
Abstrait

Les connaissances sur les sources possibles de leptospirose humaine, autres que les rats, font actuellement défaut. Pour évaluer
le profil de distribution de l'exposition et de l'infection par les sérogroupes de Leptospira chez les deux principaux rongeurs semi-
aquatiques de l'ouest de la France, les ragondins ( Myocastor coypus ) et les rats musqués ( Ondatra zibethicus) , les résultats des
tests de micro-agglutination et de la PCR du tissu rénal ont été utilisés. Chez les ragondins, la prévalence apparente était de 11%
(n = 524, IC  = [9% - 14%]), la séroprévalence était de 42% (n = 590, IC  = [38% - 46%]), et le sérogroupe prédominant était
Australis (84%). Chez le rat musqué, la prévalence apparente était de 33% (n = 274, IC  = [27% - 39%]), la séroprévalence était
de 57% (n = 305, IC = [52% - 63%]), et le sérogroupe prédominant était Grippotyphosa (47%). Le rat musqué doit donc être
considéré comme une source importante d'infection Grippotyphosa chez l'homme et les animaux domestiques exposés dans cette
partie de la France.
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introduction

Leptospira spp. peuvent infecter de nombreux mammifères domestiques et sauvages qui peuvent excréter les bactéries dans leur
urine. Les humains peuvent contracter une leptospirose potentiellement mortelle par contact direct avec l'urine d'animaux infectés
ou indirectement par interaction avec un environnement contaminé par l'urine [ 1 ]. Les agents pathogènes de la leptospirose sont
des bactéries du genre Leptospira . Plus précisément, subclade 1, considéré historiquement pour couvrir les espèces pathogènes,
comprend 17 espèces, parmi lesquelles L . interrogans , L . kirschneri et L . borgpetersenii [ 2]. Selon la classification sérologique,
plus de 250 sérotypes pathogènes sont désormais reconnus et regroupés en 24 sérogroupes antigéniquement apparentés [ 3 ].

Selon les données du Centre national de référence de la leptospirose, en charge de la surveillance nationale de la leptospirose, la
France métropolitaine a une incidence plus élevée (0,5 à 1 cas pour 100 000 habitants) par rapport aux autres pays industrialisés
au climat tempéré similaire [ 4 ]. Une augmentation du nombre de cas confirmés en France métropolitaine a été observée ces
dernières années, avec une incidence de 1 pour 100 000 habitants en 2014 et 2015, un chiffre sans précédent dans le pays depuis
le début de la surveillance de la leptospirose en 1920 [ 4 , 5 ].

Les éclosions de leptospirose ont déjà été associées à des activités de loisirs (canoë, kayak, rafting, triathlon et natation) qui
mettent les gens en contact étroit avec de l'eau contaminée par des leptospires pathogènes [ 6 , 7 ]. Les conditions climatiques des
zones intertropicales favorisent les flambées [ 8 , 9 ]. Dans les zones tempérées telles que l'Europe occidentale, les flambées de
leptospirose étaient rares au cours des décennies précédentes et étaient généralement limitées dans leur étendue [ 10].
Cependant, le développement croissant des activités récréatives aquatiques en France, et l'augmentation correspondante du
nombre de personnes exposées à l'eau douce, pourraient conduire à une incidence plus élevée de leptospirose dans les années à
venir en France. Des études récentes ont fait état d'épidémies à plus grande échelle liées à l'exposition à l'eau en France et dans
les pays voisins [ 11 , 12 ].

Bien que Leptospira puisse être maintenu dans des environnements aquatiques pendant des semaines [ 13 ], la principale source
de la bactérie est un large éventail de mammifères domestiques et sauvages porteurs de sérogroupes spécifiques de Leptospira .
Le rat sauvage ( Rattus spp.) Est bien documenté comme étant l'hôte du sérogroupe Icterohaemorrhagiae dans le monde entier, y
compris en France [ 14 ], mais on en sait peu sur le rôle d'autres espèces sauvages dans le portage de Leptospira et leur
importance relative dans les infections humaines . Les ragondins, également connus sous le nom de nutrias ( Myocastor Coypus ),
et les rats musqués ( Ondatra zibethicus ) sont des rongeurs semi-aquatiques et des porteurs importants de pathogènes.Leptospira
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en Europe. Les activités aquatiques humaines pourraient conduire à un contact étroit avec leur habitat, avec des problèmes de
santé publique [ 15 , 16 ]. En France, des études antérieures sur les ragondins ont rapporté une prévalence comprise entre 5% et
12%, et la prédominance du sérogroupe Icterohaemorrhagiae [ 15 , 17 , 18 ]. Cependant, les données sur les rats musqués sont
limitées même s'ils partagent le même habitat et peuvent être une source de contamination de l'eau.

Pour évaluer l'importance relative des ragondins et des rats musqués dans la contamination de l'eau, [ 1 ] la prévalence du portage
rénal de Leptospira , ainsi que l' exposition à Leptospira ont été estimées chez des rongeurs semi-aquatiques piégés dans l'ouest
de la France, et [ 2 ] la distribution des sérogroupes de Leptospira qui ces espèces ont été exposées a été décrite.

matériaux et méthodes

Tous les échantillons ont été prélevés sur des rongeurs tués légalement pour le contrôle de la population; par conséquent, cette
étude n'a pas impliqué de mise à mort supplémentaire délibérée d'animaux et aucune approbation éthique n'a été jugée
nécessaire. Toutes les procédures de contrôle des populations étaient conformes aux normes éthiques des réglementations
nationales et européennes applicables en matière de soins et d'utilisation des animaux (décision de l'autorité française 2007/04/06
et directive 2010/63 / CE).

De septembre 2010 à mai 2011, des ragondins et des rats musqués ont été piégés dans des zones humides (marais / étang ou
rivière), dans chacun des 12 départements (c'est-à-dire des unités administratives) des régions la partie occidentale de la France
métropolitaine. Le piégeage a été effectué sur cinq sites choisis au hasard par département, soit 60 sites d'échantillonnage au total.
Le piégeage a été mis en œuvre par des techniciens dûment habilités de la Fédération départementale des groupements de
défense des organisames nuisibles, FDGDON). L'emplacement des animaux piégés a été défini comme les coordonnées GPS du
centre de gravité de la zone de piégeage. Dans chaque zone, 20 pièges ont été répartis sur un transect de 1 km. Les pièges ont
été posés pendant 3 à 5 jours et vérifiés quotidiennement. Les individus capturés ont été immédiatement euthanasiés et un
échantillon de sang a été prélevé par ponction cardiaque. Par la suite, les rongeurs ont été autopsiés pour la collecte des reins, et
immédiatement conservés à -20 ° C jusqu'à une analyse plus approfondie dans les neuf mois suivants. La colonisation par
leptospire du rein a été évaluée via un Leptospira spécifique de l'agent pathogèneKit de réaction en chaîne par polymérase en
temps réel (PCR) TaqMan (kit TaqVet PathoLept, LSI, France) utilisé au Laboratoire des Leptospires (Marcy-L'Etoile, France). Les
échantillons avec un seuil de cycle inférieur à 40 cycles ont été considérés comme des échantillons positifs. L' exposition au
leptospira a été évaluée en utilisant un test de micro-agglutination (MAT) comme test sérologique standard. La MAT a été réalisée
en utilisant un panel d'antigènes représentant à la fois des sérotypes omniprésents et des sérotypes localement répandus, avec
des séries de dilutions log2 comprises entre 1: 100 et 1: 6400. Le Leptospira suivantdes sérogroupes, avec des sérotypes
apparentés entre parenthèses, ont été recherchés chez les deux espèces: Icterohaemorrhagiae (Icterohaemorrhagiae,
Copenhageni), Australis (Munchen, Australis, Bratislava), Autumnalis (Autumnalis, Bim), Ballum (Castelonis), Bataviae (Bataviae),
Canicola ( Canicola), Cynopteri (Cynopteri), Grippotyphosa (Grippotyphosa, Vanderhoedoni), Hebdomadis (Hebdomadis), Panama
(Manama, Mangus), Pomona (Pomona, Mozdok), Pyrogenes (Pyrogenes), Sejroe (Sejroe, Saxkoebingi, Hardjo) Tarassovi
(Tarassovi).

Comme les anticorps peuvent persister pendant de longues périodes après l'infection, aucun consensus n'est rapporté sur le seuil
de titre requis pour définir un individu infecté. Cependant, un titre ≥1: 100 avec une séroréactivité dirigée contre au moins un
sérogroupe est considéré comme indiquant une exposition antérieure ou récente de l'individu. Le sérogroupe présumé responsable
de la séroréactivité est ensuite défini sur la base du titre maximal d'anticorps dirigés contre un sérogroupe, comme suggéré par
Chappel et al ., (2006). La réactivité croisée entre les sérogroupes survient fréquemment dans la MAT et résulte d'un manque de
spécificité, en particulier des anticorps non spécifiques d'immunoglobuline M (IgM) prédominants au début de l'infection [ 19]. Dans
ces cas, les résultats MAT impliquent les titres d'anticorps maximum dirigés contre deux sérogroupes ou plus, empêchant ainsi la
détermination du sérogroupe infectant. Les résultats MAT, y compris les titres d'anticorps maximum dirigés contre deux
sérogroupes (c'est-à-dire les résultats «mixtes»), sont toujours informatifs en indiquant l'un ou l'autre comme potentiellement
circulant. En revanche, la prise en compte de plus de deux sérogroupes en circulation possibles est spéculative et non informative
(c'est-à-dire des résultats «inconnus»).

La prévalence apparente, la séroprévalence et les intervalles de confiance à 95% ont été calculés à l'aide de tests binomiaux
exacts. Pour évaluer la variation potentielle de la distribution du sérogroupe de Leptospira , la zone d'étude a été divisée en trois
régions administratives: Bretagne, Normandie et Pays de la Loire. Les données ont été visualisées dans ArcGIS version 9.3 (ESRI,
Redland, CA, USA) avec le fond de carte d'IGN GEOFLA®.

Résultats

Parmi les 590 ragondins piégés, la détection de Leptospira par PCR a pu être réalisée sur 524 individus avec 59 positifs, résultant
en une prévalence apparente de l'infection de 11%, IC  = [9% - 14%].

Les résultats positifs au MAT sur 247 ragondins (42%, n = 590) ont montré une large exposition à Leptospira avec des résultats de
titre MAT allant de 1: 100 à 1: 6400 (médiane: 1: 3200). Les sérogroupes prédominants étaient Australis (84%) ( Fig 1 ). Au total,
des séroréactions comprenant deux sérogroupes ont été observées chez 17 ragondins, avec des combinaisons d'Australis et
d'Icterohaemorrhagiae (n = 16) et d'Australis et Bataviae (n = 1). Parmi les ragondins infectés (PCR-positifs) avec une séroréaction
(n = 32), le sérogroupe prédominant restait Australis (90%, résultats mitigés non inclus).

Fig 1. Répartition des sérogroupes de Leptospira parmi les 590 ragondins et 305 rats musqués testés.
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Abréviations de sérogroupe: Australis (AUS), Autumnalis (AUT), Bataviae (BAT), Grippotyphosa (GRI), Icterohaemorrhagiae
(IH), Panama (PAN), Pomona (POM), Pyrogenes (PYR) et Sejroe (SJ). MIX: résultats incluant les titres maximum dirigés
contre deux sérogroupes. Inconnu: résultats incluant les titres maximum dirigés contre plus de deux sérogroupes.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0228577.g001

Parmi les 305 rats musqués piégés, la détection de Leptospira par PCR a pu être réalisée sur 274 individus avec 90 positifs,
résultant en une prévalence apparente de 33%, IC  = [27% - 39%].

Les résultats MAT-positifs sur 175 rats musqués (57%, n = 305) ont également montré une large exposition à Leptospira avec des
résultats de titre MAT allant de 1: 100 à 1: 6400 (médiane: 1: 1600). Les sérogroupes prédominants étaient Grippotyphosa (47%),
Australis (22%) et Sejroe (14%) ( Fig 1 ). Au total, des séroréactions comprenant deux sérogroupes ont été observées chez 12 rats
musqués, avec principalement des combinaisons d'Australis et d'Icterohaemorrhagiae (n = 4) et d'Australis et Sejroe (n = 3). Parmi
les rats musqués infectés (PCR positifs) avec une séroréaction (n = 65), le sérogroupe prédominant restait Grippotyphosa (34%,
résultats mitigés non inclus).

La distribution spatiale des sérogroupes prédominants, Australis chez le ragondin et Grippotyphosa chez le rat musqué, est
apparue homogène dans les trois régions ( Fig 2 ).

Fig 2. Distribution spatiale des sérogroupes infectants.
Résultats obtenus sur ragondins (n   = 590) et rats musqués (n = 305) dans les trois régions de l'ouest de la France (Bretagne,
Normandie et Pays de la Loire). Carte de fond source: IGN GEOFLA  .
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0228577.g002

Discussion

Dans la présente étude, la prévalence de l'infection rénale par leptospire pathogène a été estimée et la distribution des
sérogroupes a été examinée chez les rongeurs semi-aquatiques les plus abondants de l'ouest de la France, les ragondins et les
rats musqués. La prévalence la plus élevée a été observée chez les rats musqués et les sérogroupes Australis et Grippotyphosa
prédominaient respectivement chez les ragondins et les rats musqués. Considérant que les conditions de terrain peuvent conduire
à des inhibiteurs de la PCR dans le tissu rénal et que les animaux infectés peuvent avoir des titres MAT inférieurs au titre significatif
minimum largement accepté de 100 [ 20 ], la prévalence et la séroprévalence peuvent avoir été sous-estimées ici.

Les rats seraient le principal porteur de Leptospira dans le monde et, en France, la prévalence de Leptospira chez ces hôtes était
auparavant estimée à 26% (IC  : 20% -33%) [ 14 ]. Ici, les résultats ont montré que l'étendue du portage de Leptospira est
similaire dans les populations de rats musqués et de rats. De plus, une récente épidémie de leptospirose en Allemagne a été liée à
une infection chez le rat musqué [ 16 ], cette espèce semblant être une source de leptospirose chez l'homme. Surtout, la
prévalence observée chez les rats musqués dans l'ouest de la France est supérieure à celle récemment rapportée en Allemagne,
variant de 3% à 13% [ 16 ].

Comme indiqué précédemment, le MAT a correctement prédit le sérogroupe infectant dans 46 à 86% des cas humains [ 19 , 21 ];
les données présumées sur les sérogroupes semblent fournir un large aperçu des sérogroupes couramment présents dans une
population. Ici, près de la moitié des rats musqués testés (47%) présentent une exposition à la grippotyphose, quelle que soit la
région de l'ouest de la France. Ce résultat est cohérent avec les conclusions d'une étude précédente en Belgique [ 12 ], donnant
des preuves supplémentaires du portage de Grippotyphosa même à une distance significative des sites étudiés ici. Basé sur le
portage rénal élevé et la souche pathogène de Leptospira trouvée chez les rats musqués, qui était la même souche trouvée chez
des patients faisant du kayak dans la même région quelques années plus tard [ 11], mais aussi dans un certain nombre de cas de
leptospirose chez l'homme (3% à 24%) et le bétail (17%) en France [ 22 , 23 ], la présence de rats musqués apparaît comme un
facteur de risque considérable pour l'homme et les animaux domestiques.
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Les résultats chez les ragondins sont cohérents avec les résultats d'une précédente étude dans l'Est de la France [ 15 ]. Dans cette
étude, la même méthodologie analytique a été utilisée et les estimations de prévalence étaient similaires à nos résultats (12%),
suggérant un portage rénal par les ragondins dans différentes régions de France. En outre, la majorité des ragondins (84%) de la
présente étude présentaient des séroréactions envers le sérogroupe Australis, et la cohérence de la distribution dans différents
endroits a fourni des preuves substantielles de la prédominance d'Australis chez les ragondins. Les profils sérologiques définis
dans une précédente étude en France suggéraient la prédominance des Icterohaemorrhagiae, ce qui pose la question d'un
éventuel changement de sérogroupes principalement transportés chez les ragondins dans le temps [ 24]. En France, le hérisson a
été identifié comme un vecteur majeur de Leptospira lié au sérogroupe Australis et des investigations complémentaires, y compris
une analyse moléculaire chez le ragondin, pourraient confirmer l'étendue relative du portage d'Australis chez les deux espèces,
ragondin et hérisson [ 25 ]. Des anticorps contre le sérogroupe Leptospira Australis, historiquement considérés comme peu
courants, ont été récemment trouvés chez 6% à 18% des patients infectés et 43% des cas de leptospirose chez le bétail,
diagnostiqués dans les deux par l'utilisation de MAT [ 22 , 23 ]. Les résultats actuels soulignent le risque infectieux potentiel pour
les personnes qui fréquentent les eaux où les ragondins sont établis.

La cartographie des résultats suggère que la distribution spatiale des sérogroupes prédominants, Australis chez les ragondins et
Grippotyphosa chez les rats musqués, est homogène dans les trois régions, bien que les deux espèces partagent le même habitat.
Cela prouve que ces espèces sont infectées par des souches de différents sérogroupes de Leptospira , malgré une exposition
dans le même environnement. Cette découverte est cohérente avec la spécificité de l'hôte précédemment décrite chez le rat [ 26 ],
et suggère la capacité des ragondins et des rats musqués à porter des sérogroupes spécifiques de Leptospira plutôt que d'autres.

Conclusion

Cette étude montre que les rats musqués et les ragondins sont des vecteurs importants de Leptospira pathogène dans les milieux
aquatiques des climats tempérés. Les sérogroupes Australis et Grippotyphosa étaient prédominants respectivement chez les
ragondins et les rats musqués, et la prévalence la plus élevée a été observée chez les rats musqués. Comme les ragondins, les
rats musqués sont une espèce envahissante de rongeurs semi-aquatiques et leur abondance peut être élevée dans les plans d'eau
éventuellement fréquentés par les humains et les animaux domestiques. La présence de cette espèce doit être considérée comme
un facteur de risque de leptospirose humaine et animale domestique et prise en compte par les responsables des politiques de
santé publique, notamment en termes de prévention et de contrôle des populations.

Renseignements à l'appui
Données S1. Informations individuelles et résultats des tests.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0228577.s001
(XLS)
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