 

f or c o m p ari s o n.  

4.  W e  f o u n d  n o  e vi d e n c e  t h at  s e a s o n al  bir t h  p ul s e s  of  i m m u n ol o gi c all y  n aï v e 

j u v e nil e s  dr o v e  H e n dr a  vir u s  tr a n s mi s si o n.  T w o  o ut  of  t hr e e  c o h or t s  s h o w e d 

s u b st a nti all y r e d u c e d m at er n al a nti b o d y tr a n sf er c o m p ar e d t o t h e 2 0 1 8 c o h or t, 

F or af fili ati o n s r ef er t o p a g e 5 3 2.  
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wit h s er o pr e v al e n c e n e ar z er o at o ur e arli e st s a m pli n g ti m e p oi nt s a n d s h o w e d n o 

cl e ar  e vi d e n c e  of  s y n c hr o ni z e d  s er o c o n v er si o n.  F ur t h er m or e,  B art o n ell a i nf e cti o n 

r at e s w er e c o n si st e nt a cr o s s c o h or t s, i n di c ati n g t h at o p p or t u niti e s f or p at h o g e n 

tr a n s mi s si o n r e m ai n e d c o n si st e nt a cr o s s c o h or t s d e s pit e v ar yi n g vir al s h e d di n g 

p att er n s.  

5.  O ur fi n di n g s d e m o n str at e t h at bir t h p ul s e s al o n e c a n n ot e x pl ai n o b s er v e d p at -

t er n s of H e n dr a vir u s o ut br e a k s. T h e s e r e s ult s hi g hli g ht t h e i m p or t a n c e of u si n g 

m ulti pl e li n e s of e vi d e n c e t o e v al u at e c o m p eti n g m e c h a ni s m s u n d erl yi n g s e a s o n al 

di s e a s e d y n a mi c s, p ar ti c ul arl y w h e n p ot e nti al dri v er s c oi n ci d e t e m p or all y.  

K E Y W O R D S  

b at s,  di s e a s e  e c ol o g y,  e c oi m m u n ol o g y,  s er ol o g y  

1   | I N T R O D U C T I O N  

P at h o g e n s fr e q u e ntl y h a v e di sti n ct s e a s o n al o ut br e a k s a n d tr a n s mi s -

si o n p at t er n s. T h e s e s e a s o n al o ut br e a k s ar e c a u s e d b y s p e cifi c dri v -

er s wit h di sti n ct m e c h a ni s m s. F or e x a m pl e, a n n u al c h a n g e s i n h o st 

s o ci al  b e h a vi o ur  a n d  a g gr e g ati o n  c a n  i nfl u e n c e  c o nt a ct  r at e s  a n d 

tr a n s mi s si o n o p p or t u niti e s f or dir e ctl y tr a n s mit t e d p at h o g e n s ( Fi n e 

&  Cl ar k s o n,  1 9 8 2 ; H a m e d e et al.,  2 0 0 9 ; Sil k et al.,  2 0 1 7 ). S e a s o n al 

p ul s e s  of  bir t h s  c a n  e x p a n d  t h e  p o ol  of  s u s c e pti bl e  h o st s,  f u eli n g 

e pi d e mi c s  a n d  f a cilit ati n g  p er si st e n c e  ( Alti z er  et  al.,  2 0 0 4 ;  G e or g e 

et  al.,  2 0 1 1 ;  P e el  et al.,  2 0 1 4 ;  R eij ni er s  et al.,  2 0 2 0 ). A d diti o n all y,  

s e a s o n al v ari ati o n i n h o st i m m u nit y — dri v e n b y r e s o ur c e li mit ati o n, 

r e pr o d u cti v e i n v e st m e nt or  w a ni n g  i m m u n e m e m or y — c a n  i m p a ct 

b ot h  tr a n s mi s si o n pr o b a biliti e s  a n d  t h e d ur ati o n  of  i nf e cti o n ( D o pi c o 

et  al.,  2 0 1 5 ; W hit e et al.,  2 0 0 5 ; W hiti n g et al.,  2 0 2 0 ). H o w e v er,  w h e n  

m ulti pl e s e a s o n al pr o c e s s e s c oi n ci d e t e m p or all y, it c a n b e c h all e n g -

i n g t o i d e ntif y w hi c h m e c h a ni s m s ar e dri vi n g t h e o b s er v e d p at t er n s 

i n a p at h o g e n of i nt er e st ( L o w e n et al.,  2 0 0 7 , 2 0 0 8 ). T o a d dr e s s t hi s 

c h all e n g e, w e n e e d t o e m piri c all y t e st t h e eff e ct s of diff er e nt s e a -

s o n al  pr o c e s s e s.  

Pr o gr e s s  i n u n d er st a n di n g  h o w  m ulti pl e  s e a s o n al  dri v er s  i nt er-

a ct t o s h a p e di s e a s e tr a n s mi s si o n p at t er n s h a s b e e n li mit e d b y t h e 

s c ar cit y  of  l o n g-t er m  e c ol o gi c al  d at a  t h at  c a pt ur e  b ot h  h o st  a n d 

p at h o g e n s h e d di n g p at t er n s ( Alti z er et  al.,  2 0 0 6 ). I n si g ht s a b o ut s e a-

s o n al  di s e a s e  p at t er n s  h a v e  e m er g e d  fr o m h u m a n  s y st e m s  w h er e  

l o n g-t er m s ur v eill a n c e  d at a  e n a bl e  r e s e ar c h er s  t o i d e ntif y dri v er s  

of di s e a s e d y n a mi c s ( Fi n e & Cl ar k s o n,  1 9 8 2 ; L o n d o n & Y or k e, 1 9 7 3 ; 

P a s c u al et  al.,  2 0 0 2 ). Si mil ar  l o n git u di n al st u di e s  i n wil dlif e  di s e a s e  

s y st e m s ar e r ar e ( B e c k er et  al.,  2 0 1 9 ; Pl o wri g ht et al.,  2 0 1 9 ). T hi s l a c k 

of l o n git u di n al st u di e s i s c o n c er ni n g b e c a u s e wil dlif e h o st s ar e si g -

nifi c a nt s o ur c e s of e m er gi n g z o o n oti c p at h o g e n s. Wit h o ut l o n g-t er m 

st u di e s  t o u n d er st a n d  w h at  dri v e s  p at h o g e n  tr a n s mi s si o n i n wil dlif e  

p o p ul ati o n s,  o ur  a bilit y  t o  pr e di ct  a n d  pr e v e nt  p at h o g e n  s pill o v er 

r e m ai n s li mit e d. 

T h e  H e n dr a  vir u s  ( H e V)  s y st e m  off er s  a  v al u a bl e  o p p or t u nit y 

t o st u d y h o w m ulti pl e s e a s o n al dri v er s i nt er a ct t o i nfl u e n c e p at h o -

g e n  cir c ul ati o n  a n d  s pill o v er  ri s k.  H e n dr a  vir u s  ( H e V)  i s  a  z o o n oti c 

p ar a m y x o vir u s t h at i s f at al i n h or s e s a n d h u m a n s. Pt er o p u s b at s i n 

A u str ali a s er v e a s t h e n at ur al r e s er v oir h o st s. Alt h o u g h H e n dr a vir u s 

i s t y pi c all y d et e ct e d at l o w pr e v al e n c e wit hi n b at p o p ul ati o n s ( Fi el d 

et  al.,  2 0 1 1 ;  L u n n  et al.,  2 0 2 3 ), t h er e ar e  di s cr et e  s e a s o n al  p ul s e s  

of  vir al  s h e d di n g,  of t e n  d uri n g  t h e  wi nt er  m o nt h s  i n  s u b-tr o pi c al 

r e gi o n s  ( Fi el d  et al.,  2 0 1 5 ;  P á e z et  al.,  2 0 1 7 ). T h e  s e a s o n al  dri v er s  

of  t h e s e  wi nt er  s h e d di n g  p ul s e s  r e m ai n  u n cl e ar.  W hil e  e vi d e n c e 

s u g g e st s  wi nt er  f o o d  s h or t a g e s  c a n  tri g g er  i n cr e a s e d  vir al  s h e d -

di n g  a n d  s pill o v er,  m ulti pl e  f a ct or s c oi n ci d e  d uri n g  wi nt er  m o nt h s,  

i n cl u di n g c h a n g e s i n b at f or a gi n g b e h a vi o ur a n d m o v e m e nt a n d t h e 

pr e s e n c e of i m m u n ol o gi c all y n aï v e j u v e nil e s ( B e c k er et  al.,  2 0 2 3 ; E b y 

et  al.,  2 0 2 3 ). 

J u v e nil e s  ar e  of t e n  t h e  m o st  i m p or t a nt  d e m o gr a p hi c  gr o u p 

f or m ai nt ai ni n g or a m plif yi n g p at h o g e n tr a n s mi s si o n i n h u m a n a n d 

wil dlif e  s y st e m s,  e s p e ci all y  w h e n  i m m u nit y  i s  l o n g-li v e d  ( Alti z er 

et  al.,  2 0 0 6 ;  G e or g e  et al.,  2 0 1 1 ).  I n  m a n y  b at  s p e ci e s,  t hi s  eff e ct 

i s  a m plifi e d  b y  hi g hl y  s y n c hr o ni z e d  bir t h s,  cr e ati n g  a  ‘ bir t h  p ul s e’ 

t h at i ntr o d u c e s a  r a pi d i nfl u x of  i m m u n ol o gi c all y n aï v e  i n di vi d u al s 

i nt o  t h e  p o p ul ati o n.  O n c e  pr ot e cti v e  m at er n al  a nti b o di e s  w a n e  i n 

j u v e nil e s, t hi s c o h or t  c a n  i nfl u e n c e p at h o g e n  tr a n s mi s si o n p at -

t er n s  ( P e el  et al.,  2 0 1 4 ; R eij ni er s  et  al.,  2 0 2 0 ).  E x a m pl e s  i n cl u d e 

t h e i m p a ct of bir t h p ul s e s o n M ar b ur g vir u s i nf e cti o n s i n E g y pti a n 

fr uit  b at s  ( A m m a n  et al.,  2 0 1 2 ;  H a y m a n, 2 0 1 5 ), s e a s o n al  i n cr e a s e s 

i n  r a bi e s  vir u s  i n ci d e n c e  i n  bi g  br o w n  b at s  ( G e or g e  et al.,  2 0 1 1 ), 

a d e n o vir u s  s h e d di n g  p at t er n s  i n R é u ni o n  I sl a n d fr e e-t ail e d b at s  

( Di etri c h et  al.,  2 0 1 8 )  a n d  c or o n a vir u s  s h e d di n g  i n  i m m at ur e  b at s 

( P e el et al.,  2 0 2 5 ). H o w e v er, t h e li n k b et w e e n j u v e nil e m at er n al a n-

ti b o d y  l o s s a n d i n cr e a s e d H e n dr a vir u s s h e d di n g h a s n ot  y et  b e e n 

i n v e sti g at e d. 

Gi v e n  t h e s e p at t er n s  i n ot h er  b at- p at h o g e n  s y st e m s  a n d  t h e s e a -

s o n al  n at ur e  of  H e n dr a  vir u s  s h e d di n g,  w e  t e st e d  t w o  h y p ot h e s e s 

a b o ut tr a n s mi s si o n s e a s o n alit y i n A u str ali a n  Pt er o p u s b at s. Fir st, w e 

h y p ot h e si z e d  t h at m o st  Pt er o p u s  b at s b or n wit h pr ot e cti v e m at er n al 

a nti- H e n dr a vir u s I g G a nti b o di e s w o ul d l o s e t hi s pr ot e cti o n b ef or e 

t h eir fir st wi nt er,  cr e ati n g  a  p o ol  of  s u s c e pti bl e  i n di vi d u al s. T hi s  pr e -

di cti o n w a s b a s e d o n t hr e e o b s er v ati o n s: ( 1) hi g h pr e v al e n c e of a nti-

H e n dr a  vir u s  I g G a nti b o di e s  i n Pt er o p u s a d ult s ( E d s o n et  al.,  2 0 1 9 ), 

~I E al I J o ur n al  of A ni m al  E c ol o g yj 1 1--------------------------
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( 2) t h e  s y n c hr o ni z e d  1 0 - w e e k  bir t h  p ul s e  wi n d o w  i n  s u b-tr o pi c al 

A u str ali a  ( Mit c h ell, 2 0 2 1 ) a n d ( 3) e vi d e n c e t h at m at er n al s er u m I g G 

a nti b o di e s w a n e f or ~ 2 5 0  d a y s i n Pt er o p u s  b at s ( E p st ei n et al.,  2 0 1 3 ). 

O ur s e c o n d h y p ot h e si s w a s t h at f oll o wi n g l o s s of m at er n al a nti b o d -

i e s, a p ul s e of H e n dr a vir u s tr a n s mi s si o n w o ul d o c c ur a m o n g i m m u-

n ol o gi c all y n aï v e j u v e nil e b at s. W e pr e di ct e d t hi s tr a n s mi s si o n e v e nt 

w o ul d  m a nif e st  a s  a  s y n c hr o ni z e d  s er o c o n v er si o n  wit hi n  j u v e nil e 

c o h or t s, d et e ct a bl e t hr o u g h I g G a n d I g M a nti b o di e s a c q uir e d fr o m 

i nf e cti o n. 

T o a s s e s s o u r h y p ot h e s e s, w e c o n d u c t e d a l o n git u di n al s t u d y  

of  A u s t r ali a n P t er o p u s b at s  o v e r  4  y e a r s.  W e  c a pt u r e d  b at s  f r o m  

m ulti pl e  bir t h  c o h o r t s  a n d  t r a c k e d  h o w  a nti- H e n d r a  vir u s  a nti b o d y  

l e v el s c h a n g e d a s j u v e nil e s a g e d. T o di s e nt a n gl e dif f e r e nt s e a s o n al 

m e c h a ni s m s,  w e  d e v el o p e d  s e v e r al  c o m pl e m e nt a r y  a p p r o a c h e s:  

( 1) W e i m p r o v e d a g e e s ti m at e s of j u v e nil e b at s u si n g m o r p h ol o gi -

c al m et ri c s t o b et t e r t r a c k c o h o r t s t h r o u g h ti m e a n d i d e ntif y w h e n  

s u s c e pti bl e  i n di vi d u al s w e r e  e m e r gi n g  wit hi n  c o h o r t s.  ( 2) W e  e v al -

u at e d  c o h o r t-t o - c o h o r t  v a ri ati o n  i n m at e r n al  a nti b o d y  t r a n sf e r  t o 

u n d e r s t a n d  t h e  c o n si s t e n c y  of  p r ot e c ti o n  p r o vi d e d  b y  m ot h e r s'  

a nti b o di e s.  ( 3)  W e  s e p a r at e d  t h e  ef f e c t s  of  s e a s o n al  s o ci al  b e -

h a vi o u r f r o m ot h e r d ri v e r s b y m e a s u ri n g B ar t o n ell a  s p p., u si n g t h e 

b a c t e ri u m  a s  a n  i n d e p e n d e nt  i n di c at o r  of  t r a n s mi s si o n  o p p o r t u -

niti e s  b et w e e n  b at s.  B ar t o n ell a  i s t r a n s mit t e d vi a fli g htl e s s b at  

fli e s ( N y c t e ri bii d a e) ( Bill et e r et  al.,  2 0 1 2 ; L o w et  al.,  2 0 2 2 ; M o r s e  

et  al.,  2 0 1 2 ), r e q uiri n g cl o s e c o nt a c t f o r t r a n s mi s si o n. T hi s m a k e s 

B ar t o n ell a s uit a bl e  f o r t r a c ki n g  j u v e nil e t r a n s mi s si o n  d y n a mi c s,  

a s  pt e r o p o di d  p u p s  a r e  b o r n  u ni nf e c t e d  a n d  a c q uir e  B ar t o n ell a 

i nf e c ti o n  b at  fl y  c ol o ni z ati o n  d u ri n g  t h e  fir s t  y e a r  of  lif e  ( F a g r e 

et  al.,  2 0 2 3 ; M c K e e et al.,  2 0 2 1 ). ( 4) W e at t e m pt e d t o di s ti n g ui s h 

b et w e e n  m at e r n all y- a c q uir e d  a n d  i nf e c ti o n -i n d u c e d a nti b o di e s  b y  

m e a s u ri n g  a nti- H e n d r a  vir u s  I g M  a nti b o di e s.  ( 5)  Fi n all y,  t o  e v al -

u at e  w h et h e r  o b s e r v e d  p at t e r n s  w e r e  s p e cifi c  t o  H e n d r a  vir u s  

a nti b o di e s o r r efl e c t e d b r o a d e r i m m u n ol o gi c al p r o c e s s e s, w e al s o  

e x a mi n e d  a nti b o d y  w a ni n g  a n d  s e r o c o n v e r si o n  a g ai n s t  M e n a n gl e  

vir u s,  a n ot h e r  p a r a m y x o vir u s  t h at cir c ul at e s  i n A u s t r ali a n  fl yi n g 

f o x e s ( B o w d e n et al.,  2 0 0 1 ; P hil b e y et al.,  2 0 0 8 ). T hi s  m ulti-f a c et e d  

a p p r o a c h all o w e d u s t o a s s e s s t h e r el ati v e i m p o r t a n c e of dif f e r e nt  

s e a s o n al  m e c h a ni s m s — bir t h  p ul s e s,  s o ci al  c o nt a c t  p at t e r n s  a n d  

i m m u n e v a ri ati o n —i n d ri vi n g vir al s h e d di n g p at t e r n s. 

2   | M E T H O D S  

2. 1  | S a m pli n g of wil d b at s  

W e  c a u g ht  wil d  bl a c k  fl yi n g  f o x e s  ( B F F, Pt er o p u s al e ct o )  a n d  gr e y-

h e a d e d  fl yi n g  f o x e s  ( G H F F, Pt er o p u s  p oli o c e p h al u s )  b et w e e n 

A u g u st 2 0 1 7 a n d D e c e m b er 2 0 2 0, a s d e s cri b e d pr e vi o u sl y ( H a n s e n 

et  al.,  2 0 2 2 ; P e el et al.,  2 0 2 2 ). B at s w er e c a u g ht d uri n g p eri o d s of 

t y pi c al a n d at y pi c al f o o d a v ail a bilit y, i n cl u di n g a f o o d s h or t a g e e v e nt 

i n  t h e  f all  of  2 0 1 9  ( E b y  et al.,  2 0 2 3 ).  S a m pli n g  w a s  c o n d u ct e d  fi v e 

ti m e s p er y e ar at c o nti n u o u sl y o c c u pi e d r o o st sit e s i n T o o w o o m b a 

a n d R e d cliff e, Q u e e n sl a n d, A u str ali a. I n a d diti o n t o t h e s e t w o sit e s, 

w e  c o n d u ct e d  i nfr e q u e nt  s a m pli n g  of  r o o st  sit e s  o c c u pi e d  b y  n o -

m a di c i nfl u x e s, i n cl u di n g G y m pi e ( s u m m er 2 0 1 9), M o u nt O m m a n e y 

( s u m m er 2 0 1 9), M a cl e a n ( wi nt er 2 0 1 8) a n d H er v e y B a y ( wi nt er 2 0 1 8, 

wi nt er 2 0 2 0), m a p p e d i n Fi g ur e  1 a . C at c hi n g s e s si o n s l a st e d fr o m 3 

t o  4  d a y s  a n d  t ar g et e d  a  t ot al  of  6 0  b at s  e a c h.  All  a ni m al  h a n dli n g 

w a s c o n d u ct e d u n d er a p pr o v al fr o m t h e Griffit h U ni v er sit y A ni m al 

Et hi c s  C o m mit t e e  ( C er tifi c at e:  E N V / 1 0 / 1 6 / A E C  a n d  E N V / 0 7/ 2 0 /  

A E C) a n d t h e M o nt a n a St at e U ni v er sit y I A C U C ( # 2 0 1 7 5 0). P er s o n al 

pr ot e cti v e  e q ui p m e nt  a n d  bi o s af et y  pr ot o c ol s  f oll o w e d  b e st-

pr a cti c e  g ui d eli n e s  ( e. g.  I U C N  B at  S p e ci ali st  Gr o u p,  2 0 2 1;  Wil dlif e 

H e alt h A u str ali a, 2 0 2 0).  

I n t h e fi el d, w e c oll e ct e d m or p h ol o gi c al m etri c s fr o m e a c h b at, 

i n cl u di n g b ut  n ot  li mit e d t o f or e ar m l e n g t h ( milli m etr e s) a n d  w ei g ht  

( gr a m s). B at s w er e al s o a s si g n e d a n a g e cl a s sifi c ati o n of ‘ d e p e n d e nt 

p u p’,  ‘j u v e nil e’,  ‘ s u b a d ult’  a n d  ‘ a d ult’  b a s e d  o n  a  vi s u al  a s s e s s m e nt 

of si z e a n d s e x u al m at urit y i n c o nj u n cti o n wit h f or e ar m a n d w ei g ht 

m e a s ur e m e nt s  ( Pi etr o m o n a c o  et  al.,  2 0 2 5 ). D e p e n d e nt  p u p s  w er e  

s u c kli n g  i n di vi d u al s t h at w er e  c a pt ur e d  at t a c h e d  t o t h eir m ot h er s.  

J u v e nil e s  w er e  c a pt ur e d  i n d e p e n d e ntl y fr o m t h eir m ot h er s  a n d  

w er e  vi s u all y  a s s e s s e d  a s  n o n-r e pr o d u cti v e  (t h e  g e nit al s  h a d  n ot 

u n d er g o n e  s e x u al  d e v el o p m e nt),  wit h  s h ar p  t e et h wit h  lit tl e di s c ol -

or ati o n  a n d  w er e  s m all er  t h a n  f ull  b o d y  si z e,  b a s e d  o n  w ei g ht  a n d 

f or e ar m  m e a s ur e m e nt s.  T o  cl a s sif y  b at s  a s  s u b- a d ult s,  w e  vi s u all y 

a s s e s s e d if a b at w a s still n o n-r e pr o d u cti v e, b ut w a s at or n e ar f ull 

b o d y si z e, b a s e d o n w ei g ht a n d f or e ar m m e a s ur e m e nt s. T o cl a s sif y 

b at s  a s  a d ult s,  w e  vi s u all y  a s s e s s e d  if  b at s  w er e  r e pr o d u cti v e  ( o b -

vi o u s  d e v el o p m e nt  of  g e nit al s)  a n d  w er e  f ull  b o d y  si z e,  b a s e d  o n 

w ei g ht  a n d  f or e ar m  m e a s ur e m e nt s.  A d ult s  of t e n  al s o  h a d  st ai n e d 

a n d w or n t e et h. W e c a pt ur e d 6 7 4 s e x u all y i m m at ur e b at s, i n cl u di n g  

3 4 b at s cl a s sifi e d a s ‘ d e p e n d e nt p u p s’, 4 1 4 b at s cl a s sifi e d a s ‘j u v e -

nil e s’ a n d 2 2 9 b at s cl a s sifi e d a s ‘ s u b- a d ult s’. N ot all b at s w er e eli gi bl e 

f or e v er y a n al y si s; e x cl u si o n crit eri a ar e li st e d i n Fi g ur e  S 1 . 

2. 2   | Cl a s sif yi n g n o n- a d ult b at s i nt o r e s p e c ti v e 

c o h or t s u si n g m or p h ol o gi c al d at a 

Wit hi n o ur st u d y ar e a, P . al e ct o  a n d P. p oli o c e p h al u s bir t h  p ul s e s  o c c ur  

a n n u all y  wit h  p e a k s  ar o u n d  mi d-t o-l at e  O ct o b er  ( Mit c h ell,  2 0 2 1 ; 

V ar d o n  &  Ti d e m a n n,  1 9 9 8 ).  W hil e  s m all  i m m at ur e  b at s  s a m pl e d 

i m m e di at el y  af t er  t hi s  bir t h  p ul s e  c a n  b e  e a sil y  i d e ntifi e d  a s  b e-

l o n gi n g t o t h e m o st r e c e nt c o h or t, a g ei n g a n d c o h or t cl a s sifi c ati o n 

i n  t h e  fi el d  b e c o m e  c h all e n gi n g  f or  l ar g er  j u v e nil e s  a n d  s u b a d ult s 

( Pi etr o m o n a c o et al.,  2 0 2 5 ). 

T o  a d dr e s s  t hi s  c h all e n g e,  w e  d e v el o p e d  a  B a y e si a n  mi x t ur e 

m o d el  (Fi g ur e  S 2 D )  t h at  u s e s  b o d y  m e a s ur e m e nt s  t o  e sti m at e  a g e 

a n d  a s si g n  b at s  t o  s p e cifi c  bir t h  c o h or t s,  n a m e d  a c c or di n g  t o  t h e 

y e ar of bir t h. T hi s a p pr o a c h all o w e d u s t o o bj e cti v el y cl a s sif y b at s 

w hil e  a c c o u nti n g  f or  n at ur al  v ari ati o n  i n  gr o w t h  r at e s.  T h e  m o d el 

i n c or p or at e d  f o ur  k e y  pi e c e s  of  i nf or m ati o n:  f or e ar m  l e n g t h  (f a), 

w ei g ht  ( w t),  s e x  a n d  s a m pli n g  d at e  ( y).  T h e s e  v ari a bl e s  h a v e  b e e n 

pr e vi o u sl y  u s e d  t o m o d el  Pt er o p u s  b at gr o w t h, t h o u g h o nl y f or si n gl e 

bir t h c o h or t s ( T o d d et  al.,  2 0 1 8 ; V ar d o n & Ti d e m a n n, 1 9 9 8 ). 

---------------------------ll!f = C A L ! J o ur n al  of A ni m al E c ol o g y ~ 
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F I G U R E 1   B a y e si a n c o h or t cl a s sifi c ati o n r e v e al s bir t h c o h or t y e ar eff e ct s o n H e n dr a vir u s e x p o s ur e i n j u v e nil e fl yi n g f o x e s ( a) M a p of 

s a m pli n g l o c ati o n s. T o o w o o m b a a n d R e d cliff e r o o st s w er e c o nti n u o u sl y s a m pl e d t hr o u g h o ut t h e st u d y. ( b, c) S c at t er pl ot s of c a pt ur e d at e 

v er s u s b at f or e ar m ( b) a n d w ei g ht ( c) fr o m o ur l o n git u di n al st u d y of s u b a d ult b at s. A d ult s ar e e x cl u d e d. E a c h d at a p oi nt' s c ol o ur r e pr e s e nt s 

bir t h c o h or t a s si g n m e nt b y o ur B a y e si a n mi x t ur e m o d el. Cl o s e d cir cl e s r e pr e s e nt b at s wit h p o st eri or cl a s sifi c ati o n pr o b a bilit y ≤  0. 9 

( u n c er t ai n a s si g n m e nt s); o p e n cir cl e s r e pr e s e nt b at s wit h p o st eri or cl a s sifi c ati o n pr o b a bilit y > 0. 9 ( hi g h c er t ai nt y a s si g n m e nt s). Gr e y s h a di n g 

i n di c at e s t h e f o o d s h or t a g e e v e nt p eri o d. ( d) Bir t h c o h or t pr o p or ti o n s e sti m at e d b y t h e B a y e si a n mi x t ur e m o d el, s h o wi n g t h e r el ati v e 

a b u n d a n c e of e a c h c o h or t i n t h e p o p ul ati o n. ( e) Di stri b uti o n of p o st eri or cl a s sifi c ati o n pr o b a biliti e s fr o m t h e B a y e si a n mi x t ur e m o d el. T h e 

d a s h e d r e d li n e at 0. 9 i n di c at e s t h e t hr e s h ol d u s e d t o di sti n g ui s h hi g h c er t ai nt y ( o p e n cir cl e s) fr o m u n c er t ai n ( cl o s e d cir cl e s) cl a s sifi c ati o n s 

i n p a n el s ( b, c). P er c e nt a g e s s h o w t h e pr o p or ti o n of cl a s sifi c ati o n s a b o v e a n d b el o w t hi s t hr e s h ol d. (f) J u v e nil e b at c o h or t p at t er n s of a nti-

H e n dr a vir u s I g G s er o pr e v al e n c e. T h e x - a xi s r e pr e s e nt s pr e di ct e d d e v el o p m e nt al a g e ( d a y s). E sti m at e s ar e fr o m o ur G a u s si a n s m o ot hi n g 

m o d el. S h a d e d r e gi o n s r e pr e s e nt 9 5 % cr e di bl e i nt er v al s. Bir t h c o h or t cl a s sifi c ati o n ( 2 0 1 6, 2 0 1 7, 2 0 1 8, 2 0 1 9 a n d 2 0 2 0) i s b a s e d o n t h e y e ar 

t h e b at w a s b or n. 

I n  o u r  m o d el,  i m pl e m e nt e d  u si n g  R s t a n  v e r si o n  2. 3 2. 5,  e a c h Pri or  di stri b uti o n s  f or  t h e  m o d el  r efl e ct e d  k n o w n Pt er o p u s b at 

a ni m al i c o ul d  h a v e  b e e n  b o r n  i n  o n e  of k  bir t h  c o h o r t s ˜ k  wit h bi ol o g y.  Bir t h  p ul s e  ti mi n g pri or s  (ω ) w er e i nf or m e d b y d o c u m e nt e d 

p r o b a bilit y  ˜ k ( w h e r e ˜  i s a si m pl e x v e c t o r t h at s u m s t o 1). T h e  br e e di n g  s e a s o n alit y,  a n d  t h e pri or  o n  c o h or t  a s si g n m e nt  pr o b a bilit y  

t r a n sf o r m ati o n of w ei g ht a n d f o r e a r m m e a s u r e m e nt s (t o p o w e r s  (θ )  w a s  s et  a s  Diri c hl et( 1, 5, 5, 5, 1),  r efl e cti n g  e x p e ct e d  pr o p or ti o n s 

of t w o a n d si x, r e s p e c ti v el y) w a s d et e r mi n e d t h r o u g h e x pl o r at o r y  fr o m  e a c h  c o h or t  b a s e d  o n  o ur  s a m pli n g  ti m eli n e  (~ 3 0 %  c h a n c e  

a n al y si s t o a c hi e v e a li n e a r c o r r el ati o n a n d n o r m al di s t ri b uti o n of  fr o m 2 0 1 7 t o 2 0 1 9 c o h or t s, ~ 5 % c h a n c e fr o m 2 0 1 6 or 2 0 2 0 c o h or t s) 

t h e d at a (Fi g u r e  S 2 B ). (Fi g ur e  S 2 C ). 

N K˜  ˛ ˝  ˙ ˜  ˛
2˜  y 1 , …  , y n  ° ° , wt , ̨ , f a, ̋ , ̇ , ̂  =  ˆ k  ∗  N o r m al  y i ° °  s e x  ∗  wt  +  ̨ s e x  ∗  f a6  + ˝ k  , ̇ k  

i= i k= 1  

p ri o r:  ̋ 1  ∼  N o r m al (2 0 1 6 ∕ 1 2 ∕ 0 1,  2 ) …  ̋ 5  ∼  N o r m al (2 0 2 0 ∕ 1 2 ∕ 0 1,  2 ) 

~ E =i m J o ur n al  of A ni m al E c ol o g vj 
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T h e  st u d y  di d  n ot  c a pt ur e  t h e  d e p e n d e nt  p u p s  fr o m  t h e  2 0 1 6 

a n d 2 0 1 7 c o h or t s. T h u s, w e o nl y o b s er v e d ol d er j u v e nil e s a n d s u b-

a d ult s fr o m t h e s e c o h or t s. T o i m pr o v e m o d el p er f or m a n c e, w e si m -

ul at e d d at a f or 2 0 d e p e n d e nt p u p s f or t h e s e c o h or t s u si n g t h e m e a n 

a n d  st a n d ar d  d e vi ati o n  fr o m o b s er v e d  d e p e n d e nt  p u p s,  r e m o vi n g 

t h e s e  si m ul at e d  d at a  af t er  m o d el  fit ti n g  ( Fi g ur e  S 2 A ). M o d el  c o n -

v er g e n c e  w a s  a s s e s s e d  u si n g  M C M C  tr a c e  pl ot s,  R- h at  v al u e s  a n d 

e x a mi n ati o n of j oi nt p o st eri or di stri b uti o n s.  

W e d eli b er at el y a v oi d e d c a pt uri n g p u p s i n O ct o b er t o mi ni mi z e 

str e s s  o n  l at e- pr e g n a nt  f e m al e s  a n d  n e w b or n s.  C o n s e q u e ntl y,  o ur 

s a m pli n g  of  e a c h  c o h or t  b e g a n  i n  e arl y  D e c e m b er,  a p pr o xi m at el y 

6 – 8  w e e k s af t er t h e p e a k bir t hi n g p eri o d ( Fi g ur e  S 2 A ). A s w e c o ul d 

n ot  o b s er v e  b at s  fr o m  bir t h,  o ur  m o d el  e sti m at e s  a  ‘ pr e di ct e d  d e -

v el o p m e nt al  a g e’  ( ˜ i)  r at h er  t h a n  a b s ol ut e  a g e. ˜ i i s  a  st a n d ar di z e d 

d e v el o p m e nt al m etri c m e a s uri n g d a y s of gr o w t h si n c e o ur fir st o p -

p or t u nit y  t o  s a m pl e  t h at  c o h or t  ( e arl y  D e c e m b er).  T o  e sti m at e ˜ i 

u si n g t hi s f or m ul a wit h p ar a m et er s fr o m t h e m o d el' s p o st eri or e sti -

m at e s:  ̃ i =  °  ∗  w ei g ht i +  ̨  ∗  f o r e a r mi.s e x  s e x  

Gi v e n  t h at  o ur  st u d y  i n cl u d e d  t w o Pt er o p u s s p e ci e s  (P.  al e ct o  

a n d P.  p oli o c e p h al u s ),  w e  a s s e s s e d  w h et h er  c o m bi ni n g  s p e ci e s  i n 

o ur a n al y s e s w a s j u stifi e d. W e c o m p ar e d m o d el p er f or m a n c e u si n g 

d at a r e stri ct e d t o bl a c k fl yi n g f o x e s ( P. al e ct o ) o nl y, t h e m aj orit y of 

o ur s a m pl e s, t o a m o d el u si n g d at a r e stri ct e d t o gr e y- h e a d e d fl yi n g 

f o x e s  (P. p oli o c e p h al u s ). Gr o w t h  m o d el  p ar a m et er s  w er e  c o m p ar e d  

b et w e e n  s p e ci e s  (Fi g ur e  S 3 ). 

2. 3   | V ali d ati o n of cr o s s-r e a c ti v e a nti-f eli n e I g M 

a nti b o di e s f or u s e wit h P t er o p u s s er u m 

T h e r e  a r e  n o  c o m m e r ci all y  a v ail a bl e  a nti- P t er o p u s I g M m A b s,  

s o  w e  fir s t  n e e d e d  t o  i d e ntif y  a n d  v ali d at e  a n  a nti-I g M  m A b  f o r  

P t er o p u s b at s.  W e s cr e e n e d  c o m m e r ci all y  a v ail a bl e  a nti-f eli n e  I g M 

a n d  I g G  m A b s  f o r  cr o s s-r e a c ti vit y  wit h P.  al e ct o s e r u m  a nti b o d -

i e s.  All  s cr e e n e d  m A b s  w e r e  d e v el o p e d  b y  C u s t o m  M o n o cl o n al s 

I nt e r n ati o n al  a n d  h a v e  b e e n  p r e vi o u sl y  d e s cri b e d  ( G r a nt, 1 9 9 5 ). 

S e r a  f o r  I g M  v ali d ati o n  c a m e  f r o m P.  al e ct o  b at s  s o u r c e d f r o m  

t h e L u b e e B at F a cilit y ( Fl o ri d a, U S A) o r t h e A u s t r ali a Z o o Wil dlif e  

H o s pit al  ( Q L D,  A u s t r ali a).  I m p o r t e d  s e r a  f r o m  wil d  b at s  i n  

A u s t r ali a  w e r e  i n a c ti v at e d  wit h  2  o r  8  m e g a r a d s  of  g a m m a  ir r a -

di ati o n a c c o r di n g t o s t a n d a r d p r o c e d u r e s ( F el d m a n n et  al.,  2 0 1 9 ). 

I g M  r e a g e nt s  w e r e  a s s e s s e d  u si n g  a  c o m bi n ati o n  of  af fi nit y  a n d 

si z e e x cl u si o n c h r o m at o g r a p h y c ol u m n s i n c o nj u n c ti o n wit h E LI S A  

(Fi g u r e  S 4 A ) a n d W e s t e r n bl ot (Fi g u r e  S 4 B ). F o r m o r e d et ail s s e e 

S u p p o r ti n g  I nf o r m ati o n: M et h o d s S e c ti o n  1 . 

2. 4   | S er ol o g y: I g G A n d I g M m e a s ur e m e nt s a n d 

c ut off s 

T o  i n v e sti g at e  H e n dr a  vir u s  tr a n s mi s si o n  w a ni n g  a n d  s er o c o n v er -

si o n  i n  t h e s e  a g e- cl a s sifi e d  c o h or t s,  w e  c o n d u ct e d  d et ail e d  s er o -

l o gi c al a n al y s e s. Bl o o d f or I g G m e a s ur e m e nt s w a s c oll e ct e d fr o m all 

b at s  e x c e pt  f or d e p e n d e nt  p u p s,  a s  d e s cri b e d  pr e vi o u sl y  ( H a n s e n 

et  al.,  2 0 2 2 ). S er u m w a s all o w e d t o cl ot f or at l e a st 4  h at a m bi e nt 

t e m p er at ur e  b ef or e  b ei n g  s p u n  d o w n,  ali q u ot e d,  a n d  t h e n  st or e d 

at  − 8 0 ° C  u ntil  t e sti n g.  Pri or  t o  t e sti n g,  s er u m  s a m pl e s  w er e  t h er -

m all y i n a cti v at e d at 5 6 ° C f or 3 0  mi n a n d st or e d at − 8 0 ° C. F or a nti -

b o d y m e a s ur e m e nt s, s er u m s a m pl e s w er e dil ut e d 1: 5 0 0 i n P B S a n d 

a d d e d  t o a  m ulti pl e x  of  a nti g e n- c o u pl e d  m a g n eti c  mi cr o s p h er e s.  

T h e a nti g e n- b e a d s w er e w a s h e d t hr e e ti m e s wit h P B S- T w e e n 2 0 b e -

t w e e n e a c h i n c u b ati o n f or 3 0  mi n. 

D et e cti o n  of  I g G  a nti b o di e s  w a s  c o n d u ct e d  u si n g  a  1: 1  mi x -

t ur e of  bi oti n yl at e d- pr ot ei n  A  a n d  bi oti n yl at e d- pr ot ei n  G  ( 2 μ g / m L,  

T h er m ofi s h er).  A nti g e n – a nti b o d y  c o m pl e x e s  w er e  f ur t h er i n c u b at e d 

wit h  str e pt a vi di n- p h y c o er y t hri n  ( 1 μ g / m L, T h er m ofi s h er), a n d a n al -

y s e d u si n g a M a g Pi x m ulti pl e xi n g m a c hi n e ( L u mi n e x).  

F or I g M, w e pr o c e s s e d s er u m s a m pl e s t h e s a m e a s I g G, e x c e pt w e 

u s e d t h e C M 7: Bi oti n ( 1. 7  μ g / m L) i n st e a d of pr ot ei n A / G. A g ai n, a nti -

g e n – a nti b o d y c o m pl e x e s w er e f ur t h er i n c u b at e d wit h str e pt a vi di n -

p h y c o er y t hri n ( 1  μ g / m L, T h er m ofi s h er) a n d a n al y s e d u si n g a M a g Pi x 

m ulti pl e xi n g  m a c hi n e  ( L u mi n e x). 

W e  m e a s ur e d  t h e  H e n dr a  vir u s- g 1  v ari a nt  at t a c h m e nt  gl y c o -

pr ot ei n  ( G)  a s  a n  a nti g e n.  T h e  e x pr e s si o n  a n d  p urifi c ati o n  of  t h e 

H e n dr a  vir u s  G  a nti g e n  a s  s ol u bl e  a n d  s e cr et e d  oli g o m eri c  e ct o -

d o m ai n s  i n t h eir n ati v e-li k e  t etr a m eri c c o nf or m ati o n  a n d  pr o c e d ur e s  

f or  c o u pli n g  t o  m a g n eti c  mi cr o s p h er e s  ( M a g Pl e x,  Bi o R a d)  f or  m ul -

ti pl e x s er ol o g y  h a v e  b e e n  pr e vi o u sl y  d e s cri b e d  ( C h eli o ut D a  Sil v a  

et  al.,  2 0 2 1 ; Y a n et al.,  2 0 2 3 ). A nti- H e n dr a vir u s- g 1 a n d - g 2 a nti b o d -

i e s w o ul d b e e x p e ct e d t o b e cr o s s-r e a cti v e wit h H e n dr a vir u s- g 1  G 

pr ot ei n,  m e a ni n g  t h at s er ol o gi c al  r e s ult s ar e  c o n si d er e d  t o e n c o m -

p a s s  b ot h  g e n ot y p e s.  S e v er al  m o n o cl o n al  a nti b o di e s  ( m A b s) t o b ot h  

t h e  G  a n d  F  gl y c o pr ot ei n s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  b e  cr o s s-r e a cti v e 

( A n n a n d et al.,  2 0 2 2 ; W a n g et al.,  2 0 2 2 ). 

T o  e v al u at e  w h et h er  o ur  o b s er v e d  p at t er n s  w er e  s p e cifi c  t o 

H e n dr a vir u s or r efl e ct e d br o a d er i m m u n ol o gi c al pr o c e s s e s, w e al s o 

e x a mi n e d  a nti b o d y  r e s p o n s e s o v er  ti m e a g ai n st  M e n a n gl e  vir u s,  

a n ot h er  p ar a m y x o vir u s  t h at  cir c ul at e s  i n  A u str ali a n  fl yi n g  f o x e s. 

M e n a n gl e vir u s pr o vi d e s a u s ef ul c o m p ari s o n a s it s h ar e s si mil ar h o st 

s p e ci e s, i s al s o tr a n s mit t e d t hr o u g h uri n e a n d i s a k n o w n z o o n o si s 

( B o w d e n et al.,  2 0 0 1 ; P hil b e y et al.,  2 0 0 8 ). 

B ot h  t h e  M e n a n gl e  vir u s  a n d  H e n dr a  vir u s  a nti g e n  m e a s ur e -

m e nt s  w er e  p ar t  of  a  m ulti pl e x e d  s er ol o g y  pl atf or m  t h at  i n cl u d e d 

a d diti o n al  vir al  a nti g e n s.  T h e s e  a nti g e n s  w er e  pr o d u c e d  i n  h u m a n 

Fr e e St yl e  2 9 3- F  c ell s  ( T h er m o  Fi s h er  S ci e ntifi c,  W alt h a m  M A)  b y 

st a bl e  c ell-li n e  g e n er ati o n  ( h e ni p a vir u s e s, fil o vir u s e s a n d,  p ar ar u b u -

l a vir u s e s) or i n E x pi 2 9 3 F c ell s ( T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c) b y pl a s mi d 

tr a n sf e cti o n  ( c or o n a vir u s e s).  I n  a d diti o n  t o  H e n dr a  vir u s,  t h e  e x-

pr e s si o n  a n d  p urifi c ati o n  of  Ni p a h  vir u s  ( Ni V),  C e d ar  vir u s  ( C e d V), 

G h a n a  vir u s  ( G h V)  a n d  M òji ā n g  vir u s  ( M oj V)  e n v el o p e  at t a c h m e nt 

gl y c o pr ot ei n  ( G)  a nti g e n s  a s  s ol u bl e  a n d  s e cr et e d  oli g o m eri c  e ct o -

d o m ai n s  i n t h eir n ati v e-li k e  t etr a m eri c c o nf or m ati o n  a n d  pr o c e d ur e s  

f or  c o u pli n g  t o  m a g n eti c  mi cr o s p h er e s  ( M a g Pl e x,  Bi o R a d)  f or  m ul -

ti pl e x s er ol o g y  h a v e  b e e n  pr e vi o u sl y  d e s cri b e d  ( C h eli o ut D a  Sil v a  

et  al.,  2 0 2 1 ; Y a n et al.,  2 0 2 3 ). Li k e wi s e,  t h e at t a c h m e nt  h e m a g gl uti ni n -

n e ur a mi ni d a s e  ( H N) gl y c o pr ot ei n s  of  p ar ar u b ul a vir u s e s  ( Gr o v e vir u s  

---------------------------ll!f = C A L ! J o ur n al  of A ni m al E c ol o g y ~ 
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( Gr o V),  Y e p p o o n  vir u s  ( Y e p V)  a n d  M e n a n gl e  vir u s  ( M e n V))  w er e 

si mil arl y d e si g n e d a n d pr o d u c e d a s s ol u bl e t etr a m eri c e ct o d o m ai n s. 

T h e e x pr e s si o n a n d p urifi c ati o n of t h e e n v el o p e gl y c o pr ot ei n s of fi -

l o vir u s e s ( Z air e e b ol a vir u s  ( E B O V), B u n di b u g y o  e b ol a vir u s  ( B D B V), 

B o m b ali  e b ol a vir u s  ( B O M V),  M ar b ur g  m ar b ur g vir u s  ( M A R V)  a n d 

R a v n vir u s ( R A V V)) a s s ol u bl e tri m eri c f u si o n gl y c o pr ot ei n ( G P) e ct o -

d o m ai n s, a n d t h e s pi k e ( S) gl y c o pr ot ei n tri m er s of c or o n a vir u s e s s e -

v er e  a c ut e  r e s pir at or y s y n dr o m e  ( S A R S) a n d  Mi d dl e  E a st  r e s pir at or y 

s y n dr o m e ( M E R S) c or o n a vir u s e s ( C o V) ( S A R S- C o V, S A R S- C o V- 2 a n d 

M E R S- C o V),  a n d  t h eir  a p pli c ati o n  i n  m ulti pl e x  s er ol o g y  h a v e  b e e n 

pr e vi o u sl y d e s cri b e d ( Clif t o n et  al.,  2 0 2 1 ; L ai n g et al.,  2 0 1 8 ; P ul s c h er 

et  al.,  2 0 2 2 ).  U nli k e  t h e  pr e vi o u s  a nti g e n s,  t h e  e x pr e s si o n  a n d  p u-

rifi c ati o n  of  M e n a n gl e  vir u s  N  a nti g e n  w a s  pr e vi o u sl y  a c hi e v e d  i n 

y e a st S a c c h ar o m y c e s  c er e vi si a e , g e n er ati n g  n u cl e o c a p si d-li k e  p ar -

ti cl e s  a s  pr e vi o u sl y  d e s cri b e d  ( J u o z a p aiti s  et  al.,  2 0 0 7 ).  W hil e  w e 

m e a s ur e d  a nti b o di e s  t o  t h e s e  vir al  a nti g e n s,  w e  f o c u s e d  t e m p or al 

a n al y s e s  o nl y  o n  H e n dr a  vir u s  ( o ur  pri m ar y  p at h o g e n  of  i nt er e st) 

a n d M e n a n gl e vir u s ( a s a c o m p ari s o n p ar a m y x o vir u s t o t e st w h et h er 

p at t er n s  w er e  H e n dr a- s p e cifi c).  T h e  r e m ai ni n g  a nti g e n s  s er v e d  t o 

a s s e s s  a nti b o d y  cr o s s-r e a cti vit y  a n d  v ali d at e  t h e  s p e cifi cit y  of  o ur 

s er ol o gi c al  m e a s ur e m e nt s  (Fi g ur e  S 5 ). 

W e t e st e d t hr e e a p pr o a c h e s t o cl a s sif y a nti b o d y l e v el s a s p o si -

ti v e or n e g ati v e: a t w o- p ar t g a m m a di stri b uti o n, a t w o- p ar t n or m al 

di stri b uti o n  a n d  a  t hr e e- p ar t n or m al  di stri b uti o n.  T h e  t hr e e- p ar t 

m o d el  t e st e d w h et h er  w e  n e e d e d  a n  ‘i nt er m e di at e’ c at e g or y.  M o d el s  

w er e  c o m p ar e d  u si n g  e x p e ct e d  l o g  p oi nt wi s e  pr e di cti v e  d e n sit y 

l e a v e- o n e- o ut cr o s s- v ali d ati o n  ( E L P D - L O O - C V) i m pl e m e nt e d i n 

t h e  L O O  p a c k a g e  ( v er si o n  2. 8. 0).  M o d el s  w er e  a d a pt e d  fr o m  pr e -

vi o u sl y  p u bli s h e d  m et h o d s  ( Br o o k  et  al.,  2 0 1 9 ;  E d s o n et  al.,  2 0 1 9 ; 

P e el  et  al.,  2 0 1 3 ).  F or  I g G  a n d  I g M,  w e  tr a n sf or m e d  t h e  a nti b o d y 

r e a d o ut (r e p or t e d a s a m e di a n fl u or e s c e n c e i nt e n sit y [ M FI]) v al u e s. 

W e fir st t o o k t h e n at ur al l o g of M FI (l n M FI) a n d t h e n, t o b et t er fit 

t h e g a m m a di stri b uti o n, w e s et t h e mi ni m u m l n M FI v al u e t o z er o f or 

e a c h a nti g e n ( Fi g ur e s  S 6 A  a n d S 7 A ). Mi x t ur e m o d el fit w a s a s s e s s e d 

u si n g t h e tr a c e pl ot s a n d j oi nt p o st eri or s fr o m M C M C s a m pli n g a n d 

E L P D - L O O - C V.  C ut off s  f or s er o p o siti vit y  w er e  d eri v e d  fr o m t h e 

b e st  m o d el  fit  f or  e a c h  a nti b o d y  t y p e.  F or  I g G  m e a s ur e m e nt s,  w e 

u s e d a c o n s er v ati v e c ut off of 3 st a n d ar d d e vi ati o n s a b o v e t h e m e a n 

of  t h e s er o n e g ati v e  di stri b uti o n  t o mi ni mi z e  f al s e- p o siti v e s, a d a pt e d  

fr o m p a st w or k ( E d s o n et al.,  2 0 1 9 ; P e el et al.,  2 0 1 3 ). T o cl a s sif y I g M 

M FI a s I g M s er o p o siti v e, w e u s e d a > 5 0 %  pr o b a bilit y  of  b el o n gi n g  

t o  t h e  mi x t ur e  di stri b uti o n  wit h  t h e  hi g h er  M FI  ( Fi g ur e  S 7 A ). T hi s 

I g M c ut off i s l e s s c o n s er v ati v e t h a n t h e I g G c ut off, b ut w e f elt t hi s 

w a s  a p pr o pri at e  b e c a u s e  of  t h e  l o w er  affi nit y  of  m a m m ali a n  I g M 

a nti b o di e s.  

T o  a d dr e s s  p ot e nti al  I g M  cr o s s-r e a cti vit y  c o n c er n s  i n  o ur 

L u mi n e x  pl atf or m,  w e  r a n  a  pri n ci p al  c o m p o n e nt s  a n al y si s  ( P C A). 

P C A  pr o vi d e s  a  br e a k d o w n  of  t h e  c orr el ati o n  str u ct ur e  of  hi g h-

di m e n si o n al d at a s et s, e n a bli n g u s t o a s s e s s h o w l n M FI l e v el s f or all 

a nti g e n s i n o ur d at a s et ar e c orr el at e d. F or t h e P C A, all l n M FI v al -

u e s w er e r e s c al e d t o h a v e a m e a n of 0 a n d st a n d ar d d e vi ati o n of 1. 

Pri n ci p al  c o m p o n e nt s  ( P C s)  w er e  a s s e s s e d  b y  u si n g  a n  ei g e n v al u e 

ei g e n v e ct or d e c o m p o siti o n of t h e l n M FI c o v ari a n c e pl ot. I n di vi d u al s 

t h at w er e mi s si n g m e a s ur e m e nt s f or s p e cifi c a nti g e n s w er e n ot i n -

cl u d e d i n t h e P C A.  

2. 5   | H e n dr a vir u s P C R d et e c ti o n  

W e t e st e d f or t h e pr e s e n c e of H e n dr a vir al R N A i n t h e uri n e of b at s. 

Uri n e w a s c oll e ct e d fr o m c a pt ur e d b at s a n d pl a c e d i nt o A V L b uff er 

( Qi a g e n) or  vir al  tr a n s p or t m e di a  ( V T M). T ar g et  v ol u m e s  w er e  1 4 0  μ L 

of uri n e i nt o 5 6 0  μ L A V L a n d 2 0 0 – 1 0 0 0  μ L uri n e i nt o 1 0 0 0  μ L V T M. 

S a m pl e s w er e tr a n s p or t e d vi a Cr y o s hi p p er c h ar g e d wit h li q ui d nitr o -

g e n or p or t a bl e − 8 0 ° C s hi p p er a n d t h e n st or e d at − 8 0 ° C.  

Vir al  R N A  w a s  e x tr a ct e d  fr o m  i n di vi d u al  uri n e  s a m pl e s  a n d 

s cr e e n e d f or H e n dr a vir u s g e n ot y p e- 1 ( H e n dr a vir u s- g 1) a n d H e n dr a 

vir u s g e n ot y p e- 2 ( H e n dr a vir u s- g 2), u si n g a q R T- P C R a s s a y a s pr e -

vi o u sl y  d e s cri b e d  ( L u n n  et  al.,  2 0 2 3 ;  P e el  et al.,  2 0 2 2 ).  Bri efl y,  t h e 

QI A a m p Vir al R N A kit a n d QI A c u b e H T s y st e m ( Qi a g e n) w er e u s e d 

t o  e x tr a ct  R N A.  R N A  w a s  el ut e d  i nt o  1 5 0  μ L  of  T E  b uff er.  H e n dr a 

vir u s g e n ot y p e- 1 ( H e V- g 1) d u pl e x q R T- P C R a s s a y w a s u s e d f or t h e 

d et e cti o n of vir al R N A. T h e q R T- P C R u s e d 1 0  μ L R N A, 9 0 0  n M a n d 

2 5 0  n M fi n al c o n c e ntr ati o n s of pri m er a n d pr o b e, r e s p e cti v el y, a n d 

1 0  μ L of T a q M a n F a st Vir u s 1- St e p m a st er mi x wit h a Q u a nt St u di o 

6 fl e x R e al- Ti m e P C R i n str u m e nt ( A p pli e d Bi o s y st e m s). A n y H e n dr a 

vir u s  q R T- P C R  Ct  v al u e  l e s s  t h a n  or  e q u al  t o  4 0  w a s  cl a s sifi e d  a s 

p o siti v e. D u e t o t h e l o w n u m b er of H e n dr a vir u s- g 2 d et e cti o n s ( P e el 

et  al.,  2 0 2 2 ), o nl y H e n dr a vir u s- g 1 w a s u s e d i n t h e a n al y s e s. 

I n a d diti o n t o t h e pr e s e n c e of vir al R N A, w e t e st e d if t h er e w a s 

a n a s s o ci ati o n b et w e e n b ei n g H e n dr a vir u s P C R p o siti v e a n d h a vi n g 

a nti b o di e s  a g ai n st  H e n dr a  vir u s  u si n g  a  l o gi sti c r e gr e s si o n m o d el.  I n 

t hi s m o d el, c o h or t a s si g n m e nt a n d s a m pli n g l o c ati o n w er e i n cl u d e d 

a s gr o u pi n g v ari a bl e s. All l o gi sti c r e gr e s si o n m o d el s w er e r u n u si n g 

R st a n v er si o n 2. 3 2. 5. S a m pl e si z e s ar e i n cl u d e d i n Fi g ur e  S 1 . 

2. 6   | B ar t o n ell a  d et e c ti o n  

T o pr o vi d e c o nt e x t f or o ur H e n dr a vir u s fi n di n g s a n d v ali d at e tr a n s -

mi s si o n  o p p or t u niti e s  a cr o s s  c o h or t s,  w e  e x a mi n e d  i nf e cti o n p at -

t er n s  of B art o n ell a s p p.  Tr a n s mi s si o n  of B art o n ell a  i n  P.  al e ct o  i s  

h y p ot h e si z e d  t o  b e  t hr o u g h  b at  fli e s  ( N y ct eri bii d a e),  t h e  pr e d o mi -

n a nt e ct o p ar a sit e s f o u n d o n si mil ar h o st s ( F a gr e et  al.,  2 0 2 3 ; M c K e e 

et  al.,  2 0 2 4 ). T h e li k el y v e ct or i s a C y cl o p o di a s p e ci e s b a s e d  o n  pr e vi -

o u s s ur v e y s of b at fli e s o n P. al e ct o  ( Vi d g e n et al.,  2 0 1 7 ). N y ct eri bii d s  

i n  g e n er al  a n d C y cl o p o di a s p p.  i n p ar ti c ul ar  ar e  wi n gl e s s  ( Dit t m ar 

et  al.,  2 0 1 5 ;  M e hl h or n  &  Kli m p el, 2 0 1 4 ) a n d  ar e  o nl y  c a p a bl e  of  

m o vi n g  b et w e e n  h o st s  b y  cr a wli n g  b et w e e n  b at s  wit hi n  a  r o o st. 

T h er ef or e,  h ori z o nt al  tr a n s mi s si o n of  B art o n ell a r e q uir e s cl o s e  c o n -

t a ct  b et w e e n  b at s,  si mil ar  t o  t h e  pr e s u m e d  tr a n s mi s si o n  r o ut e  f or 

H e n dr a vir u s, t h o u g h n eit h er h a s b e e n e x p eri m e nt all y c o nfir m e d.  

A s o ur st u d y f o c u s e d o n j u v e nil e b at s d uri n g t h eir fir st y e ar of 

lif e, i nt er pr et ati o n i s s u e s r e s ulti n g fr o m c hr o ni c  B art o n ell a i nf e c-

ti o n s  s h o ul d  b e  mi ni m al.  P u p s  ar e  b or n  u ni nf e ct e d  a n d  b e c o m e 

c ol o ni z e d  b y  n y ct eri bii d  b at  fli e s wit hi n  t h eir fir st y e ar,  l e a di n g 

~I E al I J o ur n al  of A ni m al  E c ol o g yj 1 1--------------------------
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t o i n cr e a si n g B art o n ell a pr e v al e n c e  o v er  ti m e  ( F a gr e  et  al.,  2 0 2 3 ; 

M c K e e et  al.,  2 0 2 1 , 2 0 2 4 ). T hi s a g e- s p e cifi c i nf e cti o n p at t er n m a k e s 

B art o n ell a p ar ti c ul arl y  s uit a bl e  f or tr a c ki n g tr a n s mi s si o n o p p or t u ni -

ti e s i n j u v e nil e c o h or t s. 

T o d et e ct t h e pr e s e n c e of B art o n ell a , t w o t o t hr e e dr o p s of w h ol e 

bl o o d  fr o m  b at s  w er e  s pr e a d  dir e ctl y  o nt o  W h at m a n  F T A  c ar d s, 

w hi c h  w er e  st or e d  at  a m bi e nt  t e m p er at ur e  u ntil  D N A  e x tr a cti o n. 

N e st e d  P C R  f or B art o n ell a  s p p. w a s p er f or m e d a s pr e vi o u sl y d e-

s cri b e d  ( Bir tl e s &  R a o ult,  1 9 9 6 ; N or m a n et al.,  1 9 9 5 ). W e m o d ell e d 

t h e pr e v al e n c e of B art o n ell a s p p. P C R p o siti v e b at s a s j u v e nil e b at s 

a g e d  u si n g  t h e  s a m e  m et h o d s  w e  e m pl o y e d  f or  o ur  I g G  s er ol o g y 

d at a.  T o  c o nfir m  t h e  i d e ntit y  of  cir c ul ati n g B art o n ell a  s p p., w e s e-

q u e n c e d  t h e B art o n ell a a m pli c o n s.  F or  d et ail s  o n  s e q u e n ci n g,  s e e 

S u p p or ti n g  I nf or m ati o n: M et h o d s S e cti o n  2 . 

2. 7  | T e m p or al p at t er n s of s er ol o gi c al a n d 

p at h o g e n m e a s ur e m e nt s 

W e u s e d o ur pr e di ct e d d e v el o p m e nt al a g e t o u n d er st a n d h o w o ur 

p at h o g e n  a n d  a nti b o d y  m e a s ur e m e nt s  c h a n g e d  a s  s e x u all y  i m m a -

t ur e  b at s  gr e w,  a n d  h o w  t h e s e  tr a n s mi s si o n  a n d  s er o c o n v er si o n 

e v e nt s diff er e d a cr o s s c o h or t s. Fir st, w e c o m p ar e d t h e a nti- H e n dr a 

vir u s  I g G  t e m p or al  s er o pr e v al e n c e  p at t er n s  b et w e e n  t h e  2 0 1 6, 

2 0 1 7, 2 0 1 8 a n d 2 0 1 9 bir t h c o h or t s. T h e 2 0 2 0 c o h or t w a s o mit t e d 

b e c a u s e it c o nt ai n e d o nl y d e p e n d e nt p u p s, fr o m w hi c h w e di d n ot 

dr a w bl o o d. W e m o d ell e d i nf e cti o n pr e v al e n c e a n d a nti b o d y s er o -

pr e v al e n c e  u si n g  a  B a y e si a n  G a u s si a n  s m o ot hi n g  pr o c e s s  i n  R st a n 

v er si o n 2. 3 2. 5. T h e f ull m o d el i s writ t e n o ut i n Fi g ur e  S 8 A  a n d dr a w s 

fr o m t h e m o d el' s p o st eri or di stri b uti o n s i n S u p p. Fi g ur e  S 8 B . T o a s-

s e s s i nt er c o h or t v ari ati o n i n t h e s er o pr e v al e n c e o v er ti m e, w e c o m -

p ar e d m o d el s t h at di d a n d di d n ot i n cl u d e c o h or t a s si g n m e nt s. F or 

t h e s e m o d el  c o m p ari s o n s,  w e  u s e d  E L P D - L O O - C V.  M o d el s  w er e  

o nl y  c o m p ar e d  w h e n  t h e P ar et o  k v al u e s  f or i n di vi d u al o b s er v ati o n s  

w er e b el o w 0. 7. 

3   | R E S U L T S  

3. 1  | C o h or t m o d el cl a s sifi e s b at s i nt o fi v e c o h or t s  

T h e  B a y e si a n  mi x t ur e  m o d el  s u c c e s sf ull y  cl a s sifi e d  b at s  i nt o  fi v e 

bir t h c o h or t s ( Fi g ur e  1 b, c ). T h e m o d el s h o w e d str o n g cl a s sifi c ati o n 

c o nfi d e n c e, wit h 7 2 % of b at s a s si g n e d t o a c o h or t wit h a p o st eri or 

pr o b a bilit y  > 9 0 % ( Fi g ur e  1 d, e ). T h e r e m ai ni n g 2 8 % of b at s h a d p o s-

t eri or  pr o b a biliti e s  b et w e e n  5 0 %  a n d 9 0 %,  wit h  n o  b at  h a vi n g  l e s s 

t h a n a 5 0 % pr o b a bilit y of c o h or t a s si g n m e nt ( Fi g ur e  1 b, c ). 

T o v ali d at e o u r a p p r o a c h of c o m bi ni n g b ot h P t er o p u s s p e ci e s  i n 

o u r a n al y s e s, w e c o m p a r e d m o d el o ut p ut s u si n g P. al e ct o  o r P. p oli o -

c e p h al u s  o nl y. T h e g r o w t h m o d el c o ef fi ci e nt s s h o w e d s u b s t a nti al 

o v e rl a p  b et w e e n  t h e  si n gl e - s p e ci e s  a n al y s e s,  wit h  si mil a r  p a r a m -

et e r e s ti m at e s f o r b ot h w ei g ht a n d f o r e a r m m e a s u r e m e nt s a cr o s s  

s e x e s  ( Fi g u r e  S 3 ). B a s e d  o n  t h e s e  fi n di n g s,  w hi c h  d e m o n s t r at e d  

mi ni m al  s p e ci e s- s p e cifi c  dif f e r e n c e s,  w e  u s e d  a  c o m bi n e d- s p e ci e s  

a p p r o a c h.  

3. 2   | T e c h ni c al v ali d ati o n of I g G s er ol o gi c al a s s a y  

A  t w o- p ar t  g a m m a  mi x t ur e  m o d el  b e st  cl a s sifi e d  t h e  a nti- H e n dr a 

vir u s- G I g G M FI d at a ( Fi g ur e  S 6 D ), pr o vi di n g a s er o p o siti vit y c ut off 

v al u e of 2. 1 7 ( Fi g ur e  S 6 A ). M o d el di a g n o sti c s i n di c at e d s ati sf a ct or y 

c o n v er g e n c e, wit h M C M C tr a c e pl ot s ( Fi g ur e  S 6 C ) a n d j oi nt p o st e-

ri or di stri b uti o n s s u p p or ti n g m o d el fit ( Fi g ur e  S 6 E ). T h e a d ult a nti-

H e n dr a vir u s I g G s er o p o siti v e p er c e nt a g e i n o ur d at a s et, e sti m at e d 

u si n g  o ur  l n M FI  c ut off,  r a n g e d  fr o m  5 0 %  t o  7 0 %  o v er  t h e  c o ur s e 

of  t h e  st u d y,  w hi c h  w a s  i n  li n e  wit h  pr e vi o u sl y  r e p or t e d  r at e s  i n 

A u str ali a n  Pt er o p u s b at s ( B o ar d m a n et  al.,  2 0 2 0 ; Br e e d et al.,  2 0 1 1 ; 

E d s o n et  al.,  2 0 1 9 ; Pl o wri g ht et al.,  2 0 0 8 ). 

T o v ali d at e o u r a p p r o a c h of c o m bi ni n g b ot h P t er o p u s s p e ci e s  

i n  o u r  a n al y s e s,  w e  c o m p a r e d  m o d el  o ut p ut s  u si n g P. p oli o c e p h -

al u s  o nl y  v e r s u s  P.  al e ct o  o nl y .  T h e  mi x t u r e  m o d el  a n al y si s  f o r 

a nti- H e n d r a  vir u s  I g G yi el d e d  c o m p a r a bl e  s e r o p o siti vit y  c ut -

of f s ( P. p oli o c e p h al u s o nl y : 2. 5 4 l n M FI; P. al e ct o  o nl y: 2. 3 4 l n M FI) 

(Fi g u r e  S 3 ). B a s e d  o n  t h e s e fi n di n g s, w hi c h  d e m o n s t r at e d  mi ni m al  

s p e ci e s- s p e cifi c  dif f e r e n c e s,  w e  c o nti n u e d  wit h  a  p o ol e d  s p e ci e s  

a p p r o a c h.  

3. 3   | Hi g h i nt er c o h or t v ari ati o n i n a nti- H e n dr a 

vir u s I g G t e m p or al s er o pr e v al e n c e 

W e  f o u n d  s t ati s ti c al  s u p p o r t  f o r  i nt e r c o h o r t  v a ri ati o n  i n  a nti-

H e n d r a  vir u s  I g G  s e r o p r e v al e n c e  ( E L P D - L O O - C V  e s ti m at e  ±  S E 

wit h  c o h o r t s:  − 2 2 8. 5  ±   1 4. 4;  wit h o ut  c o h o r t s:  − 2 3 7. 4 ±   1 4. 4; 

m o d el  dif f e r e n c e s:  − 8. 9  ±   2 0. 0). W h e n w e l o o k e d at t h e i n di vi d u al 

c o h o r t s,  o nl y  t h e  2 0 1 8  c o h o r t  e x hi bit e d  t e m p o r al  s e r o p r e v al e n c e  

p at t e r n s  t h at  s u p p o r t e d  o u r  o ri gi n al  h y p ot h e si s  (i. e.  l o s s  of  m a -

t e r n al  a nti b o di e s  f oll o w e d  b y  a  p o p ul ati o n - wi d e  s e r o c o n v e r si o n  

p e ri o d;  Fi g u r e  1f ;  r a w  d at a  s h o w n  i n Fi g u r e  S 9 ). F u r t h e r  m o d el  

v ali d ati o n  r e s ult s  a r e  p r e s e nt e d  i n S u p p o r ti n g  I nf o r m ati o n: R e s ult s  

S e c ti o n  2 . 

Af t er  o b s er vi n g  t hi s  i nt er c o h or t  v ari ati o n  i n  a nti- H e n dr a  vir u s 

I g G  t e m p or al  s er o pr e v al e n c e  p at t er n s,  w e  d e v el o p e d  a  s eri e s  of  a 

p o st eri ori  h y p ot h e s e s  (T a bl e 1 ). T h e s e  h y p ot h e s e s  w er e  d e v el o p e d  

t o h el p u s i nt er pr et o ur I g G fi n di n g a n d r ul e o ut p ot e nti al e x pl a n a -

ti o n s of t h e s e d at a. 

3. 4   | N o s u p p or t f or si g nifi c a nt i nt er c o h or t 

v ari ati o n i n o p p or t u niti e s f or h ori z o nt al tr a n s mi s si o n 

W e  utili z e d B ar t o n ell a d et e c ti o n  a s  a n  i n d e p e n d e nt i n di c at o r of  

c o n diti o n s  r e q uir e d  f o r h o ri z o nt al  p at h o g e n  t r a n s mi s si o n  i n o u r  

s t u d y  p o p ul ati o n s  (T a bl e 1 ,  a  p o s t e ri o ri  h y p ot h e si s  1). B ar t o n ell a 

b a c t e ri a  a r e  t r a n s mit t e d  t h r o u g h  cl o s e  c o nt a c t  vi a  fli g htl e s s  b at  

---------------------------ll!f = C A L ! J o ur n al  of A ni m al E c ol o g y ~ 
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1 

T A B L E  1 A  p o st eri ori  h y p ot h e s e s.  

A p o s t e ri o ri h y p ot h e si s 

I nt er c o h or t v ari ati o n i n H e n dr a 

vir u s s er ol o gi c al d y n a mi c s w a s 

t h e r e s ult of i nt er c o h or t v ari ati o n 

i n o p p or t u niti e s f or h ori z o nt al 

p at h o g e n  tr a n s mi s si o n 

2 O ur s a m pli n g e v e nt s w er e 

t o o i nfr e q u e nt t o c a pt ur e t h e 

s er ol o gi c al d y n a mi c s w e e x p e c t e d 

(i. e. l o s s of m at er n al a nti b o di e s 

f oll o w e d b y a p o p ul ati o n wi d e 

s er o c o n v er si o n  e v e nt)  

3 O ur a nti- H e n dr a vir u s I g G 

m e a s ur e m e nt s w er e n ot a pr o x y 

f or H e n dr a vir u s tr a n s mi s si o n 

e v e nt s i n t h e p o p ul ati o n  

4  J u v e nil e c o h or t s di d n ot p o s s e s s 

m at er n al a nti b o di e s, b e c a u s e 

pr e g n a nt f e m al e s di d n ot h a v e 

cir c ul ati n g  s er u m  a nti b o di e s  

Pr e di c ti o n a n d r ati o n al e 

T h er e will b e si mil ar i nt er c o h or t v ari ati o n i n ot h er 

p at h o g e n s, s u c h a s B ar t o n ell a  s p p. I n t hi s a n al y si s, w e 

a s s u m e d t h at B ar t o n ell a  s p p. tr a n s mi s si o n al s o r e q uir e s 

cl o s e  c o nt a c t  

W hil e B ar t o n ell a  c a n c a u s e c hr o ni c i nf e c ti o n s, p u p s ar e 

b or n u ni nf e c t e d ( M c K e e et  al.,  2 0 2 1 ), a n d o ur f o c u s o n 

j u v e nil e s d uri n g t h eir fir st y e ar mi ni mi z e s c o nf o u n di n g 

fr o m c hr o ni c i nf e c ti o n s. A d diti o n al, B ar t o n ell a  s p p. i s 

s pr e a d t hr o u g h fli g htl e s s n y c t eri bii d b at fli e s t h at c a n 

o nl y m o v e b et w e e n h o st s b y cr a wli n g, t h u s r e q uiri n g 

cl o s e c o nt a c t b et w e e n b at s ( Dit t m ar et  al.,  2 0 1 5 ; 

F a gr e et  al.,  2 0 2 3 ; H o u et al.,  2 0 1 8 ; M c K e e et al.,  2 0 2 4 ; 

M e hl h or n & Kli m p el,  2 0 1 4 ; M or s e et al.,  2 0 1 2 ) 

T e m p or al v ari ati o n i n I g G s er o pr e v al e n c e f or a n ot h er 

a nti g e n, M e n a n gl e vir u s, will s h o w si mil ar i nt er c o h or t 

v ari ati o n  

A nti- H e n dr a vir u s I g G will n ot c orr el at e wit h H e n dr a 

vir u s R N A d et e c ti o n or a nti- H e n dr a vir u s I g M 

a nti b o di e s  

T h er e will b e v ari ati o n i n I g G l e v el s a m o n g pr e g n a nt 

m ot h er s t h at ali g n s t e m p or all y wit h t h e c o h or t s w hi c h 

l a c k e d e vi d e n c e f or m at er n al a nti b o di e s 

O ut c o m e  

B a s e d o n B ar t o n ell a  r e s ult s (Fi g ur e  2 ) 

w e r ej e c t e d t hi s h y p ot h e si s. T h er e w a s 

n o e vi d e n c e f or i nt er c o h or t v ari ati o n i n 

B ar t o n ell a  d et e c ti o n, o ur pr o x y m e a s ur e 

f or t h e c o n diti o n s f or h ori z o nt al p at h o g e n 

tr a n s mi s si o n 

B a s e d o n o ur M e n a n gl e vir u s I g G p at t er n s, 

w e c o ul d n ot r ej e c t t hi s h y p ot h e si s 

c o m pl et el y. T h er e w a s i nt er c o h or t v ari ati o n 

i n M e n a n gl e vir u s I g G, al b eit t h e e vi d e n c e 

w a s w e a k er t h a n f or a nti- H e n dr a vir u s I g G 

a n d d e p e n d e nt o n t h e a nti g e n ( N v s. H N)  

B a s e d o n t h e c orr el ati o n b et w e e n I g G a n d 

R N A d et e c ti o n i n o ur l o gi sti c r e gr e s si o n, 

w e c a n r ej e c t t hi s h y p ot h e si s. P at t er n s i n 

a nti- H e n dr a vir u s I g G s er o pr e v al e n c e ar e 

r efl e c ti n g a c ut e H e n dr a vir u s i nf e c ti o n s 

i n j u v e nil e a n d s u b a d ult b at s. H o w e v er, 

o ur I g M d at a w a s t o o cr o s s- r e a c ti v e t o b e 

a p pli e d i n t hi s c o nt e x t  

W e c a n r ej e c t t hi s h y p ot h e si s; w e o b s er v e d 

c o n si st e nt l e v el s of a nti- H e n dr a vir u s I g G 

a nti b o di e s i n f e m al e a d ult s  

fli e s, m a ki n g t h e m a p r o x y f o r t r a n s mi s si o n o p p o r t u nit y. W e f o u n d  

t h at m o s t b at s wit hi n e a c h c o h o r t b e c a m e i nf e c t e d wit h B ar t o n ell a 

wit hi n t h eir fir s t y e a r of lif e, a n d i m p o r t a ntl y, t hi s p at t e r n w a s c o n -

si s t e nt a cr o s s all c o h o r t s ( Fi g u r e  2 a, b ). T h e l a c k of i nt e r c o h o r t v a r-

i ati o n  i n B ar t o n ell a i nf e c ti o n r at e s ( E L P D - L O O - C V e s ti m at e  ±  S E 

wit h  c o h o r t s:  − 1 2 7. 5  ±   6. 5,  wit h o ut  c o h o r t s:  − 1 2 4. 3 ±   6. 5,  m o d el 

dif f e r e n c e:  − 3. 2  ±   9. 3)  s u g g e s t s  t h at  o p p o r t u niti e s  f o r  h o ri z o nt al 

p at h o g e n  t r a n s mi s si o n  w e r e  si mil a r  a cr o s s  c o h o r t s.  T hi s  c o n si s t -

e nt  i n cr e a s e i n B ar t o n ell a  p r e v al e n c e d u ri n g t h e fir s t y e a r of lif e  

ali g n s wit h p r e vi o u s o b s e r v ati o n s of j u v e nil e b at c ol o ni z ati o n b y  

b at fli e s ( F a g r e et  al.,  2 0 2 3 ; M c K e e et al.,  2 0 2 4 ). 

W e  a s s e s s e d  t h e  di v er sit y  of B ar t o n ell a  g e n ot y p e s a m o n g o ur 

s a m pl e,  a s  p a st  w or k  i n  r o d e nt s  f o u n d  t h at  dif f er e nt  g e n ot y p e s  

of b ar t o n ell a e h a d dif f er e nt  t e m p or al  p at t er n s of i nf e c ti o n s  i n t h e  

s a m e  h o st  p o p ul ati o n  ( Br o o k  et  al.,  2 0 1 7 ).  W e  f o u n d  s u p p or t  f or 

t w o m o n o p h yl eti c cl a d e s i n o ur d at a, w hi c h w er e c o n si st e ntl y f o u n d 

t hr o u g h o ur  s a m pl e s  (S u p p or ti n g  I nf or m ati o n:  R e s ult s S e c ti o n  3 

a n d Fi g ur e  S 1 0 ). W e i d e ntifi e d t w o  m o n o p h yl eti c  cl a d e s i n  o ur  d at a,  

wit h  cl a d e  B c o n si st e ntl y  m or e  pr e v al e nt  t h a n cl a d e A ( 8 6 % v s.  1 4 %  

o n a v er a g e) a cr o s s all d e m o gr a p hi c f a c t or s i n cl u di n g l o c ati o n, ti m e,  

a g e a n d s e x ( S u p p or ti n g  I nf or m ati o n: R e s ult s S e c ti o n  3 , Fi g ur e  S 1 0 , 

a n d T a bl e S 1 ). T hi s  st a bl e  r ati o b et w e e n  cl a d e s,  m ai nt ai n e d  a cr o s s  

all  c o h or t s  a n d  s a m pli n g  c o n diti o n s,  s u g g e st s  b ot h  cl a d e s  s h ar e  

si mil ar t e m p or al p at t er n s i n tr a n s mi s si o n e v e nt s, wit h cl a d e A m ai n -

t ai n e d at l o w er pr e v al e n c e i n t h e p o p ul ati o n.  

3. 5   | Li mit e d i nt er c o h or t t e m p or al v ari ati o n i n 

M e n a n gl e vir u s s er o pr e v al e n c e 

W e  f o u n d  a  t w o - p a r t  g a m m a  mi x t u r e  m o d el  b e s t  cl a s sifi e d  t h e  

a nti- M e n a n gl e  vir u s- N  I g G M FI  c o m p a r e d  t o t h e  t w o - p a r t  n o r -

m al  a n d  t h r e e - p a r t  n o r m al  mi x t u r e  m o d el  ( Fi g u r e  S 1 1 A, C ). T h e 

g a m m a  mi x t u r e  m o d el  f o r a nti- M e n a n gl e  vir u s- N  I g G p r o vi d e d  

a  c ut of f  v al u e  of  3. 2 7  l n M FI,  b a s e d  o n  3  S D  a b o v e  t h e  m e a n  of  

t h e  s e r o n e g ati v e  di s t ri b uti o n.  T h e  cr o s s-r e a c ti vit y  a n d  s p e cifi cit y  

f o r  M e n a n gl e  vir u s- N  h a v e  n ot  y et  b e e n  v ali d at e d.  H o w e v e r,  a s  

a n u cl e o p r ot ei n, it i s e x p e c t e d t o b e m o r e b r o a dl y cr o s s-r e a c ti v e  

t h a n  t h e  M e n a n gl e  vir u s  bi n di n g  a nti g e n  ( H N). N o  mi x t u r e  m o d el  

fit t h e M FI f o r M e n a n gl e vir u s- H N M FI b et t e r t h a n a si n gl e g a m m a 

di s t ri b uti o n,  d e s pit e  m a n y  i n di vi d u al s  h a vi n g  hi g h  M FI  v al u e s  

(Fi g u r e  S 1 1 B, D ).  T o  e s t a bli s h  a  c ut of f,  w e  u s e d  t h e  s e c o n d- b e s t 

fit ti n g m o d el, t h e t w o - p a r t n o r m al di s t ri b uti o n, w hi c h p r o vi d e d a  

c ut of f of 2. 2 l n M FI.  

~I E al I J o ur n al  of A ni m al  E c ol o g yj 1 1--------------------------
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F I G U R E 2   M o d el o ut p ut f or s er ol o gi c al a n d p at h o g e n d et e cti o n p at t er n s, ( a) i n cl u di n g j u v e nil e b at c o h or t pr e v al e n c e d y n a mi c s of 

B ar t o n ell a s p p., a nti- H e n dr a vir u s I g M, H e n dr a vir u s R N A a n d a nti- M e n a n gl e vir u s- N I g G. O n t h e X a xi s i s d e v el o p m e nt al a g e si n c e i niti al 

c o h or t s a m pli n g. T h e e sti m at e s ar e fr o m o ur G a u s si a n s m o ot hi n g m o d el. T h e s h a d e d r e gi o n ar o u n d t h e pr e v al e n c e e sti m at e r e pr e s e nt s t h e 

9 5 % cr e di bl e i nt er v al fr o m t h e G a u s si a n s m o ot hi n g m o d el. C o h or t cl a s sifi c ati o n l a b el s (i. e. 2 0 1 6, 2 0 1 7, 2 0 1 8 a n d 2 0 1 9) ar e b a s e d o n t h e 

y e ar t h e b at w a s pr e di ct e d t o b e b or n. ( b) P o st eri or dr a w s fr o m t h e eff e ct e sti m at e s fr o m a l o gi sti c r e gr e s si o n wit h t h e d e p e n d e nt v ari a bl e: 

D et e cti o n of a nti- H e n dr a vir u s I g G, B ar t o n ell a s p p., a nti- H e n dr a vir u s I g M, H e n dr a vir u s R N A a n d a nti- M e n a n gl e vir u s- N I g G. T h e p o st eri or 

di stri b uti o n s s h o w n ar e t h e l o g o d d s f or pr e di ct e d d e v el o p m e nt al a g e ( d a y s) a n d t h e pr e di ct e d o d d s f or e a c h a s si g n e d c o h or t.  

Wit hi n t h e fir s t y e a r of lif e, all c o h o r t s d e v el o p e d a nti b o di e s  

t o w a r d s  t h e a nti- M e n a n gl e  vir u s- N  (Fi g u r e  2 a ) a n d, t o a l e s s e r e x-

t e nt, H N p r ot ei n s ( Fi g u r e  S 1 1 E ), p a r ti all y s u p p o r ti n g o n e of o u r a 

p o s t e ri o ri  h y p ot h e s e s  (T a bl e 1 , a p o s t e ri o ri 2). T h e r e w a s n o s t ati s-

ti c al s u p p o r t f o r i n cl u di n g c o h o r t i n o u r m o d el of a nti- H N p r ot ei n s  

( E L P D - L O O - C V e s ti m at e  ±   S E: wit h c o h o r t: − 2 0 4. 2 ±   1 5. 5, wit h o ut 

c o h o r t:  − 2 0 4. 1  ±   1 5. 4,  m o d el  dif f e r e n c e:  − 0. 1 ±   2 1. 9).  W h e n  w e 

m o d ell e d t h e M e n a n gl e vir u s- N p r ot ei n, w e f o u n d s t ati s ti c al s u p -

p o r t  f o r  i n cl u di n g  c o h o r t  i n  o u r  m o d el  ( E L P D - L O O - C V  e s ti m at e  

±  S E:  wit h  c o h o r t:  − 3 3 7. 2  ±   1 0. 4,  wit h o ut  c o h o r t:  − 3 4 1. 4 ±  9. 9,  

m o d el  dif f e r e n c e:  − 4. 3  ±   1 3. 9),  alt h o u g h  t h e  s t ati s ti c al  s u p p o r t 

w a s w e a k e r t h a n f o r a nti- H e n d r a vir u s I g G. O nl y t h e 2 0 1 8 c o h o r t  

s h o w e d a cl e a r l o s s of m at e r n al a nti- M e n a n gl e vir u s- N a nti b o di e s  

f o r b ot h a nti g e n s. 

3. 6   | A nti- H e n dr a vir u s I g G M FI c orr el at e d wit h 

H e n dr a vir u s R N A d et e c ti o n 

W e  n e x t  u s e d  H e n dr a  vir u s  R N A  d et e cti o n  t o  v ali d at e  o ur  a nti-

H e n dr a  vir u s  I g G  m e a s ur e m e nt s  t o  t e st  o ur  n e x t  a  p o st eri ori  h y -

p ot h e si s  (T a bl e 1 ,  a  p o st eri ori  h y p ot h e si s  3)  (Fi g ur e  3 ).  A m o n g 

j u v e nil e a n d s u b a d ult b at s, t h e o d d s of q R T- P C R d et e cti o n i n cr e a s e d 

wit h a nti- H e n dr a vir u s I g G l n M FI ( P E & CI J u v e nil e: 0. 4 8 { 0. 0 2, 0. 8 8}; 

S u b a d ult: 0. 4 8 { 0. 0 5, 0. 9 0}). T hi s w a s n ot t h e c a s e f or I g M l n M FI ( P E 

& CI J u v e nil e: 0. 5 3 { − 0. 5 5, 1. 3 1}; S u b a d ult: − 0. 8 8 { − 3. 1 5, 0. 5 9}). T hi s 

w a s al s o n ot t h e c a s e f or a d ult s f or I g M or I g G ( P E & CI A d ult I g G 

0. 0 1  { − 0. 1 4, 0. 1 6}, A d ult I g M 0. 0 4 { − 0. 3 1, 0. 3 7}). 

W e  h y p ot h e si z e d  t h e  t e m p or al  p at t er n  of  q R T- P C R  d et e cti o n s 

e v e nt s  s h o ul d  al s o  s h o w  i nt er c o h or t  v ari ati o n.  H o w e v er,  w e  di d 

n ot  o b s er v e  cl e ar  t e m p or al  p at t er n s  i n  i nf e cti o n  ( Fi g ur e  2 a ), pr o b -

a bl y b e c a u s e H e n dr a vir u s R N A d et e cti o n w a s r ar e wit h o nl y 4. 3 % 

of  a d ult s  ( B a y e si a n  P E,  Cr e di bl e  I nt er v al,  N:  0. 0 4 3  { 0. 0 3 3 – 0. 0 5 7}, 

5 / 1 1 5), 3. 4 % of j u v e nil e s ( 0. 0 3 8 { 0. 0 1 8 – 0. 0 6 6}, 8 / 2 3 5) a n d 2. 6 % of 

s u b a d ult s  ( 0. 0 3 2  { 0. 0 1 1 – 0. 0 6 6},  4 / 1 5 2)  t e sti n g  p o siti v e.  W h e n  w e 

a s s e s s e d  R N A  d et e cti o n  u si n g  a  l o gi sti c r e gr e s si o n a n d  pr e di ct e d  d e -

v el o p m e nt al a g e ( d a y s), w e i d e ntifi e d n o a s s o ci ati o n ( P E & CI 0. 0 0 0 

{ − 0. 0 0 6, 0. 0 0 5};  Fi g ur e  2 b ).  F ur t h er m or e,  n o  c o h or t  h a d  hi g h er 

o d d s  of  b ei n g  p o siti v e  f or  H e n dr a  vir u s  R N A  ( P E  &  CI 2 0 1 6 – 2. 8 1 

{ − 6. 1 8, 0. 1 8 7};  2 0 1 7 – 3. 5 9  { − 5. 1 8, − 2. 0 8};  2 0 1 8 – 4. 2 2{ − 6. 1 1, − 2. 6 1}; 

2 0 1 9 – 3. 7 8 { − 6. 2 7,  − 1. 4 2}).  F ur t h er m or e, w e  f o u n d n o st ati sti c al s u p -

p or t f or i n cl u di n g c o h or t i n o ur m o d el of q R T- P C R d et e cti o n ( E L P D -

L O O - C V  e sti m at e ±  S E  wit h  c o h or t:  − 6 2. 5  ±   1 2. 0,  wit h o ut  c o h or t, 

− 6 1. 0  ±   1 2. 5, m o d el diff er e n c e − 1. 5 ±  1 7. 5).  

3. 7  | Li mit e d v ari ati o n i n a d ult f e m al e a nti- H e n dr a 

vir u s s er o pr e v al e n c e 

W e  r e stri ct e d  o ur  d at a s et  t o  a d ult  b at s  a n d  u s e d  o ur  G a u s si a n 

s m o ot hi n g  pr o c e s s  t o  a s s e s s  s er o pr e v al e n c e  o v er  t h e  l o n git u di n al 

st u d y. W e f o u n d li mit e d v ari ati o n i n a nti- H e n dr a vir u s I g G a n d I g M 
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F I G U R E 3   B a y e si a n l o gi sti c r e gr e s si o n a n al y si s of H e n dr a vir u s R N A d et e cti o n a s s o ci ati o n s wit h a nti b o d y l e v el s a cr o s s a g e cl a s s e s. 

P o st eri or di stri b uti o n s of r e gr e s si o n c o effi ci e nt s fr o m l o gi sti c m o d el s e x a mi ni n g t h e r el ati o n s hi p b et w e e n H e n dr a vir u s q R T- P C R d et e cti o n 

( bi n ar y o ut c o m e) a n d a nti- H e n dr a vir u s I g G ( a) or I g M ( b) l n M FI v al u e s, wit h a g e cl a s s i nt er a cti o n s. E a c h d e n sit y pl ot s h o w s t h e p o st eri or 

di stri b uti o n f or i n di vi d u al m o d el p ar a m et er s: I nt er c e pt ( b a s eli n e l o g- o d d s), m ai n eff e ct s f or a nti b o d y l e v el s (I g G /I g M) a n d a g e cl a s s e s 

( s u b- a d ult [ S. A.] a n d j u v e nil e [j u v e.] r el ati v e t o a d ult r ef er e n c e), a n d i nt er a cti o n t er m s ( A g e cl a s s *I g M, A g e cl a s s *I g G). V er ti c al li n e s i n di c at e 

t h e n ull eff e ct (r e d d a s h e d), p o st eri or m e a n ( gr e e n s oli d) a n d p o st eri or m e di a n ( p ur pl e d ot t e d). T e x t a n n ot ati o n s di s pl a y t h e pr o b a bilit y of 

p o siti v e a s s o ci ati o n [ P( β  >   0)], p o st eri or m e di a n, 9 5 % cr e di bl e i nt er v al s a n d s a m pl e si z e s a n d ar e hi g hli g ht e d i n b ol d t o e m p h a si z e c o v ari at e s 

w h e n  P( β  >   0) e x c e e d s or n e ar s 0. 9 5 %. 

s er o pr e v al e n c e  a m o n g  f e m al e s (T a bl e 1 :  a  p o st eri ori  h y p ot h e si s  4 

a n d Fi g ur e  S 1 2 ). F ur t h er m or e,  t h eir s er o pr e v al e n c e  l e v el s w er e  c o m -

p ar a bl e t o t h o s e of m al e s i n o ur d at a s et.  

3. 8   | T e m p or al p at t er n s of a nti- H e n dr a vir u s 

I g M s er o pr e v al e n c e d o n ot ali g n wit h I g G, b ut hi g h 

cr o s s-r e a c ti vit y li mit s i nf er e n c e s 

Af t er  e st a bli s hi n g  t h at  t h e  C M 7  m A b  c o ul d  bi n d Pt er o p u s I g M 

(S u p p or ti n g  I nf or m ati o n:  R e s ult s S e cti o n  3 ),  w e  u s e d  t h e s e  a nti-

b o di e s  i n  o ur  L u mi n e x  pl atf or m.  W e  c at e g ori z e d  t h e  I g M  M FI  v al -

u e s  i nt o  ‘I g M  s er o p o siti v e’  a n d  ‘I g M  s er o n e g ati v e’  u si n g  a  g a m m a 

mi x t ur e m o d el. W hil e a o n e- p ar t g a m m a m o d el fit b e st, a t w o- p ar t 

g a m m a mi x t ur e m o d el w a s t h e n e x t b e st m o d el ( Fi g ur e  S 7 D ). T hi s 

pr o vi d e d  a  s er o p o siti vit y  c ut off  v al u e  of  1. 1 3  ( Fi g ur e  S 7 A ). M o d el  

di a g n o sti c s  i n di c at e d  s ati sf a ct or y  c o n v er g e n c e,  wit h  M C M C  tr a c e 

pl ot s ( Fi g ur e  S 7 C ) a n d j oi nt p o st eri or di stri b uti o n s s u p p or ti n g m o d el 

fit (Fi g ur e  S 7 E ). 

W h e n w e a s s e s s e d t h e t e m p or al d y n a mi c s of a nti- H e n dr a vir u s 

I g M s er o pr e v al e n c e i n s e x u all y i m m at ur e bir t h c o h or t s w e o b s er v e d 

n o  i nt er c o h or t  t e m p or al  v ari ati o n  i n  a nti- H e n dr a  vir u s  I g M  s er o -

pr e v al e n c e  (Fi g ur e  2 a ), a n d i n cl u di n g c o h or t i n o ur m o d el of  I g M d e-

t e cti o n di d n ot i m pr o v e t h e m o d el fit ( E L P D - L O O - C V e sti m at e  ±   S E 

c o h or t m o d el: − 2 4 7. 9  ±   1 3. 9; n o c o h or t m o d el − 2 4 7. 2 ±   1 4. 0; diff er-

e n c e  −  0. 7  ±   1 9. 9). F ur t h er m or e, w e f o u n d n o diff er e n c e s b y bir t h c o-

h or t i n t h e o d d s of d et e cti n g a nti- H e n dr a vir u s I g M a nti b o di e s ( P E 

& CI 2 0 1 6 – 4. 9 9 { − 6. 6 4, − 3. 5 1}; 2 0 1 7 – 3. 4 6 { − 4. 1 2, − 2. 8 2}; 2 0 1 8 – 3. 5 1 

{ − 4. 2, − 2. 8 4}; 2 0 1 9 – 4. 3 4 { − 5. 4 8, − 3. 2 8}) ( Fi g ur e  2 b ). Li k e B art o n ell a 

d et e cti o n,  t h e o d d s  of  a nti- H e n dr a  vir u s  I g M a nti b o di e s  i n cr e a s e d 

b y  0. 0 0 8  p er  pr e di ct e d  d e v el o p m e nt al  d a y  ( P E  a n d  9 0 %  CI:  I g M 

0. 0 0 8  { 0. 0 0 6, 0. 0 1};  Fi g ur e  2 b ). 

H o w e v er,  o ur  a nti-I g M  m A b  s h o w s  hi g h  cr o s s-r e a cti vit y  wit h 

ot h er  a nti g e n s  o n  o ur  m ulti pl e x e d  pl atf or m  ( a nti g e n s  li st e d  i n 

Fi g ur e  S 5 E, F ). I n o ur P C A a n al y si s, a nti- H e n dr a vir u s I g M a nti b o di e s 

di d n ot pr oj e ct wit h a nti- Ni p a h vir u s I g M a nti b o di e s o n P C 2 ( 1 0 % of 

v ari a n c e, P C 1: 4 8. 9 % of v ari a n c e) ( Fi g ur e  S 5 A, F ). T hi s i n di c at e s t h at 

b at s  p o s s e s si n g  a nti- H e n dr a  vir u s  I g M  a nti b o di e s  w er e  n ot  m or e 
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li k el y t o h a v e I g M a nti b o di e s a g ai n st Ni p a h vir u s. T hi s w a s s ur pri s-

i n g, a s t h e Ni p a h vir u s a n d H e n dr a vir u s G gl y c o pr ot ei n s s h ar e 8 3. 3 % 

a mi n o a ci d s e q u e n c e h o m ol o g y ( H ar c o ur t et  al.,  2 0 0 0 ). T hi s P C A r e-

s ult s u g g e st s t h at a nti- H e n dr a vir u s I g M l e v el s w er e n ot s p e cifi c t o 

H e n dr a vir u s, w er e li k el y hi g hl y cr o s s-r e a cti v e, a n d c o ul d n ot pr o vi d e 

u s wit h r eli a bl e i nf er e n c e s a b o ut H e n dr a vir u s tr a n s mi s si o n e v e nt s. 

T hi s  c o ntr a st e d  wit h  I g G,  w h er e  a nti- H e n dr a  vir u s  I g G  a nti b o di e s 

h a d a si mil ar pr oj e cti o n wit h a nti- Ni p a h vir u s I g G a nti b o di e s f or b ot h 

P C 1 ( 3 1. 8 % of v ari a n c e) a n d P C 2 ( 9. 5 % of v ari a n c e; Fi g ur e  S 5 C ). 

4   | D I S C U S S I O N  

S e a s o n al  p at t e r n s  i n p at h o g e n  t r a n s mi s si o n  a r e  c o m m o n  i n 

wil dlif e  s y s t e m s,  y et  t h e  m e c h a ni s m s  g e n e r ati n g  t h e s e  p at t e r n s  

r e m ai n dif fi c ult t o r e s ol v e. W e e v al u at e d t h e h y p ot h e si s t h at j u -

v e nil e s  d ri v e  p ul s e s  of  H e n d r a  vir u s  t r a n s mi s si o n  w h e n  t h e y  e nt e r  

t h e  s u s c e pti bl e  p o ol  af t e r  l o si n g  m at e r n al  i m m u nit y.  W e  u s e d  a  

c o h o r t- b a s e d,  m ulti- p at h o g e n  d e si g n  t o c o m p a r e  H e n d r a  vir u s  

d y n a mi c s i n j u v e nil e s t o t h e d y n a mi c s of ot h e r p at h o g e n s, i n cl u d -

i n g B ar t o n ell a  wit h it s k n o w n t r a n s mi s si o n r o ut e t h r o u g h cl o s e  

c o nt a c t. W e f o u n d n o e vi d e n c e t h at j u v e nil e c o h o r t s d ri v e wi nt e r  

H e n d r a vir u s t r a n s mi s si o n. T h e p r e s e n c e of m at e r n al a nti b o di e s t o  

H e n d r a vir u s v a ri e d b et w e e n c o h o r t s a n d w e di d n ot o b s e r v e s y n -

c h r o ni z e d s e r o c o n v e r si o n e v e nt s i n j u v e nil e s. H o w e v e r, B ar t o n ell a 

i nf e c ti o n s r e m ai n e d c o n si s t e nt a cr o s s c o h o r t s, wit h n e a rl y all j u-

v e nil e s  a c q uiri n g  i nf e c ti o n wit hi n  t h eir fir s t y e a r.  T h e s e  fi n di n g s 

s u g g e s t  t h at,  d e s pit e  s y n c h r o ni z e d  bir t h s  i n P t er o p u s b at s  a n d  

c o n si s t e nt  o p p o r t u niti e s  f o r  t r a n s mi s si o n,  j u v e nil e s  d o  n ot  d ri v e  

s h e d di n g p ul s e s of H e n d r a vir u s. O t h e r f a c t o r s, s u c h a s e n vir o n -

m e nt al  s t r e s s o r s,  r e q uir e  f u r t h e r e x pl o r ati o n  a s  p ot e nti al  d ri v e r s  

of  s e a s o n al  s h e d di n g  p ul s e s  of  H e n d r a  vir u s.  M o r e  b r o a dl y,  t hi s  

c o m p a r ati v e,  m ulti- p at h o g e n  f r a m e w o r k of f e r s  a  g e n e r ali z a bl e  a p -

p r o a c h  f o r wil dlif e  di s e a s e  s y s t e m s  i n w hi c h  e n vir o n m e nt al  c o n di -

ti o n s, h o s t d e m o g r a p h y a n d i m m u nit y s hif t c o n c u r r e ntl y, cr e ati n g  

o v e rl a p pi n g  s e a s o n al  p r o c e s s e s  t h at ot h e r wi s e  r e m ai n  dif fi c ult  t o 

di s e nt a n gl e.  

T e sti n g  t h e j u v e nil e- dri v er h y p ot h e si s  r e q uir e d fir st u n d er st a n d -

i n g h o w m at er n all y d eri v e d a nti b o di e s v ari e d a m o n g bir t h c o h or t s. 

Alt h o u g h m at er n al a nti b o d y tr a n sf er i s of t e n a s s u m e d t o b e c o n si s -

t e nt ( G ar ni er et al.,  2 0 1 2 ; P e el et al.,  2 0 1 4 ), it c a n b e i nfl u e n c e d b y e n-

vir o n m e nt al a n d g e n eti c f a ct or s t h at aff e ct pl a c e nt al a n d m a m m ar y 

tr a n sf er ( B o uli ni er & St a s z e w s ki, 2 0 0 8 ; Gri n d st aff et al.,  2 0 0 3 ). O ur 

4- y e ar st u d y r e v e al e d i nt er a n n u al v ari ati o n i n m at er n al a nti- H e n dr a  

vir u s I g G. T h e 2 0 1 9 c o h or t, s a m pl e d f oll o wi n g a d o c u m e nt e d f o o d 

s h or t a g e,  s h o w e d  p ar ti c ul arl y  r e d u c e d e arl y-lif e  a nti b o d y  l e v el s, 

s u g g e sti n g  t h at  e n er g y  li mit ati o n  m a y  h a v e  c o n str ai n e d  a nti b o d y 

tr a n sf er.  W hil e  w e  c o ul d  n ot  dir e ctl y  m e a s ur e  d a m – p u p  c orr el a -

ti o n s b e c a u s e  d e p e n d e nt  p u p s  w er e  n ot  s a m pl e d,  str o n g  c orr el a -

ti o n s  h a v e  b e e n  d o c u m e nt e d  pr e vi o u sl y  ( B a k er  et  al.,  2 0 1 4 ;  Br o o k 

et  al.,  2 0 1 9 ; P e el et al.,  2 0 1 8 ). It r e m ai n s u n cl e ar if t h e a b s e n c e of 

hi g h tit er s i n y o u n g j u v e nil e s fr o m c er t ai n c o h or t s r efl e ct s r e d u c e d 

m at er n al tr a n sf er or u n u s u all y r a pi d w a ni n g. A d diti o n al c o h or t s a n d  

m or e fr e q u e nt s a m pli n g of e arl y- a g e j u v e nil e s will b e n e e d e d t o r e -

s ol v e t h e m e c h a ni s m s b e hi n d t hi s v ari ati o n.  

J u v e nil e b at s wit h hi g h er a nti- H e n dr a vir u s I g G w er e m or e li k el y 

t o t e st p o siti v e f or vir al R N A, i n di c ati n g t h at el e v at e d I g G i n t hi s a g e 

cl a s s r efl e ct s r e c e nt or o n g oi n g i nf e cti o n r at h er t h a n p a st e x p o s ur e.  

T h e li n k b et w e e n H e n dr a vir u s R N A d et e cti o n a n d I g G l e v el s i n j u -

v e nil e s,  d e s pit e  t h e  l o w  o v er all  pr e v al e n c e  of  vir al  R N A  d et e cti o n 

( 2. 6 % – 4. 3 %),  c o n si st e nt  wit h  ot h er  H e n dr a  vir u s  st u di e s  ( E d s o n 

et  al.,  2 0 1 9 ; Fi el d et al.,  2 0 1 1 ), pr o vi d e s e m piri c al s u p p or t f or u si n g 

I g G d y n a mi c s t o i nf er j u v e nil e tr a n s mi s si o n e v e nt s. T h e a b s e n c e of 

t hi s r el ati o n s hi p i n a d ult s  li k el y r efl e ct s t h eir m or e  c o m pl e x  e x p o -

s ur e hi st ori e s, r e p e at e d b o o sti n g a n d p ot e nti all y a nti b o d y- m e di at e d 

vir al  s u p pr e s si o n  r at h er  t h a n  cl e ar a n c e,  a s  o b s er v e d  f or  ot h er  b at 

vir u s e s ( S c h u h et  al.,  2 0 1 7 ). 

Alt h o u g h  w e  v ali d at e d  a n  a nti-f eli n e  I g G  m o n o cl o n al  a nti b o d y 

f or  P t er o p u s  I g M,  t h e  I g M  m e a s ur e m e nt s  l a c k e d  p at h o g e n  s p e ci -

fi cit y. Hi g h cr o s s-r e a cti vit y of I g M a cr o s s vir al a nti g e n s, c o n si st e nt 

wit h  c h all e n g e s  d e s cri b e d  f or  ot h er  wil dlif e  i m m u n ol o gi c al  a s s a y s 

( Cr o wl e y et al.,  2 0 2 4 ; Fli e s, 2 0 2 0 ; Fli e s et  al.,  2 0 1 2 ), pr e v e nt e d I g M 

fr o m  s er vi n g  a s  a n  i n di c at or  of  r e c e nt  H e n dr a  vir u s  i nf e cti o n.  B at 

I g M  m e a s ur e m e nt s  m a y  still  b e  v al u a bl e  f or  a s s e s si n g  g e n er al  i m-

m u n e  i n v e st m e nt,  b ut  p at h o g e n- s p e cifi c  i nf er e n c e s  will  r e q uir e 

m or e r e a g e nt d e v el o p m e nt a n d o pti mi z ati o n.  

B art o n ell a i nf e cti o n s i n cr e a s e d pr e di ct a bl y  a cr o s s  all  j u v e nil e c o -

h or t s, c o n si st e nt wit h tr a n s mi s si o n vi a wi n gl e s s n y ct eri bii d b at fli e s 

a n d  wit h  pr e vi o u s  fi n di n g s t h at p u p s  ar e  b or n  u ni nf e ct e d  a n d  a c q uir e  

B art o n ell a d uri n g  t h eir  fir st  y e ar  of  lif e  ( F a gr e  et  al.,  2 0 2 3 ;  M c K e e 

et  al.,  2 0 2 1 ). B e c a u s e B art o n ell a tr a n s mi s si o n r e q uir e s cl o s e  c o nt a ct,  

st a bl e  B art o n ell a  d y n a mi c s a cr o s s y e ar s s u g g e st t h at b a si c o p p or-

t u niti e s f or h ori z o nt al tr a n s mi s si o n w er e c o n si st e nt a cr o s s c o h or t s. 

T hi s c o n si st e n c y c o ntr a st s wit h t h e hi g hl y v ari a bl e H e n dr a vir u s I g G 

p at t er n s,  i m pl yi n g  t h at  s hif t s  i n  m at er n al  i m m u nit y  or  ot h er  e n vi -

r o n m e nt al f a ct or s — n ot c h a n g e s i n c o nt a ct r at e s or c o h or t d e m o gr a -

p h y — dri v e v ari ati o n i n H e n dr a vir u s s er ol o gi c al d y n a mi c s. W hil e t h e 

t w o p at h o g e n s diff er i n c hr o ni cit y ( B art o n ell a c a n  p er si st,  w h er e a s  

H e n dr a  vir u s  i nf e cti o n s  m a y  b e  s h or t  or  i nt er mit t e ntl y  s h e d di n g; 

Pl o wri g ht et  al.,  2 0 1 6 ), o ur  f o c u s o n  n aï v e  j u v e nil e s mi ni mi z e s  diff er -

e n c e s i n i nt er pr et a bilit y d uri n g t h e fir st y e ar of lif e.  

S e v er al  li mit ati o n s s h o ul d  b e  a c k n o wl e d g e d  w h e n  i nt er pr eti n g 

o ur fi n di n g s. S a m pli n g e v er y 2 – 3  m o nt h s li k el y mi s s e d n arr o w wi n -

d o w s  of  m at er n al  a nti b o d y  w a ni n g  a n d  i niti al  s er o c o n v er si o n,  a n d 

o ur  i n a bilit y  t o  s a m pl e  d e p e n d e nt  p u p s  c o n str ai n e d  o ur  a bilit y  t o 

c o nfir m  d a m – p u p  tr a n sf er dir e ctl y.  S p e ci e s- s p e cifi c  diff er e n c e s  b e -

t w e e n P.  al e ct o  a n d P. p oli o c e p h al u s a p p e ar e d  mi ni m al,  t h o u g h s u b -

tl e  v ari ati o n  c a n n ot  b e  e x cl u d e d.  F ut ur e  w or k  s h o ul d  i n c or p or at e 

m or e  fr e q u e nt  s a m pli n g  of  e arl y- a g e  j u v e nil e s,  dir e ct  s a m pli n g  of 

m ot h er – p u p  p air s  a n d  i m pr o v e d i m m u n ol o gi c al t o ol s d e si g n e d  f or 

Pt er o p u s s p e ci e s.  L o n g-t er m  m ar k –r e c a pt ur e  c o ul d  cl arif y  r ei nf e c-

ti o n a n d a nti b o d y- b o o sti n g d y n a mi c s, a n d c o u pli n g s er ol o gi c al d at a 

wit h  q u a ntit ati v e  e n vir o n m e nt al  m etri c s  w o ul d  h el p  i d e ntif y dri v er s  

of m at er n al a nti b o d y v ari ati o n.  

---------------------------ll!f = C A L ! J o ur n al  of A ni m al E c ol o g y ~ 
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5   | C O N C L U S I O N S  

T hr o u g h  s y st e m ati c  h y p ot h e si s  t e sti n g  a n d  a  m ulti- p at h o g e n  a p -

pr o a c h,  w e  d e m o n str at e  t h at s e a s o n al  bir t h  p ul s e s  al o n e  c a n n ot  e x -

pl ai n H e n dr a vir u s tr a n s mi s si o n p at t er n s i n A u str ali a n fl yi n g f o x e s. 
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.o r g / 1 0.i/ / d o: S ci e ntifi c R e p or t s , 7 , 8 7 6 3. h t t p si s h e d a nti b o d y l e v el s. o r g /.i/ / d o: S ci e ntifi c R e p or t s , 8 ( 1), 3 8 5 9. h t t p sof m at er n al i m m u nit y. 

1 0 3 8 / s 4 1 5 9 8 - 0 1 8 - 2 2 2 3 6 - 6.1 0 1 0 3 8 / s 4 1 5 9 8 - 0 1 7 - 0 7 8 2 4 - 2 

P e el, A. J., M c Ki nl e y, T. J., B a k er, K. S., B arr, J. A., Cr a m eri, G., H a y m a n, Sil k, M. J., W e b er, N., St e w ar d, L. C., D el a h a y, R. J., Cr of t, D. P., H o d g s o n,  

D. T. S., F e n g, Y.- R. R., Br o d er, C. C., W a n g, L. F., C u n ni n g h a m, A. A.,  D.  J.,  B o ot s,  M.,  &  M c D o n al d,  R.  A.  ( 2 0 1 7).  S e a s o n al  v ari ati o n  i n 

& W o o d, J. L. N. N. ( 2 0 1 3). U s e of cr o s s-r e a c ti v e s er ol o gi c al a s s a y s  d ail y  p at t er n s  of  s o ci al  c o nt a c t s  i n  t h e  E ur o p e a n  b a d g er  m el e s 

f or d et e c ti n g n o v el p at h o g e n s i n wil dlif e: A s s e s si n g a n a p pr o pri at e  

c ut of f f or h e ni p a vir u s a s s a y s i n Afri c a n b at s. J o ur n al of Vir ol o gi c al 

.o r g / 1 0.i/ / d o:h t t p s( 2 1), 9 0 0 6 – 9 0 1 5. 7,E c ol o g y a n d E v ol uti o nm el e s. 

3 4 0 2.1 0 0 2 / e c e 3 

M et h o d s , 1 9 3 ( 2),  2 9 5 – 3 0 3. .r o m e tivj.j1 0 1 6 /.o r g / 1 0.i/ / d o:h t t p s T o d d,  C.  M.,  W e st c ot t,  D.  A.,  R o s e,  K.,  M ar ti n,  J.  M.,  &  W el b er g e n,  J. 

2 0 1 3. 0 6. 0 3 0 A.  ( 2 0 1 8).  Sl o w  gr o w t h  a n d  d el a y e d  m at ur ati o n  i n  a  criti c all y  e n-

P e el,  A.  J.,  P ulli a m,  J.  R.  C.,  L ui s,  A.  D.,  Pl o wri g ht,  R.  K.,  O' S h e a,  T.  J., d a n g er e d i n s ul ar fl yi n g f o x ( Pt er o p u s n at ali s ). J o ur n al of M a m m al o g y, 

H a y m a n, D. T. S., W o o d, J. L. N., W e b b, C. T., & R e stif, O. ( 2 0 1 4). / g y y 1 1 0lm a m m aj1 0 9 3 /.o r g / 1 0.i/ / d o:h t t p s1 5 2 1. ( 6), 1 5 1 0 –9 9 

T h e ef f e c t of s e a s o n al bir t h p ul s e s o n p at h o g e n p er si st e n c e i n wil d  V ar d o n,  M.  J.,  &  Ti d e m a n n,  C.  R.  ( 1 9 9 8).  R e pr o d u c ti o n,  gr o w t h  a n d 

m a m m al  p o p ul ati o n s.  Pr o c e e di n g s of t h e R o y al S o ci et y B: Bi ol o gi c al m at urit y  i n  t h e  bl a c k  fl yi n g-f o x, Pt er o p u s  al e ct o ( M e g a c hir o pt er a: 

2 9 6 2.2 0 1 3.1 0 9 8 / r s p b.o r g / 1 0.i/ / d o:h t t p s, 2 0 1 3 2 9 6 2. 2 8 1,S ci e n c e s P t er o p o di d a e).  A u str ali a n  J o ur n al  of  Z o ol o g y , 4 6 ( 4),  3 2 9 – 3 4 4. 

P e el, A. J., R ui z- ar a v e n a, M., Ki m, K., S c h er ti n g, B., F al v o, C. A., Cr o wl e y,  1 0 7 1 / Z O 9 8 0 2 3.o r g / 1 0.i/ / d o:h t t p s 

D. E., M u n st er, V. J., A n n a n d, E. J., Pl ai n, K., H o e g h, A., E d e n, J., & Vi d g e n, M. E., E d s o n, D. W., v a n d e n H ur k, A. F., Fi el d, H. E., & S mit h, C.  

Pl o wri g ht, R. K. ( 2 0 2 5). S y n c hr o ni z e d s e a s o n al e x cr eti o n of m ulti- S. ( 2 0 1 7). N o e vi d e n c e of H e n dr a vir u s i nf e c ti o n i n t h e A u str ali a n 

pl e  c or o n a vir u s e s  c oi n ci d e s  wit h  hi g h  r at e s  of  c oi nf e c ti o n  i n  i m- fl yi n g-f o x E c t o p ar a sit e  g e n u s  C y cl o p o di a.  Z o o n o s e s  a n d  P u bli c  

1 2 3 0 3.1 1 1 1 / z p h.o r g / 1 0.i/ / d o: H e alt h , 6 4 ( 3), 2 2 8 – 2 3 1. h t t p s .o r g / 1 0.i/ / d o: m at ur e b at s. N at ur e C o m m u ni c ati o n s , 1 6 , 6 5 7 9. h t t p s 
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D. N., K e s sl er, M. K., L u n n, T. J., P e ar s o n, T., S c h ul z, J. E., S mit h, I. L.,  X u,  K.,  Br o d er,  C.  C.,  &  V e e sl er,  D.  ( 2 0 2 2).  P ot e nt  m o n o cl o n al 
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a nti b o d y – m e di at e d  n e utr ali z ati o n  of  a  di v er g e nt  H e n dr a  vir u s  v ari -
T h e  r e d  d a s h e d  li n e  i s  t h e  5 0 %  c ut of f  f o r  t h e  t w o  di s t ri b uti o n s,  a nt. Pr o c e e di n g s of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c e s of t h e U nit e d 

St at e s  of  A m eri c a , 1 1 9 ( 2 2),  1 – 9. .1 0 7 3 / p n a s.o r g / 1 0.i/ / d o:h t t p s t h e  o r a n g e  li n e  i s  2  S D  a b o v e  t h e  m e a n  of  t h e  s e r o n e g ati v e  

2 1 2 2 7 6 9 1 1 9 di s t ri b uti o n,  a n d  t h e  y ell o w  li n e  i s  3  S D  a b o v e  t h e  m e a n  of  t h e  
W hit e, L. J., W ari s, M., C a n e, P. A., N o k e s, D. J., & M e dl e y, G. F. ( 2 0 0 5). s e r o n e g ati v e  di s t ri b uti o n  ( B)  A  pl ot  of  a nti- H e n d r a  vir u s  I g M  

T h e  tr a n s mi s si o n  d y n a mi c s  of  gr o u p s  a  a n d  B  h u m a n  r e s pir at or y 
l n M FI  a n d  t h e  p r o b a bilit y  of  b ei n g  cl a s sifi e d  a s  s e r o p o siti v e  b y 

s y n c y ti al vir u s ( h R S V) i n E n gl a n d & W al e s a n d Fi nl a n d: S e a s o n alit y 

a n d  cr o s s- pr ot e c ti o n.  E pi d e mi ol o g y a n d I nf e cti o n , 1 3 3 ( 2), 2 7 9 – 2 8 9.  t h e  mi x t u r e  di s t ri b uti o n.  T h e  r e d  d a s h e d  li n e  i s  t h e  5 0 %  c ut of f  

1 0 1 7 / S 0 9 5 0 2 6 8 8 0 4 0 0 3 4 5 0.o r g / 1 0.i/ / d o:h t t p s f o r t h e t w o di s t ri b uti o n s, t h e o r a n g e li n e i s 2 S D a b o v e t h e m e a n  
W hiti n g, J. R., M a h m u d, M. A., Br a dl e y, J. E., & M a c c oll, A. D. C. ( 2 0 2 0). of t h e s e r o n e g ati v e di s t ri b uti o n, a n d t h e y ell o w li n e i s 3 S D a b o v e  

Pri or e x p o s ur e t o l o n g- d a y p h ot o p eri o d s alt er s i m m u n e r e s p o n s e s 
t h e  m e a n  of  t h e  s e r o n e g ati v e  di s t ri b uti o n  ( C)  T h e  M C M C  t r a c e  

a n d  i n cr e a s e s s u s c e pti bilit y  t o p ar a siti c  i nf e c ti o n i n sti c kl e b a c k.  

Pr o c e e di n g s of t h e R o y al S o ci et y B: Bi ol o gi c al S ci e n c e s , 2 8 7 , 2 0 2 0 1 0 1 7. pl ot s  f r o m  t h e  mi x t u r e  di s t ri b uti o n  m o d el.  ( D)  L o o  s t ati s ti c s  

1 0 1 7.2 0 2 0.1 0 9 8 / r s p b.o r g / 1 0.i/ / d o:h t t p s c o m p a ri n g  t h e  g a m m a  mi x t u r e  m o d el  t o t h r e e  c o m p etit o r  m o d el s  

Y a n,  L.,  St erli n g,  S.  L.,  F u s c o,  D.  L.,  C h a n,  Y.- P.,  X u,  K.,  L ai n g,  E.  D.,  & ( E) T h e  hi s t o g r a m  a n d  j oi nt p o s t e ri o r s  f r o m t h e m o d el.  T h et a  i s t h e 
Br o d er,  C.  C.  ( 2 0 2 3). R e c o m bi n a nt  s ol u bl e  H e ni p a vir u s  gl y c o pr ot ei n  

.i/ / d o:h t t p s, 3 3 – 5 8. 2 6 8 2,M et h o d s i n  M ol e c ul ar  Bi ol o g ypr e p ar ati o n.  

1 0 0 7 / 9 7 8 - 1 - 0 7 1 6 - 3 2 8 3 - 3 _ 3.o r g / 1 0 

p a r a m et e r  f o r t h e  p r o b a bilit y  of  b el o n gi n g  t o t h e  s e r o p o siti v e  o r  

s e r o n e g ati v e  g r o u p.  Al p h a  a n d  b et a  p a r a m et e r s  d e s cri b e  t h e  t w o  

g a m m a  di s t ri b uti o n s.  

Fi g ur e  S 8.  D et ail s  o n  s er o pr e v al e n c e  a n d  pr e v al e n c e  d y n a mi c s  

S U P P O R T I N G  I N F O R M A T I O N  

A d diti o n al  s u p p or ti n g  i nf or m ati o n  c a n  b e  f o u n d  o nli n e  i n  t h e 

S u p p or ti n g I nf or m ati o n s e cti o n at t h e e n d of t hi s ar ti cl e.  

Fi g ur e S 1. A fl o w di a gr a m of t h e s a m pl e si z e s i n e a c h a n al y si s a n d 

fi g ur e.  T h e  r e stri cti o n  crit eri a  ( bl u e)  f or  t h e  a n al y s e s  i m p a ct e d  t h e 

t ot al s a m pl e si z e ( p ur pl e) f or e a c h pl ot a n d a n al y si s.  

Fi g ur e S 2. B at m or p h ol o gi c al m e a s ur e m e nt s a n d B a y e si a n mi x t ur e 

m o d el a n al y si s a cr o s s bir t h c o h or t s.  

Fi g ur e  S 3.  C o m p ari s o n  of  B a y e si a n  mi x t ur e  m o d el  p er f or m a n c e  

b et w e e n all b at s p e ci e s v er s u s si n gl e- s p e ci e s a n al y si s.  

Fi g ur e S 4. V ali d ati o n of A nti-I g M A nti b o d y ( A) P t er o p u s s er u m w a s 

si z e fr a cti o n at e d i nt o 4 4 c oll e cti o n t u b e s u si n g a n S- 3 0 0 c ol u m n.  

Fi g ur e S 5. Pri n ci p al  c o m p o n e nt s  a n al y si s  ( P C A) r e s ult s c o m p ari n g  

I g M a n d I g G a nti b o di e s. 

Fi g ur e S 6.  I g G Di a g n o sti c s: ( A) A hi st o gr a m of a nti- H e n dr a vir u s I g G 

l n M FI.  O v erl ai d  ar e  t h e  p o st eri or  di stri b uti o n s  fr o m  t h e  B a y e si a n 

g a m m a  mi x t ur e  m o d el  i n di c ati n g s er o n e g ati v e  a n d  s er o p o siti v e  

di stri b uti o n s.  T h e  or a n g e  li n e  i s  2  S D  a b o v e  t h e  m e a n  of  t h e 

s er o n e g ati v e di stri b uti o n, a n d t h e y ell o w li n e i s 3 S D a b o v e t h e m e a n 

of t h e s er o n e g ati v e di stri b uti o n. ( B). A pl ot of a nti- H e n dr a vir u s I g G 

l n M FI a n d t h e pr o b a bilit y of b ei n g cl a s sifi e d a s s er o p o siti v e b y t h e 

mi x t ur e di stri b uti o n. T h e r e d d a s h e d li n e i s t h e 5 0 % c ut off f or t h e 

t w o  di stri b uti o n s,  t h e  or a n g e  li n e  i s  2  S D  a b o v e  t h e  m e a n  of  t h e 

s er o n e g ati v e di stri b uti o n, a n d t h e y ell o w li n e i s 3 S D a b o v e t h e m e a n 

of t h e s er o n e g ati v e di stri b uti o n ( C) T h e M C M C tr a c e pl ot s fr o m t h e 

mi x t ur e di stri b uti o n m o d el. ( D) L o o st ati sti c s c o m p ari n g t h e g a m m a 

mi x t ur e  m o d el  t o  t hr e e  c o m p etit or  m o d el s  ( E)  T h e  hi st o gr a m  a n d 

j oi nt  p o st eri or s  fr o m  t h e  m o d el.  T h et a  i s  t h e  p ar a m et er  f or  t h e 

pr o b a bilit y  of  b el o n gi n g  t o t h e s er o p o siti v e  or  s er o n e g ati v e  gr o u p.  

Al p h a a n d b et a p ar a m et er s d e s cri b e t h e t w o g a m m a di stri b uti o n s.  

Fi g u r e  S 7.  I g M  M o d el  Di a g n o s ti c s:  ( A)  A  hi s t o g r a m of l n M FI of  

I g M a nti b o di e s  bi n di n g  t h e H e n d r a  vir u s  gl y c o p r ot ei n.  O v e rl ai d  

a r e t h e p o s t e ri o r di s t ri b uti o n s f r o m t h e B a y e si a n g a m m a mi x t u r e  

m o d el  i n di c ati n g s e r o n e g ati v e  a n d  s e r o p o siti v e  di s t ri b uti o n.  

m o d el s.  ( A)  B a si c  m o d el  str u c t ur e  u s e d  t o  e sti m at e  pr e v al e n c e  

d y n a mi c s  i n  r el ati o n  t o  d e v el o p m e nt al  a g e  si n c e  i niti al  c o h or t  

s a m pli n g.  ( B)  C o h or t  s p e cifi c  p o st eri or  e sti m at e s  f or  a,  r h o,  a n d  

al p h a.  R e d  li n e i n di c at e s 0.  Bl a c k  d a s h e d  li n e i n di c at e s p o st eri or  

m e a n. 

Fi g ur e  S 9.  M o d el  o ut p ut  f or s er ol o gi c al  a n d  p at h o g e n  d et e cti o n  

p at t er n s,  i n cl u di n g  j u v e nil e  b at  c o h or t  pr e v al e n c e  d y n a mi c s  of  ( A) 

a nti- H e n dr a vir u s I g G, ( B), a nti- H e n dr a vir u s I g M, ( C) H e n dr a vir u s 

R N A, ( D) B ar t o n ell a s p p. a n d ( E) a nti- M e n a n gl e vir u s- N I g G.  

Fi g ur e  S 1 0.  P h yl o g e n eti c  r el ati o n s hi p s b et w e e n  B ar t o n ell a  glt A  

s e q u e n c e s.  

Fi g ur e  S 1 1.  M e n a n gl e  Vir u s  A nti g e n  I g G  Di a g n o sti c s:  ( A,  B)  A 

hi st o gr a m  of  a nti- M e n a n gl e  vir u s  N  ( A)  &  H N  ( B)  I g G  a nti b o di e s 

n at ur al  l o g  M FI.  O v erl ai d  ar e  t h e  p o st eri or  di stri b uti o n s  fr o m  t h e 

B a y e si a n  g a m m a  mi x t ur e  m o d el  ( A)  a n d  n or m al  mi x t ur e  m o d el  ( B) 

i n di c ati n g s er o n e g ati v e  a n d  s er o p o siti v e  di stri b uti o n s.  T h e  or a n g e  

li n e i s 2 S D a b o v e t h e m e a n of t h e s er o n e g ati v e di stri b uti o n, a n d t h e 

y ell o w li n e i s 3 S D a b o v e t h e m e a n of t h e s er o n e g ati v e di stri b uti o n.  

( C,  D)  M o d el  c o m p ari s o n  di a g n o sti c s  f or  t h e  mi x t ur e  di stri b uti o n s 

of  M e n V- N  ( C)  a n d  M e n V- H N  ( D).  T h e  b e st  fit ti n g  m o d el  f or  t h e 

a nti- N pr ot ei n ( C) w a s a t w o- p ar t g a m m a mi x t ur e di stri b uti o n. T h e 

b e st fit ti n g m o d el f or t h e a nti- H N pr ot ei n ( D) w a s a o n e- p ar t g a m m a 

mi x t ur e  di stri b uti o n.  

Fi g ur e  S 1 2.  A d ult  P t er o p u s  b at  a nti- H e n dr a  vir u s  s er ol o gi c al  

d y n a mi c s. 

Fi g u r e  S 1 3.  S e r o p r e v al e n c e  a n d  P C R  p r e v al e n c e  d y n a mi c s  

f r o m  t h e  G a u s si a n  s m o o t hi n g  m o d el.  ( A)  A n al y si s  r e s t ri c t e d  

t o  b a t s  wi t h > 9 5 %  p o s t e ri o r  p r o b a bili t y  of  c o h o r t  a s si g n m e n t.  

( B) A n al y si s  i n cl u di n g  all  b a t s  f r o m  p a n el  A,  b u t  wi t h o u t  t h ei r  

c o h o r t  s t r a tifi c a ti o n.  ( C) M o d el  c o m p a ri s o n  ( E L P D L O O)  

c o n t r a s ti n g  c o h o r t- s t r a tifi e d  a n d  c o h o r t- n ai v e  m o d el s.  

I n  t h e  fi g u r e,  I g G  a n d  I g M  s e r o p r e v al e n c e  r ef e r s  t o  H e V 

s e r o p r e v al e n c e. S h a d e d r e gi o n s i n p a n el s A a n d B r e p r e s e n t 9 5 %  

c r e di bl e  i n t e r v al s. 
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Fi g ur e S 1 4. S er o pr e v al e n c e  p at t er n s  w h e n  d at a s et  i s  r e stri ct e d  t o 

R e d cliff e  a n d  T o o w o o m b a,  t h e  t w o  sit e s  t h at  w er e  c o nti n u o u sl y 

s a m pl e d t hr o u g h o ut t h e l o n git u di n al st u d y.  

Fi g ur e  S 1 5.  ( A) I g G a n d  I g M d y n a mi c s  wit h  i n cr e a si n gl y stri n g e nt  

i nt e g er v al u e c ut off s f or l n M FI c ut off t o e st a bli s h s er o p o siti vit y ( 1 t o 4). 

T a bl e  S 1. Pr e v al e n c e  of B art o n ell a i n  b at  bl o o d  s p ot  F T A  c ar d s 

a cr o s s  d e m o gr a p hi c  v ari a bl e s.  C o nti n u o u sl y  s a m pl e d  sit e s  i n cl u d e d 

R e d cliff e a n d T o o w o o m b a ( b ot h s a m pl e d i n 2 0 1 8, 2 0 1 9 a n d 2 0 2 0). 

N o m a di c sit e s i n cl u d e d G y m pi e ( 2 0 1 9), H er v e y B a y ( 2 0 1 8 a n d 2 0 2 0), 

M a cl e a n ( 2 0 1 8) a n d M o u nt O m m a n e y ( 2 0 1 9).  

H o w t o cit e t hi s ar ti cl e: Cr o wl e y, D. E., F al v o, C. A., Gr a nt, C.  

K., B orr e m a n s, B., L u n n, T. J., R ui z- Ar a v e n a, M., B e n s o n, E.,  

M c K e e, C. D., B e c k er, D. J., J o n e s, D. N., B u s h m a k er, T., Y u, Y.  

T., Mi c hi e, M., D al e, A. S., Y a n, L., St erli n g, S. L., Br o d er, C. C.,  

G o o d m a n, L. B., P etr ait y t e- B ur n ei ki e n e, R., … Pl o wri g ht, R.  

( 2 0 2 6). C o h or t s of i m m at ur e Pt er o p u s  b at s s h o w i nt er a n n u al 

v ari ati o n i n H e n dr a vir u s s er ol o g y. J o ur n al of A ni m al E c ol o g y, 
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