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« Les espèces qui survivent ne sont pas les espèces les 

plus fortes, ni les espèces les plus intelligentes, mais 

celles qui s’adaptent le mieux aux changements » 
 

Charles Darwin (1809 – 1882) 
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RESUME EN FRANÇAIS 
 

 

 
 
 

Principalement étudiée comme une zoonose, la leptospirose est également une infection 

d’origine environnementale, comme en témoigne l’importance des contaminations humaines 

via les eaux et les sols. Pourtant, peu d’études s’intéressent à la survie des leptospires 

pathogènes dans l’environnement hydrotellurique. 
 

Depuis 2018, la phylogénie du genre Leptospira a subi de grands bouleversements. À ce jour, il 

est composé de deux groupes, divisés chacun en deux sous-groupes et désignés comme 

Pathogène 1 (P1, ancien groupe des pathogènes), Pathogène 2 (P2, anciennement 

intermédiaires), Saprophyte 1 (S1, ancien groupe des saprophytes) et Saprophyte 2 (S2, 

nouveau groupe de saprophytes). Ce remaniement repose sur la découverte d’une grande 

biodiversité de leptospires. Plus de 20 nouvelles espèces isolées à partir de prélèvements de sol, 

ont été décrites en trois ans, permettant de considérer le sol comme l’habitat originel des 

leptospires. 
 

Une revue systématique de la littérature a permis de conforter une hypothèse où le sol 

constitue l’habitat environnemental des leptospires pathogènes, qui seraient remobilisés par 

l’eau lors des pluies. Afin de mieux comprendre ce mode de vie environnemental, la survie 

des leptospires a été étudiée dans des microcosmes d’eaux, de solutions de sols et de sols. Ainsi, 

la capacité des leptospires pathogènes à survivre plus d’un an en eau sans apport en nutriment 

a été confirmée. De plus, le maintien de leur virulence après une longue incubation dans ces 

conditions défavorables a été démontré. D’autre part, les solutions de sols à pH neutre et 

de faible conductivité ainsi que les sols à faible capacité d’échange cationique et capacité au 

champ ainsi que pauvres en sodium et calcium semblent favoriser la survie des leptospires 

pathogènes. 
 

Ces études contribuent à une meilleure compréhension de la transmission environnementale 

de la leptospirose. Compte-tenu de son risque élevé pour la population calédonienne, limiter 

l’exposition aux leptospires dans l’environnement constitue un véritable enjeu de santé 

publique. Ainsi, l’identification de l’habitat environnemental de ces bactéries pathogènes 

permettra l’amélioration des stratégies de contrôle et de prévention de cette maladie 

potentiellement mortelle, applicables à d’autres infections environnementales. 
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ENGLISH ABSTRACT 
 

 

 
 

Mostly studied as a zoonosis, leptospirosis is also an environment-borne infection and most 

human cases originate in water or soil. Yet, few studies have been interested in the survival of 

pathogenic Leptospira in the hydrotelluric environment. 
 

Since 2018, the phylogeny of the genus Leptospira has undergone major changes. The genus 

is  now  composed  of  two  groups,  each  divided  into  two  subgroups,  and  designated  as 

Pathogen 1 (P1, former group of pathogens), Pathogen 2 (P2, formerly intermediates), 

Saprophyte 1 (S1, former group of saprophytes) and Saprophyte 2 (S2, new group of 

saprophytes). This revision is supported by the discovery of a huge leptospires biodiversity. 

More than 20 new species isolated from soil samples, have been described since three years, 

allowing considering the soil as the original habitat of leptospires. 
 

A systematic review of the literature supported the hypothesis considering the soil as the 

environmental habitat of pathogenic leptospires; they would then be resuspended into water 

bodies during heavy rain. To better understand this environmental lifestyle, the survival of 

leptospires was studied using water, soil solution, and soil microcosms. Thus, the ability of 

pathogenic leptospires to survive more than one year in nutrient-free freshwater has been 

confirmed. Furthermore, the preservation of direct virulence after long-term survival under 

unfavorable conditions was shown. Soil solutions with neutral pH and low conductivity, as well 

as soils with low cation exchange capacity, low field capacity and low sodium and calcium 

concentrations, appeared to favor the survival of pathogenic leptospires. 
 

These studies contribute to a better understanding of the environmental transmission of 

leptospirosis. Given the high risk of leptospirosis in New Caledonia, limiting exposure to 

leptospires in the environment is a real public health challenge. Thus, identifying the 

environmental habitat of these pathogenic bacteria will offer better strategies for the control 

and prevention of this potentially fatal disease, applicable to other environmental infections. 
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INTRODUCTION : LA LEPTOSPIROSE 
 
 

I.   Leptospirose humaine 
 

a.   Symptômes 
 
Les manifestations cliniques sévères de la leptospirose en font une maladie grave qui est souvent  

létale.  Les  symptômes  de  la  leptospirose  sont  multiples  et  peuvent  aller  d’un syndrome 

grippal bénin à une atteinte poly-viscérale pouvant être fatale (Bharti et al., 2003; Levett, 2001). 
 

Les premiers signes d’infection correspondent à un état fébrile ou syndrome grippal, c’est à 

dire à une forte fièvre, des maux de tête et la sensation de courbatures. Ces symptômes 

apparaissent après une période d’incubation pouvant varier de 2 à 20 jours durant laquelle la 

bactérie infectante circule dans l’organisme via le système circulatoire et s’y multiplie (Faine, 

1999). Dans 5 à 20% des cas, la maladie pourra évoluer vers des formes plus sévères (Levett, 
 

2001). Les hémorragies pulmonaires liées à la leptospirose sont considérées comme étant 

l’une des formes cliniques les plus sévères entrainant des taux de fatalité élevés jusqu’à 70% 

(Gulati and Gulati, 2012; Papa et al., 2009; Segura et al., 2005). La maladie de Weil est 

développée chez 10% des cas de leptospirose humaine avec une fatalité souvent supérieure à 

10% (McBride et al., 2005; Seguro and Andrade, 2013). Ce syndrome est caractérisé par des 

hémorragies et des atteintes rénales et hépatiques. A l’origine de la jaunisse, la défaillance 

hépatique est observée chez 5 à 10% des cas de leptospirose humaine avec un taux de fatalité 

compris entre 5 et 10% (Levett, 2001). La défaillance rénale est également une complication 

majeure puisqu’elle est retrouvée chez 16 à 40% des patients qui peuvent alors présenter une 

insuffisance rénale aiguë. Les reins sont l’un des principaux organes cibles des Leptospires 

(Levett, 2001). L’atteinte polyviscérale causée par la leptospirose peut également toucher des 

organes aussi divers que le cœur, le système nerveux central et les yeux (Martins et al., 1998; 

Parsons, 1965). Moins fréquent, des cas d’avortement ou d’accident cardiovasculaire ont 

aussi été reportés (Levett, 2001). 
 

b.   Diagnostic 
 
La diversité des formes cliniques que peut prendre la leptospirose représente un véritable défi 

pour son diagnostic. Cette difficulté est particulièrement marquée dans les régions où co- 

circulent d’autres causes de fièvres aigües, par exemple, la grippe, la dengue ou le paludisme 

qui partagent les mêmes symptômes (Nhan et al., 2016). 
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Du fait de sa présentation clinique très souvent non spécifique, le diagnostic de la leptospirose 

repose actuellement sur la détection directe de leptospires par technique microbiologique ou 

moléculaire ou indirectement via la mise en évidence d’anticorps spécifiques, confirmant 

l’infection.  Lors  de  l’apparition des  premiers signes  cliniques, essentiellement la  fièvre, 

l’agent infectant peut être détecté à partir des fluides biologiques tels que le sang puis les 

urines   (Figure   1).   Historiquement,   les   méthodes   de   microbiologie   consistaient   en 

l’observation  de  bactéries  en  microscopie optique  à  fond  noir  à  partir  de  prélèvements 

sanguins et/ou urinaires de patients malades ou de cultures de ces bactéries (Ellinghausen and 

McCullough, 1965; Johnson and Harris, 1967).  Ce type de diagnostic dépendant fortement de 

l’observateur, des résultats faussement positifs sont fréquents et cette technique n’est plus 

recommandée (Picardeau, 2013). De plus, les prélèvements biologiques étant rarement riches, 

une mise en culture est souvent requise afin de confirmer le diagnostic. La culture des 

leptospires est une technique difficile à mettre en œuvre du fait de la fragilité de ces micro- 

organismes en laboratoire, ainsi que de leur croissance lente, de plusieurs semaines à 2 voire 3 

mois. Du fait de ces délais, cette technique n’a pas d’intérêt pour le diagnostic et la stratégie 

de traitement. 
 

A partir d’une semaine après le début de l’infection, une réponse immunitaire se met en place 

avec production d’anticorps qui peuvent alors être détectés grâce à des techniques sérologiques, 

correspondant à la détection directe ou indirecte d’anticorps anti-Leptospira (Figure 1). Ces 

méthodes sont les plus répandues grâce à leur rapidité de mise en œuvre, leur sensibilité et leur 

faible coût (Signorini et al., 2013). On distingue deux techniques sérologiques. La méthode de 

référence est le test d’agglutination microscopique ou MAT (Brato et al., 1988) dont le 

principe est d’induire une agglutination bactérienne visible en microscopie optique grâce à la 

reconnaissance de la souche bactérienne incriminée par des anticorps spécifiques de cette 

souche dans le sérum testé. La relative spécificité de cette technique permet une identification 

au niveau des sérogroupes (Levett, 2003). Cette technique est la plus exigeante en terme de 

qualification requise du personnel pour la lecture du résultat et demande également le maintien 

en culture d’un panel de souches de leptospires pathogènes adaptées au contexte 

épidémiologique. C’est pour cette raison que la technique du MAT est peu utilisée par les 

laboratoires de diagnostic qui utilisent préférentiellement la technique ELISA afin de doser 

les immunoglobulines de type M anti-Leptospira (Cumberland et al., 

1999).  Cette technique plus  rapide mais  moins  spécifique que  le  MAT  nécessite d’être 
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confirmée par un second diagnostic en MAT si le résultat est positif (Haake and Levett, 
 

2015). 
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Figure  1 Evolution  de la leptospirose  humaine  et méthodes  de détection  adaptées  à chaque  stade 
infectieux 

 

Le sigle CSF correspond au fluide cérébrospinal. (Goarant, 2016) 
 
 
 
Plus récemment, les techniques de biologie moléculaire ont contribué à un diagnostic rapide 

et précis (Bharti et al., 2003; Haake and Levett, 2015; Picardeau, 2013). L’utilisation de la PCR 

quantitative en temps réel permet une mise en évidence rapide de la présence de leptospires 

pathogènes dans des prélèvements biologiques. Le principe est de cibler des gènes spécifiques  

aux  leptospires  pathogènes  tels  que  le  gène  lipL32,  exprimé  au  cours  de l’infection 

(Haake et al., 2000). Malgré un coût élevé, cette méthode spécifique permet la détection de 

faibles concentrations bactériennes dès les premiers symptômes (Levett et al., 

2005; Merien et al., 2005; Smythe et al., 2002). 
 

c.   Traitements et prophylaxie 
 
Bien que la leptospirose soit une infection bactérienne potentiellement sévère, la prise en 

charge précoce par antibiothérapie ciblée permet souvent une guérison rapide (Levett, 2001). 

Cependant, les patients présentant des signes cliniques plus sévères nécessiteront une 

hospitalisation avec soins intensifs. Les antibiotiques reconnus comme étant efficaces contre 

la leptospirose sont des antibiotiques souvent utilisés en première intention comme la pénicilline 

(Edwards et al., 1988; Watt et al., 1988) ou la doxycycline (McClain et al., 1984). A ce jour, 
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aucune résistance des leptospires contre des antibiotiques n’a été démontrée. 
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Afin de diminuer l’exposition aux leptospires pathogènes, des mesures de prévention sont à 

adopter pour les populations à risque. Il peut s’agir de professionnels en contact direct avec 

les animaux réservoirs de la leptospirose mais aussi des populations en contact avec un 

environnement potentiellement contaminé. Dans ces cas, des mesures de protection individuelle 

adaptées sont recommandées telles que le port de gants, bottes ou cuissardes et de lunettes  de  

protection  si  nécessaire.  Les  mesures  prophylactiques  de  la  leptospirose concernent 

essentiellement les professionnels à risque, comme mentionné auparavant. La doxycycline est 

l’antibiotique utilisé pour des mesures prophylactiques (Gonsalez et al., 1998; Sehgal et al., 

2000; Takafuji et al., 1984). De la même manière, la vaccination reste réservée aux  populations  

les  plus  exposées  du  fait,  entre  autres,  d’un  schéma  vaccinal  très contraignant constitué 

de 2 injections à 15 jours d’intervalle suivies de rappels à 6 mois puis tous les 2 ans 

(recommandations de l’Agence Nationale de sécurité du médicament et des produits de santé). 

Un vaccin monovalent contenant uniquement le sérogroupe Icterohaemorrhagiae est disponible 

en France pour les professionnels à risque (Levett, 2001). De fait, l’immunisation peut protéger 

contre un seul sérogroupe. Bien que le sérogroupe Icterohaemorrhagiae, ciblé par ce vaccin, 

soit le plus fréquemment retrouvé dans les cas d’infection humaine (Levett, 2001), la 

contamination par d’autres sérogroupes est possible (Desvars et al., 2011; Habus et al., 2017). 

La faible incidence de la leptospirose en France, de 

0,5 à 1 cas pour 100 000 habitants et par an ainsi que la protection du vaccin contre un seul 

sérogroupe de leptospires expliquent également qu’il n’y ait pas de plan de vaccination de la 

population générale. 

 
 

II.  Modes de transmission 
 
La leptospirose est une zoonose, ce qui implique une composante animale à son cycle de 

transmission, qu’on peut constater sur la figure 2 (Ko et al., 2009). Les animaux peuvent être 

des hôtes accidentels de la leptospirose. Ils peuvent manifester des signes d’infection aiguë et 

déclarer une maladie pouvant également être sévère voire fatale (Andre-Fontaine, 2004). Mais 

les animaux jouent un rôle important dans la propagation de la maladie. L’une des principales 

caractéristiques de cette maladie est ainsi l’existence d’animaux réservoirs. La souche de 

leptospire adaptée à un animal réservoir va infecter son hôte spécifiquement, le plus souvent 

sans que celui-ci ne présente de symptôme. La bactérie colonise et persiste dans les tubules 

rénaux de l’organisme hôte. C’est ce qu’on appelle un portage chronique asymptomatique. Le 

rat représente le principal réservoir animal, d’où le nom de "maladie des rats" utilisé parfois 
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pour la leptospirose. Cependant, les leptospires sont capables d’infecter tous les mammifères, 

les réservoirs les plus connus sont les porcs, les bovins, les chevaux ou encore la faune 

ensauvagée tel que le cerf (Bracken, 1955; Cook, 1964; Verma et al., 2013; Villanueva et al., 

2018). Les animaux domestiques sont également considérés réservoirs notamment les chiens 

mais aussi des mammifères sauvages comme les chauve-souris (Cox et al., 2005; Goldstein, 

2010). 
 

 
 
Figure 2 Cycle de transmission de la leptospirose 

 

(Ko et al., 2009) 
 

Les lésions cutanées et les muqueuses constituent la porte d’entrée de la bactérie dans 

l’organisme qui pourra ensuite atteindre les organes cibles par voie hématogène. Une fois en 

portage chronique, les leptospires vont être excrétés via les urines de leur hôte dans 

l’environnement (Adler and de la Peña Moctezuma, 2010). Les contaminations humaines 

peuvent avoir lieu par contact direct avec du tissu ou de l’urine d’animaux infectés. Il s’agit 

alors le plus souvent d’infection en milieu professionnel qui touchent les vétérinaires, les 

éleveurs,  les  personnels  d’abattoirs  ou  encore  les  bouchers  (Haake  and  Levett,  2015). 

Toutefois les contaminations via des activités de plein air comme la chasse sont également 

possibles (Pakoa et al., 2018). 
 

La leptospirose se transmet également de manière indirecte. C’est par l’intermédiaire d’un 

environnement souillé par l’urine d’animaux réservoirs que la plupart des contaminations 

humaines ont lieu. Ce mode de transmission représente un risque lors d’activités de loisirs en 

eau douce. Des épidémies de leptospirose ont pu être observées lors d’événements sportifs en 
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eau douce (Guillois et al., 2018; Pagès et al., 2016; Sejvar et al., 2005). Les agriculteurs, plus 

particulièrement dans les plantations irriguées comme les rizières ou les tarodières, sont 

également concernés (Levett, 2001). 
 

L’environnement constitue donc un facteur clé dans la transmission et donc dans 

l’épidémiologie de la leptospirose humaine. 

 
 

III.   Contexte épidémiologique 
 

a.   Dans le monde 
 
La leptospirose est une zoonose majeure causant une forte morbidité dans le monde et est 

responsable de nombreux morts. La sous-estimation du nombre de cas humains, due aux 

difficultés de diagnostic, ainsi que le  manque d’information font de la  leptospirose une 

maladie négligée. En 2015, Costa et al. estiment la leptospirose responsable de 1,03 millions 

de cas et 58 900 morts par an dans le monde, en prenant en compte ces facteurs de sous- 

estimation (Costa et al., 2015). 
 

Les plus forts taux de mortalité et morbidité sont retrouvés dans les pays à faible ressource où 

l’incidence de la maladie est sous-estimée, notamment en Océanie, dans les régions d’Asie du 

Sud et du Sud-Est, en Amérique Centrale et Tropicale ainsi qu’en Afrique Sub-Saharienne 

(Figure 3). 
 

 
Figure 3 Carte de répartition mondiale de la leptospirose 

 

L’incidence  annuelle  de la leptospirose  est représentée  par un gradient exponentiel  de couleurs  du 
blanc (0-3), jaune (7-10), orange (20-25) jusqu’au rouge (plus de 100), en nombre de cas pour 100 000 
habitants. Les points gris indiquent l’origine des études publiées sur le sujet. (Costa et al., 2015) 
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D’importantes épidémies ont ainsi été observées au Sri Lanka avec plus de 7000 cas 

diagnostiqués (Warnasekara and Agampodi, 2017). De même, 1980 cas ont été recensés entre 

2004 et 2010 au Nicaragua en Amérique Centrale (Schneider et al., 2012). Dans ces régions 

où la leptospirose est endémique, son incidence est le plus souvent saisonnière et marquée par 

des  pics  liés  aux  fortes  pluies  (Chadsuthi  et  al.,  2012;  Desvars  et  al.,  2011).  Ce  type 

d’épidémie risque de toucher de plus en plus de régions du globe. En effet, le changement 

climatique actuel aura un impact certain sur la distribution et l’incidence de la leptospirose dans 

le monde (Lau et al., 2010). De même, l’augmentation de la fréquence et de l’intensité des 

cyclones et inondations attendue devrait participer à la recrudescence de l’incidence de la 

leptospirose ainsi que l’ampleur de ses épidémies. 
 

Au-delà de la répartition climatique des cas de leptospirose humaine, les pays les plus 

industrialisés semblent peu touchés en comparaison avec les zones moins développées. Les 

populations à risque se situent principalement dans des zones péri-urbaines au développement 

anarchique, comme les bidonvilles au Brésil (Ko et al., 1999) mais aussi en zone rurale, aux 

alentours des rizières en Asie (Schønning et al., 2019). La leptospirose se retrouve donc aussi 

bien dans les zones rurales qu’urbaines. 
 

b.   En Nouvelle-Calédonie 
 
En Nouvelle-Calédonie, la leptospirose est reconnue depuis de nombreuses années comme un 

réel problème de santé publique. Avec une incidence moyenne actuelle de 30 à 35 cas pour 

100 000 habitants et par an, la leptospirose humaine est endémique en Nouvelle-Calédonie. Son 

profil épidémiologique prend la forme de pics saisonniers mais aussi d’épidémies durant les  

périodes  de  fortes  pluies,  l’incidence pouvant  alors  atteindre  150  cas  pour  100 000 

habitants par an. 
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Figure 4 Evolution du nombre de cas de leptospirose en fonction de la pluviométrie mensuelle entre 
2009 et 2015 en Nouvelle-Calédonie 

 

(adapté de Données : DASS Nouvelle-Calédonie) 
 
 
 
De façon plus marquée encore, il existe des zones dites hyper-endémiques qualifiées de 

"hotspots" où l’on dénombre plus de 500 cas pour 100 000 habitants (Goarant et al., 2009; 

Perez et al., 2011). Les régions de Bourail et Ponerihouen sont des exemples de ces "hotspots" 

(Figure 5). En Nouvelle-Calédonie l’augmentation de la température moyenne (scénario le 

plus probable selon le GIEC et les travaux locaux) pourrait également allonger la durée de la 

saison propice à la leptospirose humaine et ainsi augmenter son incidence. 
 

Du fait de son impact majeur en santé publique, cette maladie a été inscrite par la Nouvelle- 

Calédonie comme maladie à déclaration obligatoire depuis 1991. Elle est étudiée depuis près 

de  30  ans  à  l’Institut  Pasteur  de  Nouvelle-Calédonie (IPNC),  devenu  le  laboratoire  de 

référence sur le territoire ainsi que pour d’autres îles du Pacifique telles que Wallis & Futuna. 

Les données épidémiologiques acquises par l’IPNC et la Direction des Affaires Sanitaires et 

Sociales de Nouvelle-Calédonie (DASS-NC) durant ces années d’études montrent des 

caractéristiques majeures de sa répartition au sein de la population et du territoire néo- 

calédoniens. Il a ainsi été démontré que la leptospirose impacte très majoritairement les zones 

rurales. 
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Figure 5 Carte d’incidence de la leptospirose en Nouvelle-Calédonie 

 

(produite par Dr M. Teurlai, IPNC) 
 
 
 
En effet, les épidémies de 2008 et 2009 ont particulièrement affecté les régions de Bourail et 

Ponerihouen, qui subissent régulièrement des inondations et où la population est fortement 

impliquée dans des activités agricoles. Entre 2011 et 2015, 73% des cas confirmés de 

leptospirose concernaient des personnes vivant en tribu ;   cette zoonose est donc fortement 

liée au mode de vie tribal (DASS Nouvelle-Calédonie, 2016). Les métiers des domaines de 

l’agriculture, de l’élevage de bétail ou des travaux publics, représentaient 12,6% des cas 

confirmés de leptospirose humaine pour la période 2011-2015. Tout comme dans le reste du 

monde, la transmission à l’homme par contact direct avec un animal réservoir, a majoritairement 

lieu dans un contexte professionnel. Ainsi, les vétérinaires, les chasseurs, les fermiers, les 

personnels d’abattoir ou encore les dératiseurs peuvent être directement exposés à de l’urine ou 

des reins infectés. Toutefois, l’exposition indirecte via les eaux, les sols et la boue reste la 

source d’infection humaine la plus fréquente en Nouvelle-Calédonie. Elle peut avoir lieu lors 

d’activités de loisirs comme la baignade en eau douce (DASS Nouvelle- Calédonie, 2016; 

Thibeaux et al., 2017). 
 

L’espèce pathogène la plus fréquemment retrouvée lors de cas humains en Nouvelle- Calédonie 

est Leptospira interrogans, les sérogroupes Icterohaemorrhagiae, Australis et Pyrogenes étant 

les plus fréquents (Goarant et al., 2009). 
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PROBLEMATIQUES ET OBJECTIFS 
 

 

 
 
 

Malgré l’importance de l’environnement dans la transmission de la leptospirose, peu de 

choses sont connues sur le mode de vie des leptospires pathogènes dans l’environnement 

hydrotellurique ainsi que leur stratégie de survie. Les objectifs de ma thèse sont donc de 

comprendre la transmission environnementale des leptospires pathogènes, de connaître leur 

stratégie de survie dans des environnements pauvres en nutriments et d’analyser les facteurs 

pouvant influencer cette survie. 
 

L’incidence élevée de la leptospirose en Nouvelle-Calédonie, ainsi que le taux important de 

contamination via un environnement souillé, font du territoire calédonien le terrain idéal pour 

l’étude de la transmission environnementale de la leptospirose. 
 

Dans  ce  manuscrit,  le  premier  chapitre  s’intéresse  aux  travaux  récents,  notamment  de 

l’Institut Pasteur de Nouvelle-Calédonie, sur la phylogénie du genre Leptospira ainsi que la 

diversité et l’écologie des leptospires dans l’environnement hydrotellurique. Dans le second 

chapitre, une revue systématique de la littérature a été utilisée pour affiner une hypothèse de 

mécanisme liant l’écologie des leptospires pathogènes dans l’environnement et le risque 

sanitaire pour les humains. Le troisième chapitre présente les travaux réalisés in vitro en 

microcosmes destinés à identifier les déterminants de la survie des leptospires pathogènes 

dans l’environnement. Enfin, la conclusion s’efforce d’identifier les priorités de recherche 

dans ce domaine. 
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BIODIVERSITE ET PHYLOGENIE DES LEPTOSPIRES 
 

 

 
 

I.   Évolution de la phylogénie 
 

Les leptospires sont de fines bactéries hélicoïdales d’environ 0,1 µm de diamètre et dont la 

taille est comprise entre 6 et 20 µm de longueur. Ils appartiennent au genre Leptospira, 

famille des Leptospiraceae qui fait partie du phylum des Spirochaetes. 
 

a.   Classifications taxonomiques 
 

Deux types de classifications taxonomiques existent. Les leptospires peuvent être classés en 

fonction de leur signature antigénique mais également de leur diversité génétique. La 

classification sérologique repose sur la diversité des antigènes présents à leur surface alors 

que la classification moléculaire ou génomique se base sur les différences génétiques. 
 

La classification sérologique est utilisée de façon historique à des fins de diagnostic de la 

leptospirose ainsi que dans la majorité des études épidémiologiques. Elle est basée sur la 

diversité des antigènes de surface portés par les leptospires, principalement les 

lipopolysaccharides (LPS), grâce à l’utilisation d’anticorps issus de sérums selon la technique 

du MAT pour "microscopic agglutination test". Cette classification permet de différencier les 

leptospires en taxons sérologiques appelés sérovars. Les sérovars proches, d’un point de vue 

antigénique, sont traditionnellement regroupés en sérogroupes (Kmety and Dikken, 1993). On 

distingue ainsi au sein du genre Leptospira plus de 300 sérovars, regroupés en plus de 20 

sérogroupes, lesquels n’ont toutefois pas de valeur phylogénique dans ce système (Picardeau, 

2013). Le sérogroupe décrit comme responsable du plus grand nombre de cas de leptospirose 

humaine est le sérogroupe Icterohaemorrhagiae et notamment le sérovar éponyme 

Icterohaemorrhagiae et le sérovar Copenhageni. 
 

Une classification génomique, moins utilisée en épidémiologie et diagnostic, a été mise en 

place à l’avènement de la biologie moléculaire et regroupe les souches alors connues en espèces 

(Yasuda et al., 1987). Cette classification moléculaire, plus récente, était initialement fondée 

sur l’étude de l’ADN de l’ARN 16S des leptospires avant de se baser sur du séquençage de 

génomes complets. Cette classification pose des difficultés d’utilisation en microbiologie 

clinique du fait de l’absence de corrélation avec la classification sérologique. 
 

En effet, un même sérovar peut être retrouvé au sein de différentes espèces. Par exemple, le 

sérovar Pyrogenes est retrouvé au sein des espèces L. interrogans et L. santarosai. De même, 

le sérovar Pomona existe au sein des espèces L. interrogans et L. noguchii. On peut même 



22 

 

 

retrouver  le  sérovar  hardjo  dans  les  trois  espèces  génomiques  L.  borgpetersenii,  L. 

interrogans et L.meyeri (Levett, 2001). Ainsi, l’identification de sérovars identiques peut en 

fait correspondre à des espèces distinctes. Pour ces raisons, mais aussi grâce à la découverte 

de nouvelles espèces, une révision taxonomique de la classification des leptospires a été 

proposée à partir de la fin des années 1980 (Brenner et al., 1999; Letocart et al., 1999; Postic 

et al., 2000; Ramadass et al., 1992; Yasuda et al., 1987). 
 

b.   Phylogénie 
 
Historiquement, le genre Leptospira était composé de seulement 2 espèces, L. interrogans, 

regroupant toutes les souches pathogènes, et L. biflexa, comprenant les souches saprophytes 

isolées de l’environnement, qualifiées de « water Leptospira » (Faine and Stallman, 1982). 

Les leptospires saprophytes sont incapables d’infecter un hôte et sont des habitants naturels 

des eaux et sols. À l’inverse, les leptospires pathogènes, à l’origine des contaminations 

humaines et animales, sont responsables de la leptospirose. L’avènement de la biologie 

moléculaire a d’abord permis de révéler, grâce à des études phylogéniques, la division du 

genre Leptospira en trois groupes monophylétiques : saprophyte, intermédiaire et pathogène. 

De plus, les espèces génomiques du genre Leptospira ne correspondent plus seulement aux 2 

espèces L. interrogans et L. biflexa. En effet, le groupe des leptospires intermédiaires est 

capable de provoquer des infections chez les animaux et les humains, mais les pathologies 

provoquées sont modérées. De plus, les infections expérimentales en modèle animal montrent 

que ces espèces ne provoquent pas de leptospirose dans les modèles animaux classiquement 

utilisés. Cependant, l’exemple de Leptospira kmetyi remet en doute la cohérence écologique 

de la classification. Cette espèce a été décrite à partir d’un échantillon de sol (Slack et al., 

2009) et n’a jamais été détectée dans des prélèvements animaux ni humains. Pourtant, la 

phylogénie la classe parmi le groupe des pathogènes. 
 

c.   Nouvelles classifications des leptospires 
 
La génomique comparative a permis de rechercher quelles différences dans le génome des 

leptospires  pourraient  expliquer  leurs  différents  modes  de  vie  (Fouts  et  al.,  2016).  Par 

exemple, Leptospira borgpetersenii, connu pour avoir une faible capacité de survie 

environnementale, semble évoluer vers un mode de vie strictement parasitaire impliquant une 

transmission directe d’un hôte à un autre. Dans le même temps, cette évolution se traduit par 

une réduction de son génome (Bulach et al., 2006). Cependant, il existe un manque de 

connaissance sur les mécanismes moléculaires sous-jacents la pathogénicité, la virulence ou la 

persistance environnementale des leptospires pathogènes, essentiellement dû aux difficultés 
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de les cultiver en laboratoire ainsi que de les manipuler génétiquement (Murray et al., 2009a). 

Des travaux étudiant la relation entre la virulence et les caractéristiques génomiques au sein 

du genre Leptospira pourraient répondre à ces questions (Picardeau, 2017). 
 

Dans ce contexte, mes travaux de thèse ont participé à l’isolement, la caractérisation et 

l’évaluation de la virulence en modèles animaux de nouvelles espèces isolées de 

l’environnement Néo-Calédonien (Thibeaux et al., 2018b). Les expériences d’infections par 

des leptospires virulents permettent d’étudier les infections aigües de la leptospirose chez les 

animaux sensibles comme le hamster (Haake, 2006) mais aussi l’infection chronique chez les 

animaux résistants tels que la souris ou le rat (Marcsisin et al., 2013). Les travaux réalisés ont 

montré   que   les   nouvelles   espèces   des   groupes   phylogénétiques   « pathogène »   et 

« intermédiaire »  ne  sont  capables  de  provoquer  ni  infection  aigüe  chez  le  hamster  ni 

colonisation chronique chez la souris. Ces résultats sous-tendent l’existence de leptospires 

"pathogènes à faible virulence", malgré leur position phylogénétique au sein des pathogènes, 

comme le suggère un article auquel j’ai participé expérimentalement et présenté en annexe I 

(Thibeaux et al., 2018b). 

 
 
 

 
 
Figure 6 Page de titre de la publication « Deciphering the unexplored Leptospira diversity from soils 
uncovers genomic evolution to virulence » 

 

paru en 2018 dans le journal Microbial genomics 
 
 
 
Il est ainsi démontré une forte hétérogénéité au sein du groupe des leptospires pathogènes qui 

est composé de souches plus ou moins virulentes. L’originalité de ce travail est également que 

ce niveau de virulence corrèle avec des caractéristiques particulières du génome accessoire. 

En phylogénie comparative, le pangénome correspond à l’ensemble des gènes présents au 

sein d’un genre bactérien. Il regroupe les gènes communs aux souches étudiées, appelé le 

core-génome,  et  les  gènes  spécifiques  de  certaines  espèces,  regroupés  dans  le  génome 
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accessoire (Medini et al., 2005). La construction d’un arbre phylogénétique basé sur les 

séquences concaténées de 671 gènes du core-génome de leptospires a permis de valider la 

pertinence de subdiviser les leptospires en trois groupes phylogénétiques nommés pathogènes, 

intermédiaires et saprophytes (Figure 7). Douze nouvelles espèces, isolées en Nouvelle- 

Calédonie et décrites dans le cadre de ce travail, ont ainsi pu être placées dans cet arbre. Cette 

étude a permis de mettre en lumière la diversité taxonomique actuelle des leptospires. 

Cependant, les 3 nouvelles espèces qui se situent à la base du groupe des pathogènes sur cet 

arbre phylogénétique montrent une virulence faible ou absente. Cette observation remet en 

question le principe, jusqu’alors admis, d’une corrélation entre la phylogénie et la virulence 

pour les mammifères. 
 

L’ensemble de ces résultats argumente ainsi l’intérêt d’une nouvelle classification du genre 

Leptospira. À l’issue de ce travail, nous proposons ainsi la distinction de souches « de faible 

virulence »  au  sein  du  groupe  phylogénétique  des  pathogènes.  La  pertinence  de  cette 

distinction est supportée par l’étude des génomes accessoires des différentes espèces de 

Leptospira de ce groupe (Thibeaux et al., 2018b). 
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Figure 7 Classification du genre Leptospira en trois clades monophylétiques 

 

Cet arbre est basé sur les séquences concaténées de 671 gènes présents au sein du genre Leptospira. 
Les trois groupes associés à différents niveaux de pathogénicités sont représentés en rouge pour les 
pathogènes, en jaune pour les intermédiaires et en vert pour les saprophytes. Les encarts gris correspondent 
aux nouvelles espèces décrites dans cette étude. (adapté de Thibeaux et al. 2018) 

 
 
 
Ces nouvelles espèces ont été nommées dans le cadre d’un article auquel j’ai également 

contribué  de  façon  expérimentale  (Thibeaux  et  al.,  2018a).  Les  noms  choisis  rendent 

hommage à des chercheurs prestigieux du domaine, comme le veut la tradition taxonomique 

du genre Leptospira, mais incluent également Leptospira neocaledonica sp. nov. pour 

témoigner  de  l’origine  de  cette  espèce.  Dans  cet  article,  présenté  en  annexe  II,  nous 

soulignons la capacité de la spectrométrie de masse MALDI-ToF à identifier correctement les 

leptospires au niveau de l’espèce. 



26 

 

 

 

 
 
Figure  8  Page  de  titre  de  la  publication  « Biodiversity  of  environmental  Leptospira :  Improving 
identification and revisiting the diagnosis » 

 

paru en 2018 dans le journal Frontiers in Microbiology 
 
 
 
Plus récemment, le séquençage massif de près de 100 souches de leptospires a permis de 

décrire davantage de nouvelles espèces environnementales, mais aussi de réorganiser la 

classification moléculaire (Vincent et al., 2019). Ces travaux établissent l’existence de quatre 

sous-clades, désignées Pathogène 1 (P1, ancien groupe des Pathogènes), Pathogène 2 (P2, 

anciennement intermédiaires), Saprophyte 1 (S1) et Saprophyte 2 (S2), et illustrées sur la 

figure 9. 
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Figure 9 Classification actuelle du genre Leptospira 

 

Cet arbre est basé sur les séquences de 1371 gènes considérés orthologues c’est à dire qu’il s’agit de 
gènes homologues chez différentes espèces. Les branches sont colorées en fonction des sous-clades P1 
en  rouge,  P2  en  rose,  S1  en  vert  et  S2  en  bleu.  Les  cercles  de  couleurs  représentent  l’origine 
géographique de chaque nouvelle espèce présentée ici. (Vincent et al. 2019) 

 
 
 
La phylogénie maintient ainsi une relation présumée avec la pathogénicité. Des travaux 

complémentaires seront nécessaires pour aboutir à une meilleure compréhension du 

déterminisme génétique de la virulence. 
 

À nouveau grâce à une étude de génomique comparative, les caractéristiques de chaque sous- 

clade ont pu être identifiées permettant d’affiner la classification du genre Leptospira. De 

façon  plus  approfondie,  le  groupe  P1,  incluant  les  pathogènes  virulents,  montre  des 
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caractéristiques génomiques particulières suggérant une évolution de la virulence chez les 

leptospires pathogènes pour l’homme et les animaux. 

 
 

II.  Biodiversité des leptospires dans les sols 
 
En 1914, le premier leptospire décrit a été isolé à partir d’un échantillon d’eau en Italie 

(Wolbach and Binger, 1914). Désigné alors en tant que Spirocheta biflexa, il appartient 

aujourd’hui au groupe des saprophytes S1. Cette espèce a été renommée plus tard Leptospira 

biflexa. Seulement un an après, le premier représentant des pathogènes était décrit sous le 

nom de Spirochaeta icterohaemorrhagiae, correspondant à l’actuel L. interrogans (Inada and 

Ido, 1915). 
 

La figure 10 montre l’évolution de la biodiversité connue des leptospires depuis 1914. Il 

faudra ensuite attendre la fin des années 1980 pour qu’une troisième espèce, Leptospira 

inadai, appartenant au groupe des intermédiaires ou P2 selon la nomenclature actuelle, soit 

décrite (Schmid et al., 1986; Hookey et al., 1993). Ainsi, les trois catégories (que l’on sait 

maintenant monophylétiques) du genre Leptospira étaient alors chacune représentées par une 

seule espèce. En 1987, les travaux de Yasuda et collaborateurs ont permis de décrire 7 

espèces, portant à 9 le nombre des espèces génomiques au sein du genre Leptospira, parmi 

lesquelles  Leptospira  borgpetersenii  (Yasuda  et  al.,  1987).  Jusqu’en  2014,  le  nombre 

d’espèces de leptospires décrits augmente lentement, passant de 9 à 22 espèces. Un pic est 

tout de même observé en 1999 avec la description de 5 espèces pathogènes P1 et saprophytes 

S1 à partir d’isolats historiques de Chine (Brenner et al., 1999). 
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Figure 10 Évolution du nombre d’espèces décrites au sein du genre Leptospira 

 

Ces courbes représentent le nombre d’espèces de leptospires décrites en fonction de leur année de 
description. En respectant le code couleur de la figure 7, les données représentées en rouge et en rose 
correspondent aux espèces appartenant aux groupes P1 et P2, respectivement. Les courbes de couleur 
verte et bleue représentent respectivement les groupes saprophytes S1 et S2. (Adapté de C. Goarant, 
IPNC). 

 
 
 
Les 22 espèces de leptospires connues en 2013 comprenaient alors 10 pathogènes (actuellement 

le groupe P1), 5 intermédiaires (groupe P2 actuel), 7 saprophytes dont 6 du groupe S1. Le 

tableau 1 regroupe l’historique de la connaissance de la biodiversité au sein du genre Leptospira 

de 1914 à nos jours. 
 

L’optimisation des techniques de détection moléculaire et l’élaboration de méthodes 

d’isolement à partir d’échantillons environnementaux complexes ont ainsi permis la découverte 

d’une biodiversité importante dans l’environnement et surtout dans les sols. À partir de 

2017, la diversité connue du genre Leptospira explose en multipliant par trois le nombre 

d’espèces décrites, en seulement trois ans. 
 

L’IPNC a largement contribué à cette augmentation rapide, démontrant la grande diversité du 

genre au sein de l’environnement hydro-tellurique. Les travaux menés ont permis l’isolement 

de  26  souches  de  Leptospira  retrouvées  sur  6  sites  différents  en  Nouvelle-Calédonie 

(Thibeaux et al., 2018a). L’analyse phylogénétique de ces souches via l’étude de leurs génomes 

complets a permis d’identifier 12 nouvelles espèces, amenant à un total de 35 espèces 

appartenant au genre Leptospira et donc une augmentation de sa diversité de plus de 
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50%. Selon la phylogénie typique en trois groupes, on compte parmi ces nouvelles espèces : 

trois pathogènes, cinq intermédiaires et quatre saprophytes (Tableau 1). L’étude détaillée de 

leur génome accessoire prenant en considération leur virulence en modèles animaux permet 

aussi de montrer l’imperfection de la corrélation présumée entre phylogénie et virulence 

(Thibeaux et al., 2018b). 
 

Le nombre d’espèces isolées en Nouvelle-Calédonie s’est encore accru avec la description de 
 

7 nouvelles espèces, dont Leptospira kanakyensis sp. nov. et Leptospira koniambonensis sp. 

nov. par exemple (Vincent et al., 2019). Ces descriptions démontrent l’existence d’une diversité  

jusqu’alors  inexplorée  au  sein  du  genre  Leptospira.  Dans  ce  contexte,  la communauté 

scientifique montre un intérêt grandissant à la recherche de nouvelles espèces dans les sols et 

les eaux. Les études de détection et d’isolement se multiplient. Grâce à cette diversité 

récemment mise en lumière, la nomenclature des leptospires a été revisitée en reconnaissant 4 

sous-clades au sein du genre Leptospira, comme décrit précédemment dans ce chapitre (Vincent 

et al., 2019). L’analyse des génomes de 90 souches de leptospires, isolées dans différents pays 

du monde dont la Nouvelle-Calédonie, a ainsi permis de révéler 30 nouvelles espèces de 

leptospires. Parmi les 42 nouvelles espèces décrites récemment, 21 proviennent d’échantillons 

de sols comme le souligne le tableau 1. Les progrès de la génomique  comparative,  couplés  

à   la   découverte  d’un   nombre  croissant  d’espèces, permettront de mieux comprendre le 

déterminisme génétique de la virulence. 
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Tableau 1 Historique des espèces décrites et validées au sein du genre Leptospira de 1914 à 2019 
 

Pour chaque espèce sont détaillés l’année de description, le type et l’origine de l’échantillon à partir 
duquel l’espèce a été décrite. Les échantillons provenant de l’environnement tellurique sont notifiés en 
gris. La classification de chaque espèce y est également informée. Le code couleur utilisé se réfère à la 
figure 7 représentant la phylogénie actuelle des leptospires. Les groupes pathogènes sont inscrits en 
rouge pour les pathogènes 1 et en rose pour les pathogènes 2, anciennement intermédiaire ; en vert, on 
retrouve  le groupe saprophyte  S1 et en bleu le nouveau  groupe phylogénétique  S2. (Adapté de C. 
Goarant, IPNC) 
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Espèces 

Origine Nomenclature Nombre 
total 

d'espèces 
décrites 
validées 

 

 
 

Références 
 

 
échantillon 

 

 
géographie 

 
Mono 

phylétique 

 
Phylogénie 

actuelle 

 
1914 

 
biflexa 

 
eau 

 
Italie 

 
saprophyte 

 
S1 

 
1 

Wolbach 
and Binger, 

1914 
 

1917 
 

interrogans    

pathogène 
 

P1 
 

2 
Inada and 
Ido,  1915 

 

1986 
 

inadai 
 

humain 
 

Etats-Unis 
 

intermédiaire 
 

P2 
 

3 
Schmid et 
al., 1986 

 
 
 
 
1987 

borgpetersenii rat Indonésie pathogène P1  
 
 
 

9 

 
 
 

Yasuda et 
al., 1987 

noguchii opossum  

Panama 
pathogène P1 

santarosai rat pathogène P1 

weilii humain Australie pathogène P1 

meyeri grenouille  

Etats-Unis 
saprophyte S1 

wolbachii eau saprophyte S1 
 

1992 
 

kirschneri 
chauve- 
souris 

 

Indonésie 
 

pathogène 
 

P1 
 

10 
Ramadass et 

al., 1992 
 

1998 
 

fainei 
 

cochon 
 

Australie 
 

intermédiaire 
 

P2 
 

11 
Perolat et 
al., 1998 

 
 
 
 
1999 

alexanderi humain  
 
Chine 

pathogène P1  
 
 
 

16 

 
 
 
 

Brenner et 
al., 1999 

alstonii grenouille pathogène P1 

terpstrae inconnue saprophyte S1 

vanthielii eau Pays-Bas saprophyte S1 

yanagawae eau Brésil saprophyte S1 
 

2006 
 

broomii 
 

humain 
Danemark / 
France 

 

intermédiaire 
 

P2 
 

17 
Levett et al., 

2006 
 
 
2008 

 

wolffii 
 

humain 
 

Thaïlande 
 

intermédiaire 
 

P2 
 
 

19 

Matthias et 
al., 2008 

Slack et al., 
2008 

 

licerasiae 
 

humain 
 

Pérou 
 

intermédiaire 
 

P2 

 

2009 
 

kmetyi 
 

sol 
 

Malaisie 
 

pathogène 
 

P1 
 

20 
Slack et al., 

2009 
 

2013 
 

idonii 
 

eau 
 

Japon   

S2 
 

21 
Saito et al., 

2013 
 

2014 
 

mayottensis 
 

humain 
 

Mayotte 
 

pathogène 
 

P1 
 

22 
Bourhy et 
al., 2014 

 

2017 
 

venezuelensis 
 

humain 
 

Venezuela 
 

intermédiaire 
 

P2 
 

23 
Puche et al., 

2018 
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2018 

brenneri sol 
 
 
 
 
 
 
 
Nouvelle- 
Calédonie 

saprophyte S1  
 
 
 
 
 
 

34 

 
 
 
 
 
 
 

Thibeaux et 
al., 2018 

ellisii  sol   pathogène P1 
barantonii  sol   pathogène P1 
adleri  sol   pathogène P1 
perolatii  sol   intermédiaire P2 
neocaledonica sol intermédiaire P2 
saintgironsiae  sol   intermédiaire P2 
haakeii  sol   intermédiaire P2 
hartskeerlii  sol   intermédiaire P2 
harrisiae sol saprophyte S1 
levettii  sol   saprophyte S1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2019 

bandrabouaensis eau  

Mayotte 
saprophyte S1  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

64 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Vincent et 
al., 2019 

bouyouniensis eau saprophyte S1 
congkakensis sol Malaisie saprophyte S1 
ellinghausenii eau Japon saprophyte S1 
jelokensis sol Malaisie saprophyte S1 

 

kanakyensis 
 

sol 
Nouvelle- 
Calédonie 

 

saprophyte 
 

S1 

ryugenii eau Japon  S2 
kemamanensis eau Malaisie saprophyte S1 
johnsonii eau  

Japon 
intermédiaire P2 

 

kobayashii 
 
sol 

  

S2 

ilyithenensis eau Algérie  S2 
ognonensis eau France  S2 
mtsangambouensis eau Mayotte saprophyte S1 

 

noumeaensis 
 

sol 
Nouvelle- 
Calédonie 

 

saprophyte 
 

S1 

selangorensis eau  
 
 
 
Malaisie 

intermédiaire P2 
sarikeiensis eau intermédiaire P2 
langatensis eau intermédiaire P2 
semungkisensis sol intermédiaire P2 
fletcheri eau intermédiaire P2 
fluminis sol intermédiaire P2 
putramalaysiae eau pathogène P1 
montravelensis eau Nouvelle- 

Calédonie 

 

saprophyte 
S1 

perdikensis eau Malaisie saprophyte S1 
dzoumognensis eau Mayotte intermédiaire P2 
dzianensis eau pathogène P1 
gomenensis sol Nouvelle- 

Calédonie 
pathogène P1 

andrefontaineae sol intermédiaire P2 
koniambonensis eau intermédiaire P2 
bourretii sol saprophyte S1 
tipperaryensis Crocidura 

russula 
Irlande  

pathogène 
P1 

 
 

De façon intéressante, des études antérieures ont aussi révélé un nombre plus important 

d’isolement de leptospires à partir d’échantillons de sols que provenant d’échantillons d’eaux 

(Baker and Baker, 1970; Henry and Johnson, 1978; Wilson and Fujioka, 1995). Ces résultats 
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supportent   l’hypothèse   selon   laquelle   les   sols   constituent   l’habitat   environnemental 

préférentiel des leptospires et qu’il existe un possible réservoir environnemental (Schneider et 

al., 2018; Thibeaux et al., 2018a, 2018b). De cette évidence écologique d’un habitat tellurique 

préférentiel a émergé l’hypothèse d’une remise en suspension des leptospires, possiblement liés 

aux particules de sol, lors des fortes pluies et des crues. Certaines observations supportaient 

cette hypothèse, par exemple, la corrélation positive entre la concentration de leptospires et 

la turbidité dans une même eau (Viau and Boehm, 2011). Dans la même idée, les  observations  

épidémiologiques  suggèrent  une  exposition  humaine  à  la  leptospirose pendant des 

événements de fortes pluies ou des inondations (Togami et al., 2018). 
 

Nous avons voulu confronter cette hypothèse avec l’ensemble des connaissances scientifiques 

actuelles, en adoptant la méthode exigeante d’une revue systématique de la littérature 

scientifique. Cette étude est présentée sous forme d’article dans le prochain chapitre. 
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ÉCOLOGIE ET EXPOSITION HUMAINE 
 
 

I.   La composante environnementale de la leptospirose 
 
Bien que la leptospirose soit décrite comme une zoonose, il apparaît essentiel de prendre en 

considération la notion d’écosystème dans sa transmission. Comme le montre le cycle de 

transmission de la leptospirose présenté en introduction, l’environnement joue en effet un rôle 

central dans son épidémiologie du fait de l’importance des contaminations indirectes, via les 

sols et les eaux. Un nombre croissant d’études a permis de mettre en évidence la survie des 

leptospires pathogènes dans l’environnement (Saito et al., 2013; Smith and Self, 1955). En 

amont de ce travail de thèse, l’Institut Pasteur de Nouvelle-Calédonie a notamment montré la 

présence de leptospires viables dans des sols plusieurs mois après un cas de contamination 

humaine (Thibeaux et al., 2017). Néanmoins les connaissances sur le mode de vie des 

leptospires en dehors d’un hôte sont limitées et éparses, du fait de la difficulté de les cultiver 

invitro, ainsi que des remaniements de classification qu’a subis le genre Leptospira. 
 

La survie des leptospires pathogènes a été principalement étudiée en laboratoire via la mise en 

place de microcosmes d’eaux (Andre-Fontaine et al., 2015; Smith and Turner, 1961) et de 

sols (Hellstrom and Marshall, 1978; Smith and Self, 1955). Ces études ont ainsi démontré la 

capacité des leptospires pathogènes à survivre plusieurs semaines voire plusieurs mois dans 

différents types d’environnements hydrotelluriques (Casanovas-Massana et al., 2018; Okazaki 

and Ringen, 1957). 
 

Les techniques de biologie moléculaire permettent la détection de leptospires saprophytes et 

pathogènes. Cependant, l’intérêt sanitaire pour la détection spécifique de leptospires pathogènes 

suscite des études majoritairement ciblées sur les leptospires virulents du groupe P1. Grâce à 

ces technologies, la présence de leptospires pathogènes a été mise en évidence dans des eaux 

de surface notamment en Asie du Sud-Est (Azali et al., 2016; Mohd Radi et al., 

2018; Tansuphasiri et al., 2006) mais également dans les sols (Benacer et al., 2013; Fuh et al., 
 

2011). Pourtant, les données de quantification des leptospires virulents dans l’eau et les sols 

sont rares. 
 

Historiquement, l’isolement de leptospires à partir d’échantillons environnementaux était 

réalisé grâce à leur mise en culture. Les leptospires virulents sont des bactéries délicates à 

cultiver au laboratoire et à croissance lente, leur isolement à partir d’échantillons d’eau ou de 

sol reste donc un défi, toujours d’actualité. De ce fait, peu d’études antérieures ont permis 
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d’isoler des leptospires virulents. L’inoculation en animal sensible a permis par le passé 

l’isolement de leptospires pathogènes dans différents pays (Baker and Baker, 1970; Diesch 

and McCulloch, 1966; Kim, 1987), mais son utilisation systématique n’est aujourd’hui pas 

acceptable sur le plan éthique du bien-être animal. 
 

Dans ce contexte, une partie de mon travail de thèse a consisté à réaliser une revue systématique 

de la littérature, présentée ici. Cette étude identifie et synthétise 86 articles scientifiques 

d’intérêt afin d’obtenir une vision complète des connaissances actuelles sur (1) le rôle de 

l’environnement dans l’épidémiologie de la leptospirose ainsi que (2) sur les techniques 

utilisées pour l’étude des leptospires dans l’environnement. 
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Article 1 Revue systématique de la littérature synthétisant les connaissances actuelles 

sur les leptospires dans l’environnement hydrotellurique. 
 

Bierque,  E.,  Thibeaux,  R.,  Girault,  D.,  Soupé-Gilbert,  M.E.,  Goarant,  C.  (2020).  "A 
 

systematic review of Leptospira in the hydrotelluric environment". PLoS ONE. 
 

15(1) :e02227055. doi:10.1371/ journal.pone.0227055 
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Background 
 

Leptospirosis, caused by pathogenic Leptospira, is a zoonosis of global distribution. This 

infectious disease is mainly transmitted by indirect exposure to urine of asymptomatic ani- 

mals via the environment. As human cases generally occur after heavy rain, an emerging 

hypothesis suggests that rainfall re-suspend leptospires together with soil particles. Bacteria 

are then carried to surface water, where humans get exposed. It is currently assumed that 

pathogenic leptospires can survive in the environment but do not multiply. However, little is 

known on their capacity to survive in a soil and freshwater environment. 
 
 
Methods 
 

We conducted a systematic review on Leptospira and leptospirosis in the environment in 

order to collect current knowledge on the lifestyle of Leptospira in soil and water. In total, 86 

scientific articles retrieved from online databases or institutional libraries were included in 

this study. 
 
 
Principals findings/significance 
 

This work identified evidence of survival of Leptospira in the environment but major gaps 

remain about the survival of virulent species associated with human and animal diseases. 

Studies providing quantitative data on Leptospira in soil and water are a very recent trend, 

but must be interpreted with caution because of the uncertainty in the species identification. 

Several studies mentioned the presence of Leptospira in soils more frequently than in 

waters, supporting the hypothesis of the soil habitat and dispersion of Leptospira with re- 

suspended soil particles during heavy rain. In a near future, the growing use of high through- 

put sequencing will offer new opportunities to improve our understanding of the habitat of 

Leptospira in the environment. This better insight into the risk of leptospirosis will allow 

implementing efficient control measures and prevention for the human and animal popula- 

tions exposed. 
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1 Introduction 
 

Pathogenic Leptospira, the etiological  agents of leptospirosis, occur worldwide. This infectious 
disease affects people living in temperate and tropical climates in both rural and urban areas. 
Previous  studies have estimated  that the disease is responsible for at least 1 million cases and 
nearly 60,000 deaths annually [1]. This bacterial infection is frequently asymptomatic or ini- 
tially presents  as a flu-like febrile illness, making its clinical diagnosis challenging. Patients can 
then  develop  severe illness  as Weil’s  disease (jaundice, bleeding and acute renal failure), and/ or 
severe pulmonary haemorrhage [2]. 

Pathogenic leptospires multiply in the renal tubules of chronically infected mammals [3]. 
Then, bacteria are shed via urine into the environment. Humans can be exposed directly  or 
indirectly: veterinarians, farmers and meat workers, for example, may be in contact with 
infected kidneys or urine. However, indirect contamination through the environment is the 
most frequent human exposure route. This complex epidemiology  makes it a paradigm  of a One 
Health disease. Cases of leptospirosis occur after both occupational and recreational activ- ities 
[4]. Transmission can occur by contact between wounded skin or mucosae and contami- nated 
soil or water. Leptospirosis had long been known as an environment-borne  infection, even 
before its etiological agent could be identified [5] and the term of “environmental reser- voir” 
of leptospirosis  has been proposed for soils in endemic regions [5–15]. Consequently, studies 
have focused on source investigations and on environmental risk factors to understand 
interspecies contaminations  [16]. Besides risk factors of global significance, there is evidence 
that the risk assessment of leptospirosis transmission should take into account the geographi- 
cal scale studied  in order to evaluate locally relevant environmental and socioeconomic factors 
of human contamination [17]. 

It is currently assumed that pathogenic virulent leptospires are unable to multiply in the 
environment [18,19]. However, although the survival capacity of most species outside a host is 
not questionable, little is known on the environmental factors and determinants conditioning 
this survival [20]. The capacity of Leptospira to adapt to parameters such as osmolarity  inside a 
host or in nature was also shown to be species-specific and related to the size of the Leptospira 
genome [21]. Knowledge on the lifestyle and the survival mechanisms of pathogenic leptospires 
in the environment remains scarce. This contributes to our insufficient understanding of basic 
aspects of leptospirosis epidemiology. More precisely, the capacity of different strains to survive 
in environmental conditions remains largely unexplored. Yet, understanding Leptospira sur- 
vival is of prime importance for a better control and prevention of human leptospirosis. 

Generally, massive leptospirosis outbreaks occur after heavy rain or flooding, notably after 
storms or hurricanes. Such outbreaks have been described in many tropical countries such as 
Brazil [22], Nicaragua [23], Sri Lanka [24] or the Philippines [25] among others, but seasonal 
peaks exist in most regions including tropical islands [26–30], illustrating the numerous envi- 
ronmental drivers of this disease [31]. Consequently, global climate change is expected to have 
an influence on the incidence and the distribution of leptospirosis [32–34]. 

This study aims to provide a systematic overview of the knowledge available on Leptospira 
presence and persistence in soil and water environments, including isolation and detection 
methods through a systematic literature review. 
 
 
2 Materials & methods 

2.1 Databases and search strategy 
 

Articles were sought in April 2017 and the searches were further updated until December 2018 
from three international databases: Medline (through PubMed), Scopus, and ScienceDirect. 
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We used a combination of the following search terms: [Leptospir⇤ AND (soil OR water OR 
mud OR ecology OR hydric OR telluric OR environment OR paddy)]. The search terms were 
chosen to account for the diversity of words used to describe the soil and water ecosystems. In 
addition, the search term “ecology”  was included  to capture articles dealing with Leptospira 
ecology more generally. 

 
2.2 Article selection process 

 

The stepwise selection of articles was based on the strategy presented in Fig 1. First, duplicate 
articles were identified by sorting article titles in alphabetical and publication  date order using 
a custom formatting of the database on an Excel spreadsheet. An additional identification of 
duplicates was made manually.  Duplicates  were discarded. Secondly, only articles in English 
or French were kept for further consideration. The third step consisted in excluding references 
that did not correspond to original scientific  articles (e.g. indexes, abstracts, meeting 
announcements, reviews, posters, course material). In addition, articles that were out of the 
scope of this systematic review (e.g. about Leptospirillum, dealing with other viral or bacterial 
diseases, toxicology)  were also excluded. Similarly, articles dealing with leptospirosis but with- 
out any link with the environmental aspect of the disease were removed.  At this step, the avail- 
ability of abstracts associated with articles was checked. Each abstract available was read by at 
least 2 researchers to confirm its relevance to the scope of the review and further proceed to 
the reading of the full length article. If a disagreement  was observed, a third researcher was 
involved to further include or exclude the article. The full texts of the articles included for con- 
sideration in this systematic review were retrieved from various sources, including paper cop- 
ies from institutional libraries. Articles whose abstract were not available were also read 
independently by 2 or 3 researchers to decide on their inclusion in the final analysis. The pro- 
cess is summarized in Fig 1. 

 
2.3 Analysis of article content—Inclusion criteria 

 

The full texts of all included articles were read independently by 2 or more researchers as 
described above, who collected all relevant data. This included the methods used as well as 
qualitative and/or quantitative results and taxonomic position of the strain as well as any other 
information useful for the understanding of Leptospira environmental  survival. In addition, 
critical analysis of the articles allowed taking note of possible biases or limitations, including 
taxonomic uncertainties. Data was collected on Microsoft Excel for each individual article by 
one researcher and systematically checked by two other contributors. 

 
3 Results 

3.1 Studies selected 
 

The initial search on databases retrieved 10,884 articles in total using Scopus, Medline and 
ScienceDirect databases. After removing  1,401 duplicates, 9,021 articles, either in English or in 
French, were submitted to inclusion criteria. Then 7,381 original scientific articles were sorted 
according to the scope of our systematic review. Finally 410 articles dealt with Leptospira or 
leptospirosis with mention of possible study in the environment. Of these, 75 were selected 
based on the abstract and 11 based on their full text, leading to a total of 86 full-text articles 
included for our analysis,  as summarized in Fig 1. 

Despite the selection of relevant keywords and a rigorous  selection process, our final selec- 
tion included articles that did not provide any relevant information, mostly  because Leptospira 
was not sought in the ecosystem or the authors failed to evidence its presence [35–38]. Another 
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Fig 1. Flow diagram of the systematic review and identification of the 78 articles included in our study. 
 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0227055.g001 

 
article fulfilling our selection process used former data to build a deterministic model, not pro- 
viding original results [39]. In spite of these examples, our systematic review allowed collecting 
the techniques used and the current  knowledge on Leptospira in the environment. 

Factors usually reported to influence the survival of Leptospira in water or soils such as pH, 
salinity, temperature, moisture were not sufficiently reported in the studies selected to allow 
meta-analysis. However, it should be noted that a number of studies demonstrated Leptospira 
survival at low pH or low temperature in water or soils [11,40–45]. 

 
 
 

3.2 Methods used for the detection or isolation of Leptospira from the 
environment 

3.2.1 Molecular techniques to detect Leptospira in environmental samples and limita- 
tions.  Recent work suggests that some Leptospira within the “Pathogens” subclade have very 
low virulence towards mammals [14]. Oppositely, an increasing number of human leptospiro- 
sis cases have been reported as caused by Leptospira from the “Intermediate” subclade [46]. 
Together with comparative genomics data, this recently led to rename these subclades P1 and 
P2, with poor correlation to virulence in mammals [47]. Within the P1 subclade (formerly 
“pathogens”), another comparative genomics study separated 4 groups, namely Group I (L. 
interrogans, L. kirschneri, L. noguchii), Group II (L. santarosai, L. borgpetersenii, L. weilii, L. 
alexanderi as well as L. mayottensis), Group III (L. alstonii) and group IV (L. kmetyi) [48]. 
Within subclade P1 and to date, only species from Groups I and II have been isolated from 
humans or mammals and are considered virulent. Therefore, most articles reporting the 
molecular detection of “pathogenic” Leptospira must be interpreted with caution as they may 
not evidence the presence of virulent leptospires. 

Techniques of leptospiral DNA amplification have been developed in order to detect lepto- 
spires from environmental samples. Early studies used 16S rRNA primers to detect sapro- 
phytic and pathogenic Leptospira [49,50] but most PCR techniques target genes only present 
in pathogenic Leptospira species like lipL32 [51–55]. Other  targets are sequences of flaB [10], 
secY [56–58] or lfb1 genes [59,60] which display relevant polymorphisms; the PCR used and 
their possible applications to epidemiological studies have been reviewed recently [61]. Some 
studies combined two sets of primers to implement a multiplex PCR targeting both lipL32 (a 
gene present only in species from the P1 and P2 subclades, but detected by most PCR only in 
species from the P1 subclade) and genus-specific 16S rRNA (detecting all Leptospira spp.) to 
detect pathogenic Leptospira in environmental samples. The advent of real-time PCR has facil- 
itated the acquisition of quantitative  PCR data from environmental samples. Of note, there is 
also evidence that several targets for molecular detection of Leptospira in environmental sam- 
ples can result in a high proportion of non-specific false-positive detections [62,63]. Even 
when specific, the detection of leptospires by PCR-based techniques does not provide any 
information concerning viability of cells in the environment. Yet, this point is of prime impor- 
tance in the assessment of the risk of environmental transmission of the disease. 

PCR methods have successfully been combined with the use of propidium monoazide to 
dramatically reduce the detection of dead or membrane-compromised cells. This technique, 
known as viability-PCR,  provides indications  about Leptospira viability in environmental sam- 
ples [13,19]. Recently, some researchers have optimized procedures for the molecular detec- 
tion of pathogenic leptospires from environmental  waters [64], increasing possibilities for 
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further studies on environmental leptospirosis and opening avenues for real One Health stud- 
ies of this complex zoonosis. 

3.2.2 Isolation of Leptospira from environmental samples. Isolating pathogenic lepto- 
spires from the environment is very challenging. However, some leptospires were historically 
isolated from environmental samples. Since saprophyte  species, which are common inhabi- 
tants of the environment, are abundant and grow faster, they are the most frequently isolated 
from soil and water samples [8,65,66]. They also constitute  a major difficulty to isolate virulent 
leptospires from Group I and II from surface water or soil by overgrowing these slow-growing 
strains [11,56]. Leptospires are sensitive bacteria in the laboratory. Strains from the P1 sub- 
clade are fastidious slow growing microorganisms with specific requirements [67]. The main 
culture media developed for Leptospira are the Korthof medium and the Ellinghausen McCul- 
lough Johnson Harris (EMJH) medium [68]. Different synthetic media have been developed 
for the culture of Leptospira [69], but EMJH is the principal medium  used for both routine cul- 
ture and isolation [70,71]. Benacer and colleagues [56] used it with addition of 5-fluorouracil 
to prevent contamination [72] while others used antibacterial and antifungal  cocktails, the most 
recent being named STAFF (for sulfamethoxazole, trimethoprim, amphotericin  B, fosfo- 
mycin and 5-fluorouracil) combination [6,10,11,14,73]. Another possibility to avoid contami- 
nation from water sample is the prefiltration through 0.22μm-pore size filters to inoculate 
culture media [10,74,75], although only a small proportion of leptospires pass through 0.22μm 
filter membranes [76]. This classical detection method does not allow quantification 
approaches because of a culture step. Likewise, this technique results in a loss of Leptospira 
diversity, notably accounting for the very rare isolation of significant pathogens from the 
groups I and II. Furthermore, isolation and culture techniques do not take into account possi- 
ble viable but non-cultivable organisms, a physiological  state never evidenced in Leptospira, but 
known from a large number  of bacterial genera [77]. 

One of the historical  methods used to isolate virulent leptospires has been the in vivo inocu- 
lation into susceptible animals. The strategy was to inoculate environmental samples (water or 
soil washings) directly into a susceptible animal  in order to recover infecting leptospires in 
pure culture from blood. Still, this method does neither allow quantification, because patho- 
gens are amplified or cleared by immune  system of the host. Likewise, Leptospira infection can 
be concealed by another infection that kills the animal, preventing to isolate the virulent 
leptospires. 

Lastly, Electron Microscopy studies provided evidence of Leptospira-shaped Spirochetes in 
microbial mats from salt marshes, but did not provide unambiguous evidence that these 
organism belong to the genus Leptospira [78]. 

 
 

3.3 Leptospira in water environments 
 

3.3.1 Occurrence of Leptospira in water.  Studies have identified DNA sequences of Lep- 
tospira from the P1 subclade in drinking water (for human or for animals) samples [79–82]. 
This suggested a significant health concern and opened the way to consider Leptospira in stud- 
ies on the potential  risks associated with drinking water [83,84]. In 2017, Zhang and colleagues 
used metagenomics approaches to get insight into microbial communities of an urban drink- 
ing water system. Different pathogenic bacteria genomes were found in their dataset. An almost 
complete Leptospira genome was also retrieved; however, a Multi Locus Sequence Typ- ing 
analysis shows that it corresponded to a saprophytic  species [85]. A study in Colombia 
investigated the presence of Leptospira from the pathogenic subclade in drinking water sys- 
tems and detected DNA of Leptospira from the P1 subclade in 41% of water fountains in Cali 
[86]. 
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Environmental  freshwater is one of the main sources of leptospirosis for humans and ani- 
mals. In this typical One Health context, early studies attempted to identify potential human 
contamination sources [87–93]. Most often, isolation and identification of pathogenic Leptos- 
pira from surface water were attempted after contamination events [94] and data on occur- 
rence were analyzed to explain past outbreaks [95]. As discussed above, authors who used 
culture-based methods mostly detected saprophytic strains [70,74,96–99]. When Leptospira 
from the Pathogenic subclade P1 were successfully isolated, they were most frequently  related 
to the low-virulent Groups III & IV [8,65] or could not be further characterized [93]. In total, 
only very few studies described successful isolation  of pathogenic leptospires from Group I 
and II, with proven virulence, from freshwater or soil [100–103]. Susceptible animal inocula- 
tion works provided isolates of virulent leptospires from creek’s water samples in the USA 
[100] and from soils and water samples in Malaysia [101]. This technique however is currently 
unacceptable for ethical reasons because of the important number of susceptible animal used 
(almost 14,000 in the study in Malaysia [101]). More recently, Leptospira interrogans was suc- 
cessfully isolated from paddy water in Korea after inoculation into guinea pigs [102]. In Iowa 
(USA) scientists found the pathogenic “Leptospira pomona” (obsolete nomenclature,  a patho- 
genic Leptospira from serogroup Pomona) during several years in surface waters used for rec- 
reational activities in the 1960s [100,104]. Later, molecular detections have facilitated studies. 
In Malaysia, where leptospirosis is endemic, leptospires from the P1 subclade have been found 
in up to 23.1% of lakes and recreational areas [56,75,105]. Similarly, Tansuphasiri detected lep- 
tospires from the P1 subclade in 23% of surface waters in Thailand [91]. These studies used 
classical PCR detection  so did not collect quantitative data. 

Only few studies provided quantitative data of Leptospira in environmental samples, mostly 
using quantitative real time PCR techniques. Estimations of concentrations of leptospires in 
surface water samples in Peru have evidenced from 1 to 17,147 leptospires per mL [106]. These 
authors demonstrated higher frequency but also higher concentrations  in the urban area than 
in the surrounding rural areas. However, the PCR used also detected Leptospira from the P2 
subclade [12] and sequences mostly pointed to an unknown subclade of Leptospira spp. with 
no known virulence [106]. Recently, quantitative detection of pathogenic Leptospira have been 
conducted in France, a temperate region. From 47 water samples, 3 were positive with concen- 

trations from 103 to 104 genome-equivalent per mL [51]. In subtropical  climate, 98.8% of 
Hawaiian  streams revealed the presence of Leptospira (from the P2 subclade) with concentra- 
tions between 5 and 1000 genomes per 100 mL; this study highlighted  a strong correlation 
between Leptospira concentration  in water and the measured turbidity [15]. Other turbid 
water sources are represented  by sewage water, historically linked with human contamination 
among sewage-workers [5,107,108]. A recent study in a Brazilian  urban slum has shown that 
pathogenic Leptospira DNA was detected in 36% of sewage samples and even more  frequently 
during the rainy season, with a mean concentration of 152 bacteria per mL [7]. 

3.3.2 Survival and persistence of Leptospira in water.  Table 1 presents findings of studies 
on the persistence or survival of Leptospira spp. in water. Noguchi  was the first to demonstrate 
the survival of pathogenic Leptospira for up to one week in drinking water, already pointing to 
environmental survival as an important clue in the epidemiology of leptospirosis, probably 
pioneering the One Health concept for leptospirosis [109]. However, technical difficulties to 
culture and identify leptospires from environmental samples restrict our knowledge of the 
environmental survival of pathogenic leptospires. 

Microcosms or larger mesocosms have been largely used to study the survival of virulent 
Leptospira under different physicochemical conditions (See Table 1). Studies have demon- 
strated their capacity to survive in soil and water for prolonged periods. In a study, the survival 
and virulence  was maintained for more than 40 days in soil and more than 20 days in water 
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Table 1. Studies about persistence of pathogenic Leptospira in the environment [11,13,19,40–45,67,109,116,119,128–132]. 
 

Matrix Microorganism⇤ Survival (Days unless stated 
otherwise) or DNA persistence 

Experimental Conditions Geographical Area of 
Study, Country 

Reference 

East river water "Leptospira 
icterohaemorrhagiae" 

no survival survival observed in (1) sample without 
treatment, (2) autoclaved sample and (3) 

filtered sample 

laboratory experiment, 
USA 

Noguchi 1918 

sewage water 

stagnant water 

horse stool emulsion 

sewer filtrate 

drinking water one week (infectious) culture 

non sterile distilled water with 
few large motile bacilli 

Pathogenic Leptospira strain 
Flanders 

3 days Flanders strain cultured 22 days in rabbit 
serum+Ringer’s solution and then placed 

in non sterile distilled water with few 
large motile bacilli 

Plain tap water with air 
contamination 

"Leptospira 
icterohaemorrhagiae" 

18–20 Inoculation 10^6 washed leptospires / mL 
of fluid 190 ml of water seeded with 10 ml 
of leptospiral suspension at 2.10^7 cells/ 

mL incubated at 25–27˚C 

laboratory experiment, 
USA 

Chang et al. 
1948 

Sterile tap water From 28 hours to 32 days 
depending on pH values 

Sterile tap water with 1% 
serum 

98–102 

Sterile tap water with 0.1% 
tryptose 

50–54 

Tap water with bacterial flora 10–12 

Tap water with bacterial flora 
and 0.1% tryptose 

36–40 hours 

Charles River water 5–6 

Sea water 18–20 hours 

Domestic sewage undiluted 12–14 hours 

Undiluted sewage aerated 2–3 

10% sewage in tap water 3–4 

1% sewage in tap water 7–8 

Sterile tap water 5–6˚C 16–18 Inoculation 10^6 washed leptospires / mL 
of fluid 190 ml of water seeded with 10 ml 
of leptospiral suspension at 2.10^7 cells/ 
mL incubated at different temperatures 

Sterile tap water 25–27˚C 30–32 

Sterile tap water 31–33˚C 26–28 

Charles River water 5–6˚C 8–9 

Charles River water 25–27˚C 5–6 

Charles River water 31–32˚C 3–4 

10% sewage in tap water 
5–6˚C 

6–7 

10% sewage in tap water 25– 
27˚C 

3–4 

10% sewage in tap water 31– 
34˚C 

2–3 

Soil from a sugarcane farm on 
an alluvial flat bordering a 
river with addition of 
rainwater "to a fully moist 
condition" 
Soil pH reported to be 6.1–6.2 

"L. australis A" 15 (2/2 replicates) to 43 (1/6) 15 (5/ 
5 replicates) 

Soil inoculated with cultures, then 
Soil inoculated with the urine of an 

experimentally infected rat 
Detection by re-isolation in guinea pigs 

Laboratory experiment, 
Queensland, Australia 

Smith and Self 
1955 

(Continued ) 
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Table 1. (Continued ) 
 

Matrix Microorganism⇤ Survival (Days unless stated 
otherwise) or DNA persistence 

Experimental Conditions Geographical Area of 
Study, Country 

Reference 

distilled water—pH 6–34 to 
36˚C 

"Leptospira pomona" motility 2 culture 1 water inoculated with 2.10^6 leptospires/ 
mL soil inoculated with 10^6 leptospires/ 
2 gram microcosm assessment motility by 
observation on darkfield microscope and 

0.1 mL for culturing 

Laboratory experiment, 
USA 

Okazaki and 
Ringen 1957 

distilled water—pH 6–20 to 
26˚C 

motility 11.3 culture 4 

distilled water—pH 6–7 to 
10˚C 

motility 12.2 culture 8 

distilled water—pH 6–2 to 
-2˚C 

motility 0.23 culture 0.96 

distilled water—pH 6 - -20˚C motility 0.08 culture 0.04 

distilled water—pH 7.2–34 to 
36˚C 

motility 6.8 culture 6.5 

distilled water—pH 7.2–20 to 
26˚C 

motility 34.8 culture 29 

distilled water—pH 7.2–7 to 
10˚C 

motility 54 culture 44.5 

distilled water—pH 7.2–2 to 
-2˚C 

motility 0.92 culture 1.35 

distilled water—pH 7.2 - 
-20˚C 

motility 0.8 culture 0.8 

distilled water—pH 8.4–34 to 
36˚C 

motility 2.4 culture 2.0 

distilled water—pH 8.4–20 to 
26˚C 

motility 17 culture 15 

distilled water—pH 8.4–7 to 
10˚C 

motility 2.6 culture 2 

distilled water—pH 8.4–2 to 
-2˚C 

motility 0.42 culture 1.35 

distilled water—pH 8.4 - 
-20˚C 

motility 0.08 culture 0.08 

Palouse river water 
(Washington, USA) 

motility 8 infection 10 

filtered Palouse river water motility 99 culture 94 infection>18 

autoclaved Palouse river water motility 47 culture 27 

double-distilled water motility 18 infection 9 

Dry soil motility 0 culture 2 hours 

Damp soil motility 3 culture 5 

Water-supersaturated soil motility 193 culture 183 

Phosphate-buffered distilled 
water at varying pH 

4 different pathogenic 
Leptospira 

Strain-dependent effect of pH.From 
~10 days at low pH (<6.3) to >100 

days. 

Inoculation of phosphate-buffered 
distilled water tubes with an unknown 

number of leptospires. Survival assessed 
by microscopic observation of motile 
organisms.Of note, the cells are not 

washed, so diluted culture medium is also 
seeded in test tubes. 

Laboratory experiment, 
London, UK 

Smith and 
Turner 1961 

Paddy field Water and 
artificcially inoculated water 

Pathogenic Leptospira 
(serogroup Australis) 

In paddy field: survived up to 7 
days. In laboratory experiments: 

survived 3h at 42˚C; 7 days at 0˚C 
and 14 days at 30˚C 

initial innoculum : 0.1 ml of one week old 
culture Paddy water were autoclaved, 
innoculated and distributed in 2mL 

ampoules dropped back into the paddy 
rice field or incubated into water baths/ 
incubators/refrigerated room at various 

temperatures 

Taiwan, 1965 Ryu and Liu 
1966 

Saprophytic Leptospira 
(serogroup Semaranga) 

in paddy field: survived up to 7 
days. In laboratory experiments: 

survived 6h at 42˚C; 7 days at 0˚C 
and 14 days at 30˚C 

(Continued ) 
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Table 1. (Continued ) 
 

Matrix Microorganism⇤ Survival (Days unless stated 
otherwise) or DNA persistence 

Experimental Conditions Geographical Area of 
Study, Country 

Reference 

Soil 1—pH 5.3—Dry matter 
(DM) 9.5% 

Pathogenic Leptospira 
serogroups Grippotyphosa, 

Hebdomadis, Sejroe 

6 hours Soils inoculated with urine (0.5–0.8 mL) 
of Leptospira-carrying voles at ~4.10^6 
leptospires/mL. 19 tests : 11 soil samples 
with different vegetation covers, pH and 

moisture. Survival determined by 
collecting twice a day, several mg of soil, 
resuspending in saline and examinating 

by dark field microscopy 

Laboratory experiment, 
Lake Nero, Yaroslav 
region, Russie, June- 

August 1970 

Karaseva et al 
1973 

Soil 1—pH 5.5—DM 14.2% 8 hours 

Soil 1—pH 6.2—DM 16.5% 12 hours 

Soil 2—pH 7.1—DM 41.4% 3 

Soil 2—pH 7.4—DM 49.7% 5 

Soil 2—pH 6.8—DM 52.4% 5 

Soil 2—pH 7.5—DM 65.4% 7 

Soil 3—pH 6.9—DM 69.8% 14 

Soil 3—pH7.4—DM 72.6% 14 

Soil 3—pH 7.5—DM 74.3% 15 

Soil 3—pH 6.5—DM 77.4% 15 

Ringer’s solution at pH 7.15 
and 20 C 

"L. autumnalis" 
Akiyami A 

>30 hours 105 leptospires per ml : 1-ml of this 
suspension added to 100 ml of a buffered- 
test solution to obtain 990 leptospires/mL. 
Incubation was at 30 C for up to 17 days. 

Laboratory 
experiments, North 

Carolina 

Schiemann 
1973 

buffered (5.33 mM phosphate) 
thiosulfate (4.95 mM) solution 
at pH 7.39 and 20˚C 

>95 hours 

buffered (5.33 mM phosphate) 
thiosulfate (4.95 mM) 
solutions at pH 7.40 and 25˚C 

~120 hours 

buffered (5.33 mM phosphate) 
thiosulfate (4.95 mM) 
solutions at pH 7.40 and 30˚C 

75 hours 

buffered (10 mm phosphate) 
thiosulfate (4.95 mM) 
solutions at 20˚C and pH 
8.22/7.82 

>80 hours 

buffered (10 mm phosphate) 
thiosulfate (4.95 mM) 
solutions at 20˚C and pH 
7.42/7.37 

>80 hours 

buffered (10 mm phosphate) 
thiosulfate (4.95 mM) 
solutions at 20˚C and pH 
6.79/6.72 

25 hours 

EMJH medium at 37˚C 23 pathogenic Leptospira 
and Leptospira biflexa 

7–42 strain-dependent 1-mL inocula initially. Cells were cultured 
in EMJH medium at 37˚C on successive 

subculture at 7-days intervals. 

Laboratory 
experiments, USA 

Ellinghausen 
1973 

phosphate-buffered solution 
with / without 1% Bovine 
Albumin 

14 pathogenic Leptospira 
strains 

7 days for all strains and conditions. 
Strain-dependent, but better 

survival with 1% Bovine Albumin 
compared to buffer alone. 

1-mL inocula initially. Cells suspensions 
were stored at 23–25˚C for 7 days before 
assessment of viability of serial dilutions 

Sandy loam acidic soil Pathogenic Leptospira 
serogroup Pomona 

Detection of live and virulent 
Leptospira up to 42 days 

Soil incubated with 5x10^8 organisms. 10 
g dried soil (40˚C, 3 days) saturated at 

75%, 100% and 125% water level 
incubated for 1, 3, 6, 10, 15, 22, 31, 42, 49, 
56, 63 and 70 days. Each sample is, then, 
treated by added 20 mL sterile distilled 
water and agitated 4 hours before being 

centrifuged for 5 min at 3000 g. Soil 
washed supernatant. Culture and hamster 

inoculation. 

Laboratory experiment, 
New Zealand 

Hellstrom and 
Marshall 1978 

Sensitivity to UV in diluted 
culture broth 

L. biflexa serovar patoc 
Patoc I 

L. biflexa more resistant to UV than 
L. interrogans serovar Pomona 

2.10^6 leptospires/mL initially. 3-mL of 
cell suspension were exposed to UV 
radiation under red light. The UV 

radiation dose was varied by changing the 
time of exposure with an intensity of 2 J/ 

m2/s. Survival assessed by culture 

Laboratory 
experiments, North 

Carolina 

Stamm and 
Charon 1988 

L. interrogans serovar 
Pomona 

(Continued ) 
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Table 1. (Continued ) 
 

Matrix Microorganism⇤ Survival (Days unless stated 
otherwise) or DNA persistence 

Experimental Conditions Geographical Area of 
Study, Country 

Reference 

pH-buffered solutions (2.2– 
7.9)at different temperatures 
(25–50˚C) 

L. interrogans 
Icterohaemorrhagiae M-20 

Survival assessed over 4 
daysSurvival depends on both pH 
and temperature (modelled in the 
article)Leptospira total mortality at 

temperatures  45˚C 

~3x105 leptospires / 100μL initially.final 
survival assessed by re-culture factorial 

design investigating the combined effects 
of temperature and pH on survival. 

Analysis with a logistic regression model 

Laboratory experiment, 
USA 

Parker and 
Walker 2011 

Rain puddle Pathogenic and 
Intermediate  Leptospira 

~150 Of note, a real field study, new 
Leptospira contaminations may have 

occurred 

soil sample 3-cm deep (7.8% moisture 
content) in a rain puddle Re-detection of 
the same isolate 5 months after the first 

sampling (same PFGE profile) 

Fukuoka, Japan Saito et al. 2013 

pH 5.65; 25˚C pathogenic  Leptospira spp L. 
interrogans and L. kirschneri 

12 weeks Rice field water and pond water were 
autoclaved. 12 ml at 0.5 McFarland 

standard of a logarithmic phase culture 
Spiking was performed  by centrifuging 12 
mL of the adjusted culture, discarding the 
supernatant, and then resuspending with 
12 mL of Rice field water and pond water 

Laboratory experiment, 
Thailand, 2001–2006 

Stoddard et al, 
2014 pH 5.65; 30˚C 12 weeks 

pH 5.65; 37˚C 12 weeks 

pH unajusted (6.95 to 7.79); 
25˚C 

12 weeks 

pH unajusted (6.95 to 7.79); 
30˚C 

12 weeks 

pH unajusted (6.95 to 7.79); 
37˚C 

10 / 12 weeks 

pH 8.65; 25˚C 12 weeks 

pH 8.65; 30˚C 12 weeks 

pH 8.65; 37˚C 8 / 12 weeks 

Mineral bottled waters (5 
different) 

L. interrogans 
Icterohaemorrhagiae Nantes 

564 

Survival 28–593 days depending on 
water and temperature. Of note, 

survival observed at low pH and low 
temperature 

Non-sterilized mineral bottled water 
inoculated with a virulent Leptospira 
interrogans isolate (6.6x10^5 /mL). 

Waters incubated at 4˚C, 20˚C or 30˚C 
for up to 20 months. Survival was assessed 

by re-culturing in EMJH after filtration 
through 0.45μm filters. Temperature, pH, 

salinity and water composition 
considered independently. Microbial flora 
of the waters not considered. Of note, the 

cells are not washed, so diluted culture 
medium is also seeded in test tubes. 

Laboratory experiment, 
France 

Andre- 
Fontaine et al. 

2015 

River soils in tropical island L. interrogans Pyrogenes >63 Of note, a real field study, new 
Leptospira contaminations may 

have occurred 

Re-detection of the same isolate 4 months 
after infection. Virulent leptospires were 

viable in soil up to 9 weeks 
Soil samples were submitted  to DNA 
extraction using the PowerSoil DNA 

Isolation kit and viability was assessed by 
viability qPCR from soil washings 

Field experiments, New 
Caledonia 

Thibeaux  et al. 
2017 

Mineral water pH 7.2 L. interrogans serovar 
Manilae strain L495 

>42 2x10^9 at Day 0 / 2x10^7 at day 42 Late- 
logarithmic phase Leptospira grown in 

EMJH are harvested by centrifugation and 
resuspended in the same volume of 

mineral water, pH 7.2. Concentration is 
determined daily by direct count of 

mobile leptospires in Petroff-Hausser 
counting chamber, viability is determined 

by growth in standard EMJH. 

Laboratory experiment, 
Paris, France 

Hu et al. 2017 

sewage from New Haven, 
USA 

L. interrogans serovar 
Copenhageni L. biflexa 

Patoc 

DNA persistence L. interrogans 8 
days L. biflexa >28 days 

Spiking 40g or mL of matrix by 106 cells/g 
or mL incuvated under dark condition at 

29˚C 1g or 1mL harvest at each time point 
Use of viability-PCR to assess survival 

Laboratory 
experiments, USA 

Casanovas- 
Massana et al. 

2018 bottle spring water Cell survival L. interrogans 28 days 

sandy loam soil from Brazil L. interrogans DNA persitence 21 
days—cell survival 28 days L. biflexa 

28 days 

loam soil from New Haven, 
USA 

DNA persistence L. interrogans 8 
days L. biflexa >28 days 

 
⇤  Taxonomy as presented  by the authors, may be obsolete for old articles 

 
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0227055.t001 
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[41]. This study, with others, confirmed that pathogenic leptospires can survive and remain 
virulent for several weeks in the water and soil environment. Environmental survival capacities 
depend on the species and strains [44]. Despite their increased recognition in human infec- 
tions, little is known on the epidemiology of Leptospira from the P2 subclade [46]. Within the 
P1 subclade, the paradigm  L. interrogans has been the model species to describe the well- known 
One Health epidemiology. However, other species are most likely unable to survive outside a 
host for prolonged periods, as was shown  for Leptospira borgpetersenii [110]. Lastly, other  
species from the P1 subclade described more recently were only found in the environ- ment, 
mostly soils, as is the case for Leptospira kmetyi [111]. Some of these novel P1 Leptospira 
species were also unable to cause infection in animal models, even questioning their real need 
of an animal reservoir [14]. Recent studies have shown survival and conservation of virulence 
ability of Leptospira interrogans for around 20 months in mineral bottled water [40]. However, 
in this latter study, the bacteria were inoculated with their EMJH culture medium (10 mL into 
1.5 liters), rather mimicking highly diluted culture medium. This data remains the longest sur- 
vival reported in such conditions like cold, acidic and nutrient-poor conditions. 

 
 

3.4 Leptospira in the soil environment 
 

3.4.1 Occurrence of Leptospira in soils.  Again pioneering, Noguchi appears to be one of 
the first to consider, one century ago, soils as a possible  environment  where Leptospira could 
survive [109]. Culture methods have allowed isolation from only 1.1% of lake Nero soil sam- 
ples in Russia [112]. Kingscote  has revealed in 1970 a correlation between the bedrock of 
Southern Ontario and animal leptospirosis, but did not assess the presence of pathogenic Lep- 
tospira in situ [113]. Because of the technical challenges of studying delicate slow-growing 
organisms in soils, this environmental compartment remains poorly studied. 

As discussed above, the advent of molecular techniques has allowed detection  of Leptospira 
from soil samples. In Taiwan, 30.6% of farm soils that have been flooded sheltered pathogenic 
(P1) and non-pathogenic Leptospira [114]. The same proportion (31%) of Leptospira from the 
P1 subclade were found in soils of an urban slum in Brazil using lipL32 qPCR [12]. In New 
Caledonia, the biodiversity of Leptospira isolated from soil has been revealed recently by iden- 
tifying 12 novel species using MALDI-ToF mass spectrum and whole-genome sequencing 
analysis [6]. Using culture techniques and DNA detection,  Leptospira has also been found in 
environmental samples from Malaysia [111,115]. In the same country, pathogenic Leptospira 
were recovered from soil washings in the early 1960s using animal inoculation. Interestingly, 
authors noted a higher isolation frequency from soil washings than from waters [101]. Quite 
similarly, a study in Minnesota  showed a higher isolation frequency of saprophytic leptospires 
from soils than from adjacent waters [9]. Once again, in Hawaii, leptospires were isolated from 
7 of 13 water samples, but from all 16 soil samples examined [99]. 

3.4.2 Survival and persistence of Leptospira in soils.  Table 1 also includes findings of 
studies on the persistence or survival of Leptospira spp. in soils. Okazaki and Ringen probably 
pioneered the field of soil microcosms to study Leptospira survival and evidenced a 6-month 
survival of a virulent Leptospira in water-saturated soil [116] (See Table 1). Another study con- 
firmed survival and virulence  after 6 weeks in soil microcosms [42]. Recent work has studied 
DNA persistence and viability of virulent leptospires in soil and water using microcosms [19] 
(see Table 1). In this work, the authors have used viability-PCR and shown a rapid decay of 
DNA in soil and sewage, allowing to assume viability from a direct qPCR from these matrices, 
contrasting with their findings in water where DNA detection does not demonstrate survival 
due to longer persistence of free DNA in water [19]. In this study, the authors built a model of 
Leptospira (both L. interrogans and L. biflexa) persistence in the soils, waters and sewage 
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studied, notably showing survival of L. interrogans up to 3 weeks in one soil together with a 
stronger survival capacity of the saprophyte L. biflexa [19]. 

In field conditions in New Caledonia, data have shown the capacity of Leptospira interro- 
gans to survive and remain virulent in riverbank soils and sediments up to 9 weeks after 
human infection events [13]. Similarly, the putative same L. alstonii strain (identical PFGE 
profile) was isolated twice five months  apart from the same soil in Fukuoka, Japan [11]. How- 
ever, these findings  can also be explained by repeated contaminations from animals or the sur- 
rounding environment and the persistence of virulent leptospires in real environmental 
conditions deserves further studies. 

Together with survival studies, the increasing number of novel Leptospira isolated from the 
environment raises the question of their lifestyle. Recent studies have developed an interest in 
soil compositions affecting survival of Leptospira. Lall and collaborators  have highlighted  posi- 
tive correlation between the presence of pathogenic leptospires and soil nutrients such as nitrate 
but also with metals  as iron, manganese and copper. This work may help the compre- hension 
of environmental transmission of the human and animal disease in a One Health approach 
[117] but it remains crucial to better understand the survival of pathogenic Leptos- pira in soil. 

 
 

4 Discussion 
 

Our systematic review used a rigorous  process to identify the published literature on Leptos- 
pira survival and persistence in the environment in relation to leptospirosis. There is strong 
and convergent evidence that virulent leptospires can survive and remain infectious in the 
environment for months, notably in soils. However, no definitive proof could be obtained 
from field studies in open environments, where water and soils could possibly be exposed to 
repeated contamination from animals or the surrounding ecosystem. In addition, the current 
molecular tools hardly predict the true virulence of Leptospira upon molecular detection in the 
context of our changing comprehension of virulence in this complex bacterial genus [47]. 

Mesocosms and microcosms  studies have been used in the past and have recently attracted 
renewed interest. Complementary approaches linking field studies and lab-controlled  experi- 
mental evidence can help gain further insights into Leptospira environmental  ecology and lep- 
tospirosis epidemiology. 

Numerous  studies have shown the consequences of heavy rain triggering massive outbreaks 
of leptospirosis. An emerging hypothetical mechanism is that virulent leptospires survive in 
soils and that rains wash soil surfaces, putting particles, including leptospires in suspension 
into surface water [12,13]. Thereby, leptospires would reach streams and freshwater bodies 
where humans get exposed. This hypothetical mechanism is depicted in Fig 2 and biblio- 
graphic data supporting  this hypothesis are summarized in Table 2. 

Studies have revealed higher isolation rates of Leptospira from soil than from freshwater 
samples [9,99,101]. These findings  support the hypothesis that soils may be the original habitat 
of the genus Leptospira and a possible environmental reservoir or at least a temporary carrier 
of pathogenic strains [6,14,19]. This mechanism hypothesis is also supported by other findings, 
notably the positive correlation  between Leptospira concentration  in water and turbidity 
shown in Hawaiian  streams [15]. The epidemiological records also suggest that human  expo- 
sure occurs during the heavy rain events, or shortly after during floods, also supporting  this 
hypothesis [118]. 

Little is known on survival strategies and physiological  mechanisms used by leptospires 
[119]. However, strategies of positive interactions with environmental microbiota and biofilm 
formation are now well-known for other bacteria. Pathogenic leptospires have capabilities to 
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Fig 2. Figure summarizing the hypothetical mechanisms of Leptospira environmental survival and dispersion upon 
heavy rainfall. Table 2 identifies data supporting this hypothesis. 

 
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0227055.g002 

 
 
 

Table 2. Significant findings supporting the hypothesis of the leptospiral dispersion from soil to water depicted in Fig 2. 
 

Evidence supporting the hypothetical model Geographical areas, 
Countries 

Type of samples (% positive 
samples) 

Reference 

More frequent detection or isolation of Leptospira spp. from soils or sediment than from 
water 

New Caledonia Stream water vs sediment or bank 
soil (0% vs 57%) 

[13] 

Malaysia Stagnant water vs soil (19% vs 
67%) 

[115] 

Minesotta, USA Lake shore water vs soil (65% vs 
75%) 

[9] 

Bog water vs soil (5% vs 44%) 

Spring water vs soil (28% vs 59%) 

Malaysia Water vs soil (5% vs 18%) [75] 

Hawaii Water vs soil (54% vs 100%) [99] 

Leptospira concentration (log) has a significant positive correlation with turbidity (log) Hawaii Coastal stream water [15] 

Higher Leptospira concentration upon rainfall Brazil Surface waters [7] 

High concentration and genetic diversity of Leptospira spp. in soils, supporting  the 
hypothesis of soils being a natural habitat of Leptospira spp. 

New Caledonia Soils [6] 

Japan, New Caledonia, 
Malaysia 

Water and soils [47] 

Japan Soils [65] 

Philippines Soils [10] 

Brazil Soils [12] 

Soils apparently protect Leptospira from seawater toxicity Philippines Soils [10] 

Leptospira survive in wet soil on dry days and appear in surface water on rainy days Philippines, Japan Soils and water [11] 

Leptospira concentration in surface waters correlates with rainfall intensity Japan River water [127] 

suggest that disturbance of river sediments increase the Leptospira concentration in water 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0227055.t002 
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form a biofilm in vitro as well  as to survive in biofilms in natura, even in nutrient-free environ- 
ments [120,121]. Genetic mechanisms underlying biofilm formation of Leptospira have been 
studied recently [122]. Furthermore, Vinod Kumar and collaborators highlighted cell coaggre- 
gation of pathogenic leptospires with other environmental bacteria within biofilms [53,123]. 
Supporting the protective role of biofilm [124], antibiotics tolerance was increased 5 to 6-fold by 
biofilm formation [125]. Altogether, these results support  the hypothesis that Leptospira 
survival in the environment might be favored by biofilm formation or protection within a mul- 
tispecies natural biofilm, but the precise interactions of virulent Leptospira in complex envi- 
ronmental microbiota remains to be determined. 

Leptospira may also interact with other members of soil communities  such as Free-Living 
Amoebas. Amoebas, which are one of the main colonizers of drinking water networks, are 
known to be possible reservoirs of potentially pathogenic bacteria. Diversity of cultivable 
amoebas and their bacterial community were analyzed by sampling a large drinking water net- 
work; Leptospira was found to be part of the bacterial community associated with Amoebas 
from surface water samples [79]. However, our review did not identify any study of the possi- 
ble interaction of virulent leptospires with free-living Amoeba. This hypothesis would deserve 
to be considered through both field investigations and laboratory studies. 

High throughput sequencing techniques are increasingly  used in microbial ecology studies. 
These technologies allow identifying the diversity of bacterial communities. For instance, 
using modern molecular techniques, Leptospira reads were detected in Chinese river sedi- 
ments receiving rural domestic wastewater [126]. Using shotgun sequencing (that offers higher 
sequencing depth) an almost complete genome of a saprophytic  Leptospira sp. was retrieved 
from a drinking water network [85]. More recently, a study used environmental DNA meta- 
barcoding and ecological techniques targeting Leptospira spp. and Vertebrates in Japan, suc- 
cessfully evidencing Group I Leptospira in the environment and providing an unprecedented 
insight into animal / Leptospira / weather ecological associations in a very elegant One Health 
approach [127]. These technologies and the corresponding datasets offer unique  opportunities 
to gain new knowledge on Leptospira habitat in the water and soil environments. 

Although the role of the environment in leptospirosis epidemiology was suspected more 
than a century ago [109], major knowledge  gaps remain  in our understanding of the survival 
and persistence of virulent Leptospira in the environment. The advent of environmental meta- 
genomics and the combination  of field studies with laboratory-controlled experiments are 
gaining renewed interest. This will offer new opportunities to better understand the environ- 
mental risk of leptospirosis and allow the implementation  of efficient control measures. 
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Cette revue systématique de la littérature met en lumière l’intérêt du développement d’outils 

de séquençage haut débit qui permettront bientôt une meilleure compréhension du mode de 

vie des leptospires dans l’environnement. Elle souligne également l’intérêt croissant des 

chercheurs pour les données quantitatives documentant la survie des leptospires dans 

l’environnement hydrotellurique. Cette synthèse suggère une abondance ou une fréquence de 

détection des leptospires plus importante dans les sols que dans les eaux (Baker and Baker, 

1970; Henry and Johnson, 1978; Wilson and Fujioka, 1995). Ces résultats supportent l’idée, 

détaillée dans le chapitre précédent, que les sols constituent l’habitat originel et principal des 

leptospires. Leur dispersion se ferait donc grâce à la mise en suspension des particules du sol, 

auxquelles ils sont associés, lors de fortes pluies   (Schneider et al., 2018; Thibeaux et al., 

2018b). 
 
 
 

II.  Les leptospires comme pathogènes d’origine hydrique 
 
La communauté scientifique travaillant sur les risques sanitaires d’origine hydrique, ne 

considère que de manière très récente la leptospirose en tant que sujet de préoccupation. Le 

"Global Water Pathogen Project" est un projet mis en œuvre par le Programme Hydrologique 

International (PHI) de l'Organisation des Nations Unies pour l'Education, la Science et la 

Culture (UNESCO) et l'Université d'État du Michigan (MSU). Il a pour but de renforcer les 

aspects sanitaires et de sécurité autour de l’eau dans le monde en utilisant les nouveaux outils 

et technologies d’information. L’Institut Pasteur de Nouvelle-Calédonie, en particulier l’Unité 

de Recherche et d’Expertise sur la Leptospirose, a ainsi été sollicité pour participer à la 

rédaction d’un chapitre de monographie dédié aux leptospires et à la leptospirose. Ce chapitre, 

publié en mai 2019, s’intérèsse à l’épidémiologie et aux aspects environnementaux de la 

leptospirose. Ces  travaux  auxquels j’ai  participé dans  le  cadre  de  ma  thèse  portent sur 

l’analyse de données de l’occurrence et de la persitance des leptospires dans l’environnement, 

impliquant la rédaction d’une partie de chapitre. L’analyse de données issues de travaux 

antérieurs a permis (1) de mettre en évidence les outils disponibles pour la détection de 

leptospires  à  partir  d’échantillons  environnementaux ;   (2)   de  regrouper  les  données 

concernant l’occurrence des leptospires détéctés à partir de différentes sources d’eau comme 

les eaux usées ou de surface par exemple ; ainsi que (3) d’établir une synthèse des études 

disponibles sur la survie des leptospires dans l’eau. Ce chapitre est disponible librement en ligne  

(http://www.waterpathogens.org/book/leptospira-and-leptospirosis) et  présenté  en annexe III. 
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Figure  11  Page  de  couverture  du  chapitre  de  monographie  sur  la  leptospirose  dans  le  cadre  du 
« Global Water Pathogen Project » 
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ÉTUDES DE SURVIE DES LEPTOSPIRES PATHOGENES IN VITRO 
 
 

I.   Survie et préservation de la virulence de leptospires pathogènes dans des eaux 

pauvres en nutriment 
 

Majoritairement décrite comme une zoonose, la leptospirose est pourtant principalement une 

infection d’origine environnementale, comme nous l’avons évoqué dans le chapitre précédent. 

Bien que la majorité des cas humains provienne de contaminations d’origine hydrotellurique, 

seules quelques études s’intéressent à la survie des leptospires pathogènes dans l’eau. Dans ce 

contexte, une partie de mon travail de thèse a consisté en l’évaluation de la survie et du maintien 

de la virulence de leptospires dans des eaux. Dans ce but, l’étude présentée ici a utilisé des 

microcosmes d’eaux afin de suivre in vitro la survie et la virulence de leptospires, pendant deux 

ans, dans des conditions très pauvres en nutriments. 
 

Cinq eaux ont été choisies en fonction de leurs concentrations contrastées en minéraux dont 

quatre eaux commerciales en bouteilles plus ou moins minéralisées et une eau déionisée. Leur 

stérilisation par filtration à 0,1 µm a permis d’évaluer strictement l’influence de leur 

composition chimique sur la survie des leptospires sans modification de leur composition 

minérale. Quatre souches de leptospires ont été inoculées. Les deux souches pathogènes de 

Leptospira interrogans étudiées étaient la souche Manilae L495, correspondant à la souche 

parentale des banques de mutants (Murray et al., 2009a) et l’isolat calédonien L. interrogans 

sérovar Pyrogenes 2016-001, isolé d’un cas humain de leptospirose. Cette souche de Pyrogenes 

est estimée responsable d’environ 25% des cas de leptospirose en Nouvelle- Calédonie et est 

fortement liée à des contaminations lors de baignades en eau douce. La troisième souche 

pathogène utilisée correspondait à Leptospira borgpetersenii Ballum isolat B3-13S issue d’une 

souris sauvage de Nouvelle-Calédonie (Perez et al., 2011). L. borgpetersenii est une espèce 

connue pour avoir une faible capacité de survie dans l’environnement (Bulach et al., 2006). 

Enfin, la souche saprophyte Leptospira biflexa Patoc I a été choisie pour son mode de vie 

strictement environnemental. 
 

Des approches (i) de biologie moléculaires telles que la PCR quantitative, (ii) de microscopie 

avec de la visualisation en fluorescence et (iii) de culture en milieu riche ont été utilisées dans 

le but d’étudier la survie de ces leptospires. La virulence directe des pathogènes a également 

été évaluée par inoculation en animal sensible sans passer par une étape préalable 

d’enrichissement en culture. 
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Abstract 
Mostly studied as a zoonosis, leptospirosis is also an environment-borne infection and most human cases originate from soil or 
water contaminations. Yet, only few studies have been interested in the survival of pathogenic Leptospira in freshwater. In 
this study, water microcosms were designed to evaluate the survival and virulence of Leptospira spp. for 2 years. Four 
commercial bottled drinking waters and a non-ionized water, all previously filter-sterilized, were studied. Either one of two 
Leptospira interrogans strains, one Leptospira borgpetersenii strain, or a saprophytic Leptospira biflexa was inoculated in 
these waters under nutrient-deprived conditions. Molecular, microscopic and cultural approaches were used to study 
Leptospira survival. Direct virulence of the pathogens  was assessed using animal challenge without re-culturing. Our 
results confirmed the capacity of pathogenic Leptospira to survive for more than a year in water. In addition, we showed the 
ability of L. interrogans in nutrient-deprived conditions to directly cause systemic infection in susceptible animals. To our 
knowledge, this is the first report of direct infection of a susceptible  host with Leptospira following a long starvation and 
survival period in nutrient-deprived water. Our results also suggest that Leptospira  turned into a physiological “survival” 
state in harsh freshwater conditions. These data are of prime importance considering that freshwater is a major  source of 
Leptospira infections. Environmental survival and virulence of pathogenic Leptospira  spp. are becoming a crucial challenge to 
determine the environmental risk and adopt relevant prevention and control strategies. 

 
 
Introduction 

 
Pathogenic Leptospira  are the etiological agents of lep- 
tospirosis, a re-emerging zoonosis found worldwide. The 
global burden of leptospirosis has been estimated over 1 
million cases and nearly 60,000 deaths annually [1]. Clini- 
cal presentation of the disease is diverse, ranging from flu- 
like fever to severe polyvisceral failures. Leptospirosis can 
infect all mammals; some like rats or pigs are asymptomatic 
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chronically infected reservoirs. Leptospires are shed via 
urine of reservoir animals into the surrounding environment 
[2]. Pathogenic Leptospira  infect hosts through skin injuries 
or mucosae. Most human cases originate in environmental 
contamination. Heavy rainfall and floods are recognized 
triggers of outbreaks, as they contribute to put pathogenic 
Leptospira in contact with humans [3]. Such outbreaks have 
been described in Latin America [4, 5], South Asia [6, 7] 
and Oceania [8, 9], illustrating the key role of freshwater in 
the transmission of the disease. 

Though environmental survival of Leptospira is accepted, 
few studies have been interested on their lifestyle [3]. Per- 
sistence of pathogenic Leptospira  has been shown in soil 
and water in situ for weeks to months [10, 11]. However, 
possible repeated contaminations prevent from formal con- 
clusions about the survival duration of these pathogens in 
an open natural environment. Early studies on Leptospira 
survival mostly focused on saprophytic strains [12] or stud- 
ied only a very few serovars [13, 14]. André-Fontaine and 
collaborators have studied the survival and preservation of 
virulence of pathogenic Leptospira in nutrient-poor bottled 
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drinking waters [15]. A survival up to 20 months of a patho- 
genic strain in conditions assumed unfavorable has notably 
been demonstrated,  highlighting the waterborne  aspect of 
leptospirosis.  These authors have also revealed a preserva- 
tion of virulence over this 20-month period after sub-cultur- 
ing. Former studies have demonstrated virulence preserva- 
tion of pathogenic Leptospira in environmental freshwater 
[16, 17]. Authors highlighted an infectivity maintained from 
13 days to 3 weeks using guinea pigs. Moreover, long-term 
survival of Leptospira occurring in the environment could 
be supported by microbial communities [14]. Interactions of 
Leptospira with environmental microorganisms have been 
described from surface water [18]. Thus, biofilm formation 
as a social lifestyle could also play a role in the survival of 
Leptospira [19, 20]. 

In this study, we aimed at evaluating how pathogenic 
Leptospira survive in nutrient-free freshwater, using 
four different Leptospira strains and 5 well-characterized 
freshwaters. 

 

 
 
 
Materials and Methods 

 
Leptospira Strains 

 
The experiment was conducted with four different Lepto- 
spira strains. The two pathogenic Leptospira interrogans 
strains used were (i) L. interrogans strain Manilae L495 that 
corresponds to the parental strain of mutant banks [21] and 
(ii) the New Caledonian L. interrogans serovar Pyrogenes 
clinical  isolate 2016-001 originating  from a human leptospi- 
rosis case. This Pyrogenes strain is considered responsible 
for one-fourth of human leptospirosis cases in New Cal- 
edonia and is epidemiologically  related to freshwater con- 
taminations. The third pathogenic strain used was Leptospira 
borgpetersenii Ballum isolate B3-13S which was isolated 
from a wild mouse in New Caledonia [22]. Last, the sap- 
rophyte Leptospira biflexa Patoc I was chosen as the most 
commonly used model of Leptospira with a strictly environ- 
mental lifestyle. 

Experimental Conditions 
 
Each Leptospira strain  was  grown in  Ellinghausen 
McCullough  Johnson Harris medium (EMJH), and incu- 
bated at 30 °C under agitation in aerobic conditions [23]. 
Cells collected were washed twice with sterile ultrapure 
water to eliminate the culture medium and the pellet was 
resuspended in sterile ultrapure water. 

The waters tested included sterile ultrapure deionized 
MilliQ®  water and four commercial mineral bottled waters 
with various ionic compositions, including “Mont-Dore®” 
from New Caledonia. Water compositions as described by 
the companies are summarized in Table 1. 

Waters were filter-sterilized by serial 0.22-µm and 0.1- 
µm filtration using sterile disposable cartridges to avoid salt 
precipitation upon autoclaving. 

Filter-sterilized waters were inoculated with washed 
Leptospira cells  at  a final  concentration  of 106 lepto- 
spires mL−1. Twelve milliliters were then distributed into 
50-mL plastic culture flasks (Falcon®  25 cm2 Rectangular 
Canted Neck Cell Culture Flask with Vented Cap) with 
two autoclave-sterilized microscope circular cover slides. 
Culture flasks were incubated in the dark under constant 
moisture at 30 °C for up to 2 years. For the follow-up, one 
condition was defined as each unique water–strain combina- 
tion. One flask of each condition was studied at various time- 
points after 2, 7, 15 days and 1, 2, 3, 4, 6, 9, 12, 15, 18 and 
24 months. Over this 24-month period, 260 culture flasks 
corresponding to all conditions  (waters, strains and time- 
points) were analyzed with the five following techniques. 
 
Leptospira DNA Extraction and Quantification 
 
DNA extraction and quantification were performed for each 
condition. For each sample collected, 100 μL of water was 
incubated with 100 μL phosphate-buffered saline (PBS) for 
DNA extraction using the QIAamp DNA Mini kit (Qiagen, 
Doncaster, Victoria, Australia) as per the manufacturer’s 
instructions. 

For the pathogenic strains, L. borgpetersenii B3-13S, 
L. interrogans L495 and L. interrogans 2016-001, DNA 

 
 
 
 

Table 1  pH and chemical 
composition of the 4 bottled 
spring waters used (from legal 

 

Waters pH   Dried 
residues at 
180 °C 

Ca2+    Mg2+     K+      Na+     HCO −     Cl−  SO 2−     NO −     F− 
3 4 3 

indications on the bottle)    

MONT-DORE®    7.8   94.5 0.4 15 0.4 5.8   74.4 10.4 2.6 < 0.1   ND 
 

EVIAN®
 7.2 309 80 26 1 6.5 360 6.8 12.6 3.7 ND 

CONTREX® 7.4 2078 468 74.5 2.8 9.4 372 7.6 1121 2.9 0.36 

VOLVIC® 7 130 11.5 8 6.2 11.6 71 13.5 8.1 6.3 0.22 

ND not determined 
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quantification was performed using a real-time quantitative 
PCR technique targeting the pathogen-specific lipL32 gene 
using TaqMan technology [24] with the LightCycler480 
probe Master kit (Roche Applied Science, Auckland, New 
Zealand) on a LightCycler 480 platform. Results were 
expressed as the number  of Leptospira  per mL of water 
sample. 

For the saprophyte L. biflexa Patoc I, lacking the lipL32 
gene, the amplification targeted the 16S rRNA gene using 
SYBR  Green technology on the same LightCycler480. 
LC480 SYBR Green I Master kit (Roche Applied Science, 
Auckland, New Zealand) was used with primers described 
previously [25]. 

From 60 days post-inoculation (dpi) on, we suspected the 
sedimentation of Leptospira, so DNA extraction and quan- 
tification were processed on samples collected both before 
and after shaking the culture flasks at 1400 rpm for 5 min 
on an Eppendorf® Thermomixer Compact. 

 

 
Viability-PCR 

 
Leptospira viability was assessed for each condition using 
BLU-V Viability PMA kit (Qiagen, Doncaster, Victoria, 
Australia) as described previously [26]. In brief, propidium 
monoazide (PMA) only penetrates membrane-compro- 
mised cells where it irreversibly binds DNA after a photo- 
activation  step [27]. Three samples, corresponding to the 
“live bacteria” (1 µM PMA), “dead bacteria control” (1 µM 
PMA after the cells are heat-killed) and “total bacteria” (no 
PMA added), were used, photoactivated at 460–470 nm and 
extracted using the QIAamp DNA mini-kit as described 
above. As per the manufacturer’s recommendations, the 
viability-PCR procedure is valid only when the qPCR Cycle 
threshold shift between “dead bacteria control” and “total 
bacteria” is at least 6 cycles. 

 

 
Live/Dead Double Fluorescent Staining 

 
Visualization of viable Leptospira  was performed with 
Live/Dead® BacLightTM Bacterial Viability Kit (Molecu- 
lar Probes, Eugene, OR) as described before [26]. Before 
60 dpi, 300 µL of water was stained, whereas the microscope 
cover slides were stained after 60 dpi. After a 30-min to 
2-h incubation in the dark, treated samples were visualized 
under a Leica DM4000 fluorescence microscope equipped 
with a 100X lens. 

 

 
Culture from Water Sample 

 
At each time-point, 2 mL of each condition was collected 
and subcultured  in EMJH by inoculation into 2 mL 2X 
EMJH medium. Cultures were incubated at 30 °C in the 

dark under agitation and checked weekly for up to 4 months 
by dark-field microscopy. 
 
Virulence In Vivo 
 
At specific time-points, pathogenic Leptospira were har- 
vested and directly injected into healthy 2- to 3-month-old 
Golden Syrian hamsters to evaluate their virulence. Ham- 
sters, bred at Institut Pasteur in New Caledonia, were housed 
in individual cages with water bottles and commercial pel- 
leted feed for laboratory  rodents ad libitum. One milliliter 
of water sample was injected by intraperitoneal route. Ham- 
sters were euthanized by carbon dioxide inhalation 4.5 days 
after injection. The blood was collected by heart puncture 
4.5 days after injection and inoculated  into EMJH. Cul- 
tures were incubated at 30 °C under agitation and observed 
weekly for up to 4 months. Virulence was considered posi- 
tive when leptospires were observed in EMJH cultures. To 
minimize the number of experimental animals, not all condi- 
tions were tested for each time-point. 

Virulence was only tested once every other time-point, 
namely 2 and 15 dpi and 2, 4, 9, 12, 15 and 24 months post- 
inoculation (mpi). 
 
 
Compliance with Ethical Standards 
 
Over this 2-year experiment, 16 hamsters were used in 
agreement with ethical standards  and as validated by our 
institutional review board. All experiments were conducted 
according to the institutional guidelines of the Animal Care 
and Use Committees of the Institut Pasteur and followed 
European Recommendation 2007/526/EC. 
 
 
Results 
 
The pathogenic L. borgpetersenii B3-13S strain was not 
detected in subcultures as early as 2 dpi in any of the five 
waters studied. As expected, L. borgpetersenii B3-13S was 
also unable to infect hamster after 2 days of incubation. 
The monitoring of L. borgpetersenii  B3-13S was there- 
fore stopped after 60 days of incubation with only negative 
results. 
 
pH Evolution 
 
pH was measured for each condition  at all time-points. Mil- 
liQ water had both the lowest pH (mean 6.94) and the strong- 
est pH variations (standard deviation SD = 0.63). The pH 
of Evian® water was the most alkaline with a mean pH of 
8.20 ± 0.43 SD. The pH in Volvic® water was 7.92 (± 0.49 
SD). Last, Contrex®   water had a mean pH of 7.62 ± 0.32 
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SD. Of note, these measured values poorly correlated with 
the pH values indicated on the bottle labels (Supplementary 
Figure 1). Interestingly, there was a significant drop in pH 
for L. interrogans microcosms in the late time-points, pos- 
sibly resulting from the death of Leptospira cells. 

 
Quantification of Pathogenic and Saprophytic 
Leptospira by Quantitative  PCR 

 
DNA of L. interrogans was usually detected in the five 
waters. From 18 mpi on, leptospiral DNA was not detectable 
in the deionized water MilliQ. The four bottled waters stud- 
ied have shown a DNA persistence of 2 years with higher 
concentrations in Mont-Dore® and Volvic® waters. Results 
are shown in Fig. 1a for L. interrogans Pyrogenes 2016-001 
and Fig. 1b for L. interrogans Manilae L495. 

Figure 1c represents the results for the saprophytic strain 
L. biflexa Patoc I. Again, DNA could not be detected in the 
MilliQ ultrapure water from 6 mpi on. As with the path- 
ogenic strains, DNA remained detectable for the 2-year 
experimentation in Mont-Dore®, Evian®  and Volvic® waters. 
Whatever the strain, Contrex®  water was characterized by 
fluctuations in DNA detection with sporadic negative results. 

 
Viability of Leptospira in Nutrient-Free Freshwaters 

 
We assessed the viability of Leptospira using both the via- 
bility-PCR  (V-PCR) approach and Live/Dead double fluo- 
rescence staining. 

During the  first  days  of the study,  only 16 out of 
35 V-PCR results could be validated based on the expected 
Ct-shift. The viability rates calculated were in the range 
[0–164%]. In addition, one condition with a valid result of 
0% was successfully recovered from EMJH culture. There- 
fore, Viability-PCR was not considered appropriate to evalu- 
ate the viability of leptospires in the following time-points 
and abandoned. 

The Live/Dead double fluorescence staining is also based 
on membrane integrity allowing microscopic visualization 
of live Leptospira. At the beginning of experiment, Live/ 

Dead double staining was performed on planktonic cells. 
From 60 dpi on, the protocol was modified to integrate the 
observation of sessile Leptospira  by staining a glass cover 
slide for each condition. With all strains used, we could not 
identify any live or dead Leptospira  in the ultrapure water 
MilliQ. The highest number of live bacteria was observed 
in the Mont-Dore® water. From 60 dpi on, differentiation of 
live or dead Leptospira started to be challenging, as bacte- 
ria staining was frequently a mix of the two colors, red and 
green (Fig. 2). Leptospira fluorescence was orange in the 
middle and green at cell extremities but entirely red (puta- 
tively dead) bacteria were still observed. 

Culturing  provides a definitive evidence of bacterial via- 
bility. Therefore, EMJH culture of the Leptospira studied 
has been used to confirm viability of strains. Surprisingly, 
culture results from MilliQ water were most frequently nega- 
tive and only L. interrogans L495 was subcultured at 2 and 
15 dpi from this non-ionized water. L. interrogans 2016-001 
and L. interrogans L495 were successfully subcultured until 
12 mpi and 9 mpi respectively in at least one of the water 
tested. The saprophyte L. biflexa Patoc I remained cultivable 
up to 9 months in Mont Dore ® and Evian and as long as 15 
mpi in Volvic®. Results are presented in Fig. 1. 
 

 
 
Virulence of Pathogenic Leptospira interrogans: 
In Vivo Assessment 
 
Virulence was assessed by direct intraperitoneal injection 
into golden Syrian hamsters at defined time-points  (Table 2). 
L. interrogans were designated virulent when successfully 
subcultured from the blood collected 4.5 days after inocula- 
tion. This strategy was used because isolation from blood 
of bacteremic individuals allows detecting non-lethal and 
subclinical infections that might result from low Leptospira 
concentration in the inoculum.  Results revealed the preser- 
vation of L. interrogans 2016-001 virulence in Mont-Dore® 

water and of L. interrogans Manilae L495 in Evian® water 
both for 1 year. However and of note, to minimize the num- 
ber of experimental animals, not all conditions were tested 

 
 

Table 2  Preservation of 
 

Waters 2 dpi   15 dpi   2 mpi   4 mpi   9 mpi   12 mpi   15 mpi   24 mpi 

Leptospira interrogans    
virulence in vivo Leptospira interrogans 

Manilae L495 
Mont-Dore® +  +   – 

Evian®   + 

 Contrex®
 +  

Volvic®   +  +  –  
Leptospira interrogans 

2016-001 
Mont-Dore® 

Evian®
 

 
+ 

+  + + + – – 

 Volvic®   +      
Virulence was assessed by direct intraperitoneal injection into hamster. Plus signs designate positive  cul- 
ture from cardiac puncture. Note that not all conditions were tested at each timepoint 
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- MilliQ (+culture) 
c:J MilliQ (-culture) 

- Mont-Dore(+ culture) 
c:J Mont-Dore(- culture) 

- Evian (+culture) 
c:J Evian (-culture) 

Contrex (+culture) 
Contrex (-culture) 

- Volvic(+ culture) 
c:J Volvic(- culture) 

 
Fig.1  Evolution   of  Leptospira   qPCR   counts   and  cultivability   in 
EMJH  after  varions  starvation  times  in  5  different  waters.  Results 
are expressed using logarithm of leptospiral DNA concentration  (as 

Genome  equivalents  per  mL).  Plain  boxes  are for lime-points  with 



 

 

successful subculture, dashed boxes for lime-points with negative 
subculture.  a Leptospira  interrogans  2016-001,  b Leptospira  interro- 
gans L495, and c Leptospira bifiexa Patoc 1 
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Fig. 2  Microscopic  images of Leptospira interrogans 2016-001 after 
2 months of incubation in Mont-Dore®  water (left panel) and Lepto- 
spira biflexa Patoc I 4 mpi in Volvic®  water (right panel). Observa- 

tions were  made under a  Leica DM4000 fluorescence  microscope 
using Live/Dead® BacLightTM Bacterial Viability Kit. Magnification 
×1000 

 
 

at each time-point, so other conditions possibly also allowed 
virulence preservation. 

 
 
Discussion 

 
The importance of the environment in the transmission of 
leptospirosis is largely recognized. Moreover, freshwater is 
known to be a key factor in the spillover transmission of 
pathogenic Leptospira from animal reservoirs to humans. 
Previous studies have detected pathogenic and non-patho- 
genic Leptospira in freshwater environments using molecu- 
lar or culture techniques [28, 29] but only few were inter- 
ested in determining their survival and virulence in this 
environment [15–17, 30]. 

Our study aimed at assessing survival of Leptospira 
undergoing prolonged starvation in nutrient-free freshwa- 
ter. Of four strains studied, L. borgpetersenii B3-13S was 
unable to survive in any of the five waters used. This result 
could be expected given the low capacity of environmental 
survival of this species [31]. Oppositely, the saprophyte L. 
biflexa Patoc I has shown  a survival of at least 15 months 
in the low-mineralized  water Volvic®  (See Table 1 and 
Fig. 1c). Survival of this strain was expected to be longer 
because of the purely environmental lifestyle of this species 
[32]. Interestingly, we also demonstrated a 1-year survival 
of pathogenic L. interrogans strains 2016-001 and L495; 
furthermore, these strains remained directly virulent in low- 
mineralized  waters (See Table 2). 

Despite the absence of statistical analysis, our results 
suggest that MilliQ water was not favorable to Leptospira 

survival. This result is probably due to the composition of 
MilliQ, which is non-ionic and therefore non-buffered. In 
addition, non-ionized MilliQ  pure water may also prove 
unfavorable  because of osmotic forces. Also, the most min- 
eralized water Contrex®   (See Table 1) poorly supported 
survival of Leptospira likely not only because of its high 
mineral concentration, but also possibly  because of oppo- 
site osmotic forces. Finally, buffered waters with slightly 
alkaline pH, like Mont-Dore® and Volvic® waters, have sup- 
ported the survival and the preservation of virulence. 

Pioneer studies used microscopic observations to report 
survival of pathogenic Leptospira in freshwater from 1 week 
[30] to more than 3 months depending on temperature and 
pH [14, 33]. However, results from these works must be 
interpreted with caution because of the use of the old tax- 
onomy for pathogenic and non-pathogenic Leptospira. 
More recently, water microcosms were used to study the 
survival capacity of different L. interrogans in environmen- 
tal and spring waters. Authors  have shown a survival from 
8 weeks in environmental waters [31] to 20 months in spring 
waters associated with a preservation of virulence capacity, 
revealed after subculture [15]. 

In our study, the use of quantitative PCR gave information 
on DNA concentration of Leptospira in nutrient-deprived 
environments. Quantitative PCR detects not only DNA 
contained in live cells but also free DNA from dead cells. 
In the most mineralized water Contrex®, variations in the 
qPCR detection were probably due to bacterial interactions 
with salt precipitates that occurred in this highly mineral- 
ized water, making the Contrex®  microcosms highly het- 
erogeneous. However,  a recent study has confirmed that 
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Leptospira DNA can persist for long periods in water [34]. 
Thus, the presence of DNA in a sample may not correlate 
with the presence of live cells. In our study, viability-PCR 
and Live/Dead double staining, assessing viability of patho- 
genic L. interrogans and the saprophyte L. biflexa, based on 
cell membrane integrity or impermeability, have both shown 
their limitations. Differentiation between live and dead cells 
appeared challenging after 2-month starvation. Our results 
suggest that Leptospira were then entering a specific physi- 
ological  state characterized by atypical membrane perme- 
ability, possibly related to some form of “survival” state (See 
Fig. 2). This hypothesis would deserve to be further studied. 
Leptospira cells could be reducing their metabolism while 
waiting for favorable environmental conditions. This hypoth- 
esis is supported by Leptospira successfully subcultured in 
EMJH that were not detected  as viable based on neither 
viability-PCR nor Live/Dead staining results. Oppositely, 
viable but non-cultivable forms cannot be suspected from 
our results, since Leptospira  cells in the “survival” mode 
hypothesized remained cultivable. 

To reflect Leptospira survival in environment, previous 
works have assessed survival in non-sterilized waters [15, 
30]. This strategy precludes differentiating the influence 
of water chemical parameters and the complex  effects of 
microbial  communities. Here, we used 0.1-μm filter-steri- 
lized waters to minimize alteration of water composition and 
to focus our data on water chemical parameters. Actually, 
sterilization by autoclaving, as used in a recent study [35], 
can lead to an important modification of water composition, 
notably salt precipitation  that we also observed in our pre- 
liminary experiments (data not shown). Although bacterio- 
phages might pass through  a 0.1-µm  membrane,  none of our 
results suggested the presence of Leptospira lytic phages in 
our study conditions [36]. Using non-sterilized water, biases 
could be induced due to positive or negative interactions 
between Leptospira  and other environmental bacteria [18, 
37, 38]. 

The use of non-sterilized water can also result in an input 
of nutrients, improving survival capacity [33]. As described 
previously, water inoculations performed directly with 
Leptospira cultures in EMJH mostly reflect nutrient-poor 
conditions [15]. In contrast, our work attempted to assess 
the survival of Leptospira undergoing strict starvation in 
nutrient-free freshwater. Thus, Leptospira cells were washed 
twice prior to inoculation in nutrient-free conditions, provid- 
ing evidence of the capacity of saprophytic, and also patho- 
genic Leptospira to survive for at least 1 year in nutrient- 
deprived water. 

Leptospira are known to lose their infectious capac- 
ity with successive in vitro subcultures. Despite the “sur- 
vival” state hypothesized above, direct virulence without 

subculture was evidenced for as long as 1 year. In former 
studies, authors have revealed infectivity of pathogenic 
Leptospira from 13 days to 3 weeks of incubation in sur- 
face water [16, 17]. To our knowledge, the direct viru- 
lence of pathogenic Leptospira after 1 year in nutrient-free 
water was not reported before. Our experimental design 
consisted in direct injection of sample into a susceptible 
animal, without any enrichment or subculture as assessed 
before [15]. Actually, subculture would not only cor- 
respond to cell multiplication, but also to changing the 
physiological  state of the cells used for infection. 

The objective of this work was to collect information 
on long-term Leptospira survival. In this context, survival 
parameters of four Leptospira strains were studied in five 
different waters during 2 years. To avoid contaminations, 
each time-point consisted in sampling one culture flask 
for each condition (water × strain). Thus, the number of 
time-points associated with all conditions and additional 
flasks led to 260 flasks inoculated and analyzed. This large 
quantity of culture flasks explains the absence of replicates 
in our experiments that could influence the results and 
precluded any statistical analysis. 

The launch of this experiment corresponded to the dis- 
tribution of 12 mL of inoculated water into 50-mL flask 
before incubation at 30 °C. Evaporation was observed at 
some point leading to an increase of mineral concentra- 
tion in the waters studied, despite our efforts to limit this 
phenomenon by maintaining  a moisturized  environment. 

Overall, our study provides valuable information about 
the survival and the direct virulence of pathogenic Lepto- 
spira under environmental-like nutrient-free conditions. 
Pathogenic L. interrogans survived for at least 1 year in a 
physiological  state allowing not only growth in culture 
medium, but also direct infection of a susceptible new 
host. These data are of prime importance considering that 
freshwater is an important  source of Leptospira infections. 

Since a few years, estimation of survival time and vir- 
ulence preservation of pathogenic Leptospira  spp. after 
excretion into the environment is becoming a crucial chal- 
lenge to determine the environmental risk and to adopt 
relevant preventive measures. 
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Ce travail a permis de confirmer la capacité de leptospires pathogènes à survivre plus d’un an 

dans l’eau en l’absence de nutriments. De plus, nous avons démontré la capacité de L. 

interrogans à provoquer une infection systémique chez un animal sensible directement après 

une incubation longue dans ces conditions. À notre connaissance, il s’agit de la première 

description d’une infection directe d’un hôte sensible par un leptospire après une longue période 

de survie en eau dépourvue de nutriments. Nos résultats évoquent également un état 

physiologique de survie des leptospires dans des conditions aqueuses défavorables, suggéré 

notamment par une perméabilité particulière de la paroi cellulaire. L’hypothèse, ici, est que 

les leptospires pourraient réduire leur métabolisme « en attendant » de meilleures conditions 

environnementales. 
 

Ces données sont de première importance si on considère que l’eau constitue une source 

majeure d’infection par les leptospires. L’étude de la survie environnementale et de la virulence 

de leptospires pathogènes est un enjeu crucial pour déterminer les risques environnementaux et 

adopter des mesures préventives et des stratégies de contrôle de la leptospirose. 

 
 

II.  Survie de leptospires pathogènes dans l’environnement hydrotellurique en 
 

Nouvelle-Calédonie 
 

a.   Introduction 
 
Des études antérieures ont identifié les paramètres physicochimiques d’humidité, de salinité, de 

température et de pH d’un sol comme impactant la survie des leptospires dans l’environnement 

hydrotellurique (Parker and Walker, 2011; Saito et al., 2013; Smith and Turner, 1961). En 

Nouvelle-Calédonie, des données de terrain, issues de travaux auxquels j’ai participé avant ma 

thèse, suggèrent fortement la capacité de L. interrogans à survivre dans des sols et sédiments 

jusqu'à 9 semaines après des événements de contamination humaine (Thibeaux et al., 2017). 

De façon comparable, une même souche a pu être isolée deux fois à cinq mois d’intervalle à 

partir du même sol au Japon (Saito et al., 2013). Cependant, ces résultats  pourraient  

également  être  expliqués  par  des  contaminations  répétées  issues d'animaux ou de 

l'environnement proche et la persistance de leptospires virulents dans des milieux ouverts en 

conditions environnementales réelles nécessite d'autres études. De ce constat a émergé l’intérêt 

de mettre au point des microcosmes à partir d’échantillons de terrain afin d’étudier la survie 

des leptospires in vitro au laboratoire. 
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Notre revue systématique de la littérature (cf. chapitre précédent) a montré que la survie des 

leptospires dans les sols a principalement été étudiée sous forme de microcosmes dès les 

premières études (Hellstrom and Marshall, 1978; Smith and Self, 1955). Plus récemment, des 

microcosmes de sols et d’eaux ont été élaborés afin d’y étudier la persistance de l’ADN et la 

viabilité de leptospires virulents (Casanovas-Massana et al., 2018). Les auteurs ont montré 

une dégradation rapide de l’ADN dans les sols et les eaux usées grâce à la technique de 

Viability-PCR, permettant ainsi d’évaluer la viabilité des leptospires dans ces matrices grâce à 

une quantification directe par qPCR. Cette étude a mis en évidence une survie de L. interrogans 

jusqu’à trois semaines dans un sol ainsi qu’une capacité de survie plus grande de l’espèce 

saprophyte L. biflexa. 
 

Le but de la présente étude est d’acquérir davantage de connaissances sur le mode de vie des 

leptospires pathogènes en dehors d’un organisme hôte. L’hypothèse avancée étant que ce sont 

les sols qui constituent l’habitat des leptospires, nous voulons ici identifier les paramètres 

physicochimiques d’un sol qui sont favorables à la survie des leptospires pathogènes. Ainsi, la 

survie a été investiguée dans des sols par la mise en place de microcosmes de solutions de 

sols, dans un premier temps, puis de sols. L’identification de caractéristiques physicochimiques 

de solutions de sol, permettra d’étudier la survie des leptospires dans des eaux chargées de 

composants organiques et minéraux d’origine tellurique, mimant ainsi l’eau interstitielle des 

sols sursaturés lors de fortes pluies. Pour répondre à ces questions, des microcosmes ont été 

élaborés à partir de 37 sols collectés lors d’une campagne de prélèvements en Nouvelle-

Calédonie en 2018. 
 

b.   Matériels et méthodes 
 

i.  Campagne de prélèvement 
 
Choix des sols et plan d’échantillonnage 

 

En Nouvelle-Calédonie, il existe 6 grands types pédologiques séparés en 15 sous-catégories, 

représentant 98,7% de la surface de la Grande Terre (Latham et al., 1978). Ces grands types 

pédologiques comprennent les sols alluviaux ou fluvisols, les sols peu évolués d’érosion 

(régosols et leptosols), les sols argileux gonflants appelés vertisols, les sols bruns tropicaux dits  

cambisols,  les  sols  appauvris  ou  acrisols  et  les  latérites  comme  les  ferralsols  et plinthosols. 
 

Un plan d’échantillonnage a été réalisé grâce au logiciel de système d’information 

géographique ArcGIS. Le traitement a consisté en la simplification de la carte morpho- 
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pédologique de la Nouvelle-Calédonie (Bonvallot et al., 2012) ainsi qu’en l’ajout des cours 

d’eau et des principaux axes routiers de la Grande Terre (Figure 12). 
 

 
 
Figure 12 Carte pédologique de Nouvelle-Calédonie 

 

La carte a été produite par Dr A.Tarantola, IPNC depuis les données pédologiques de Bonvallot et al., 
2012 

 
 
 
À partir de cette carte, le plan d’échantillonnage a été établi afin que l’ensemble des 

prélèvements soit représentatif des 15 sous-catégories de sols calédoniens, puis adapté sur le 

terrain pour prendre en considération l’accessibilité. Les sols échantillonnés ainsi que leur 

type pédologique sont résumés en annexe IV. 
 

Sites et méthodes de prélèvement 
 

La campagne de prélèvements s’est déroulée entre mai et septembre 2018. Les autorisations 

de prélèvement ont été obtenues auprès de la Province Nord (n° autorisation de collecte 

60912-2002-2017) et de la province Sud (Arrêté 1689-2017 Province Sud) de la Nouvelle- 

Calédonie. La carte, présentée en figure 13, positionne les points auxquels les prélèvements 

ont été effectués. Ils sont répertoriés en annexe IV. Pour chaque prélèvement, le même mode 

opératoire a été suivi. Les prélèvements ont été réalisés sur une zone la plus naturelle possible 

et éloignée de la route. Le sol était alors mis à nu en enlevant les débris végétaux et la litière 

présents à sa surface. À l’aide d’une pelle ou d’une pioche, un minimum de 3 kg de sols sont 
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prélevés sur une profondeur d’environ 12-15 centimètres et stockés en sachet plastique fermé 

jusqu’au retour au laboratoire. La teneur en eau, la conductivité, la température et le potentiel 

Redox ont été mesurés in situ, grâce à des sondes spécifiques, sur chaque site de prélèvement. 

Ces mesures sont également regroupées en annexe IV. 
 

 
 

 
Figure 13 Carte des prélèvements de sols en Nouvelle-Calédonie 

 

Les marqueurs jaunes correspondent aux lieux de prélèvements des 37 échantillons de sols. 
 
 
 
Conditionnement et utilisation des échantillons 

 

Une campagne de prélèvements a permis la collecte de 37 sols représentatifs de 15 sous-types 

pédologiques différents en Nouvelle-Calédonie sur la Grande Terre. Dès le retour au 

laboratoire, 250 mg de sols frais ont été utilisés pour extraire l’ADN génomique total afin de 

détecter la présence de leptospires pathogènes dans les échantillons à l’état natif. Les extractions 

d’ADN ont été réalisées en triplicat grâce au kit PowerSoil en suivant les instructions du 

fabricant (DNeasy PowerSoil® Qiagen). La détection d’ADN de leptospires pathogènes a été 

réalisée en PCR quantitative (qPCR). Ces deux techniques sont détaillées dans la partie iv 

de ce chapitre concernant la mise en place des microcosmes de sol. Les échantillons ont 

ensuite été séchés à l’air en extérieur (exposés au soleil) et tamisés à 2 mm avant d’être stockés 

à -20°C jusqu’à leur analyse ou utilisation ultérieure. 
 

La  caractérisation physicochimique de  chaque  sol  a  été  réalisée  par  le  Laboratoire des 

Moyens Analytiques (LAMA) de l’Institut de Recherche pour le Développement (IRD) à 

Nouméa. Les mesures réalisées sont résumées en annexe Vb. L’acidité (pH H20 et pH KCl), les 

taux d’azote et de carbone organiques, les concentrations en cations d’échange (Calcium, 

Magnésium, Sodium et Potassium), la capacité d’échange de cations et les concentrations de 
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11 métaux ont été mesurés. De même, le taux d’humidité résiduelle ainsi que la valeur de 

pF3, qui correspond au pourcentage d’eau retenue par un sol lorsqu’on lui applique 1 bar de 

pression, ont été mesurés pour déterminer les propriétés physiques des sols. 
 

En parallèle, les échantillons sont utilisés pour la réalisation de microcosmes de sols et de 

solutions de sols. 
 

ii. Souche modèle de Leptospira et milieu de culture 
 
La   souche   pathogène   L. interrogans sérovar   Manilae   L495   a   été   choisie   pour   les 

manipulations en microcosmes de solutions de sols et de sols. Cette souche est largement 

étudiée puisqu’elle correspond à la souche parentale des banques de mutants, notamment de 

l’Institut Pasteur à Paris (Murray et al., 2009b). 
 

Le milieu Ellinghausen–McCullough–Johnson–Harris (EMJH) a été utilisé pour la culture des 

leptospires avant leur inoculation en microcosme. Il s’agit d’un milieu riche spécifique de la 

culture des leptospires. Chaque culture est incubée à 30°C sous agitation en condition aérobie 

(Faine, 1999). 
 

iii. Mise en place des microcosmes de solution de sols 
 
Préparation des solutions de sol 

 

Chaque sol conditionné est décongelé et réhydraté dans une proportion de 2:3 eau : sol sec. 

Pour obtenir le volume nécessaire à la mise en place du microcosme de solutions de sol et à 

leur dosage physicochimique par le LAMA, 480 g de sols sont utilisés. Le volume d’eau à 

ajouter est alors calculé en intégrant l’humidité résiduelle du sol. Ces données sont regroupées 

dans le tableau 2. Les mélanges sont alors incubés à 30°C, à l’obscurité et sous agitation 

durant 72 heures. Ce temps d’incubation a été choisi pour simuler une crue avec inondation 

durant 3 jours, avant ressuyage par les sols. Les solutions de sols sont ensuite obtenues par 

centrifugation des mélanges sol-eau pendant 20 minutes à 13000 g. Le surnageant est alors 

récupéré, correspondant à l’eau non absorbée par les particules du sol. 
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Tableau 2 Mise en eau des sols pour la préparation des solutions de sols 
 

Les sols ont été mis en eau dans les proportions  2/3 eau/sol sec. Le volume d’eau à ajouter a été 
calculé à partir du pourcentage d’humidité résiduelle de chaque sol et de la quantité de sol à utiliser. 

 

 
Références 

Humidité 
résiduelle 

Sol brut 
en g 

 
Eau ajoutée en mL 

1 SUD 25% 480 120 
2 SUD 12% 480 224 

3 PIROGUE 14% 480 208 
4 YATE 8% 480 256 
5 LAC8 5% 480 280 

6 CARENAGE 11% 480 232 
7 MARRE 9% 480 248 

8 RIVIERE 1% 480 312 
9 POYA 8% 480 256 

10 PLAGE 5% 480 280 
11 SOURCE 11% 480 232 
12a SCARE 9% 480 248 

12b REGENE 9% 480 248 
12c SAVANE 8% 480 256 

13 AMOS 1% 480 312 
14 BLANC 0% 480 320 

15 KOUMAC 4% 480 288 
16 KG 5% 480 280 

17 KG HC 6% 480 272 
18 KGS 2% 480 304 

19 KONIAMBO 5% 480 280 
20 POUEMBOUT 12% 480 224 

21 REGOSOL POUEMBOUT 7% 480 264 
22 PINDAÏ 5% 480 280 

23 SARRAMEA 5% 480 280 
24 SARRAMEA CREEK 2% 480 304 

25 POUEO 6% 480 272 
26 NERA 5% 480 280 
27 TENE 3% 480 296 

28 BOGHEN 5% 480 280 
29 ARABES 4% 480 288 
30 LA FOA 4% 480 288 
31 OUANO 6% 480 272 

32 NASSIRAH 3% 480 296 
33 OUENGHI 4% 480 288 

34 MANGO 10% 480 240 
35 TAMOA 7% 480 264 
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Afin de prendre uniquement en considération la composition physicochimique des solutions, 

les surnageants ont été filtrés successivement sur des filtres de différentes porosités, GF/C 

Whatman® (porosité environ 1,2 µm), puis membranes de nitrocellulose de porosité 0,45 µm 

et 0,22  µm pour  les analyses physicochimiques. Les éléments dosés sont répertoriés en 

annexe Va (dosages réalisés par le LAMA). Une dernière filtration des solutions de sols à 0,1 

µm (membrane en Polyfluorure de vinyldène (PVDF) hydrophile, Millex) a été effectuée 

stérilement pour être utilisée dans nos expérimentations en microcosme, certaines bactéries, 

notamment les leptospires, étant susceptibles de filtrer à 0,22µm. Les solutions de sols filtrées à 

0,1 µm ont été utilisées en microcosmes, comme décrit ci-après, dans les 24 heures qui ont 

suivi leur fabrication afin d’éviter une modification physicochimique de leur composition. 
 

Préparation et inoculation des microcosmes de solution de sol 
 

Les microcosmes de solutions de sols ont été réalisés en plaque 96 puits stérile (plaque de 

culture 96 puits, à fond plat, en polystyrène, Nunc). Chaque solution de sol a été inoculée 

avec une culture de L. interrogans Manilae à une concentration finale de 107 leptospires par 

puits. Pour éviter l’apport de nutriments dans les solutions de sols, les cultures de leptospires 

sont lavées avant inoculation, par centrifugation 12 minutes à 1000 g ; le culot est ensuite 

repris en eau ppi (pour préparation pour injection) stérile. Le témoin positif correspond à 

l’inoculation identique de 107  leptospires par puits dans 150 µL d’EMJH dilué à 10%. Les 

témoins négatifs correspondent aux solutions de sols et l’EMJH 10% sans inoculation. Les 

tests de survie en solutions de sols et le témoin positif ont été réalisés en triplicat. Les témoins 

négatifs, quant à eux, ont été réalisés en duplicat. Pour éviter les effets de bord et les 

contaminations ainsi que les phénomènes d’évaporation, les puits extérieurs et entre les 

échantillons ont été remplis avec de l’eau ppi stérile. 
 

Une fois inoculés, les microcosmes de solutions de sols ont été incubés à 30°C à l’obscurité. 
 
Suivi des microcosmes de solutions de sols 

 

La survie des leptospires a été évaluée 1 heure puis 3, 5 et 10 jours après inoculation pour 

chaque solution de sol. À chaque temps, l’activité métabolique des leptospires dans les solutions 

de sols a été mesurée par ajout de Bleu d’Alamar (Alamarblue™ cell viability reagent, 

Invitrogen) à 10% soit 15 µL pour 150 µL de solution de sol (Mouville and Benaroudj, 2020). 

Brièvement, le Bleu d’Alamar est un composé bleu (résazurine) qui est réduit en rose 

(résorufine) lorsqu’il est métabolisé par les cellules. Cette technique correspond donc à un 

indicateur de l’activité métabolique des leptospires en solution de sol. 
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Au temps suivant l’ajout de Bleu d’Alamar, 15 µL d’EMJH sont ajoutés aux puits restés 

bleus. Par exemple, si le Bleu d’Alamar est ajouté au temps J3, l’EMJH est ajouté dans les puits 

bleus à J5. L’ajout de milieu de culture à 10% final permet de savoir si les leptospires inoculés 

qui n’ont pas métabolisé le Bleu d’Alamar sont morts ou s’ils sont viables mais inactifs. En 

effet, l’apport en nutriments contenus dans le milieu permet de réactiver le métabolisme des 

cellules viables mais inactives qui pourront alors réduire la résazurine en résorufine. Les puits 

contenant des leptospires morts resteront bleus après ajout d’EMJH. 
 

Analyses des résultats 
 

Les  analyses  statistiques  des  résultats  de  survie  ont  été  réalisées  grâce  au  logiciel  R 

(Version 1.3.959). Dans un premier temps, les relations entre la composition physicochimique 

des solutions de sols et leur capacité à supporter la survie de leptospires pathogènes ont été 

investiguées grâce à une analyse factorielle multiple (AFM). Le paramètre survie à une semaine 

a été choisi dans les analyses statistiques décrites ci-dessous. 
 

Un modèle statistique "Support Vector Machine " (SVM) a été réalisé par Noé Ochida, 

doctorant à l’Institut Pasteur de Nouvelle-Calédonie et l’IRD-Nouméa, en langage de 

programmation Python. Ce modèle utilise la survie ou non des leptospires après une semaine 

d’incubation en solutions de sols comme variable à expliquer. Les variables explicatives 

correspondent aux dosages des composants physicochimiques des solutions de sols étudiées. 

Les modèles SVM permettent de contourner des problèmes méthodologiques tels que la 

multi-colinéarité entre plusieurs variables explicatives ou encore l’existence possible de liens 

non-linéaires complexes entre variables explicatives et réponses. 
 

Pour entrainer le modèle, les valeurs de la variable pH ont été normalisées c’est à dire qu’elles 

ont été transformées en valeurs absolues de l’écart entre la neutralité et le pH mesuré. La 

variable conductivité a, quant à elle, été standardisée par la formule [conductivité mesurée – 

moyenne] / écart-type. 
 

Un test de Mann-Whitney-U a permis de discriminer quatre variables à partir de solutions de 

sols capables de supporter ou non une survie des leptospires de plus d’une semaine. Ce test 

permet de comparer la distribution de deux populations à partir d’observations indépendantes 

les unes des autres. Il repose sur deux hypothèses qui correspondent à l’hypothèse nulle (H0) 

qui décrit comme égales les distributions des deux populations étudiées, et l’hypothèse 

alternative (H1) qui repose sur une différence dans les distributions des deux populations 

étudiées. Ici, les deux populations étudiées correspondent (1) aux solutions de sols qui 

permettent la survie des leptospires pathogènes après une semaine d’incubation et (2) aux 
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solutions de sols qui ne permettent pas cette survie. Ainsi, quatre variables sur 32 au total ont 

été sélectionnées pour la construction du modèle SVM à partir des résultats du test statistique 

de Mann-Whitney-U. 
 

Finalement, trois variables sur quatre sélectionnées ont été centrées et réduites avant d’être 

utilisées pour l’élaboration du modèle SVM. Tous les modèles SVM possibles, comprenant 

ces quatre variables explicatives, ont été entrainés selon une gamme de paramètres afin 

d’obtenir le meilleur modèle SVM. Les scripts correspondant à ces analyses sont décrits en 

annexe VI. 
 
 
 

iv. Mise en place des microcosmes de sols 
 
Préparation des microcosmes de sol 

 

Les échantillons de sols conservés à -20°C ont été décongelés et réhydratés deux jours avant 

leur utilisation en microcosme. L’étape de réhydratation consiste à ajouter le volume d’eau 

ppi nécessaire pour atteindre la valeur de capacité au champ ou pF3, auquel on soustrait un 

volume de 800 µL pour 10 g de chaque sol. Les 800 µL manquants seront ajoutés avec les 

leptospires au moment de l’inoculation. Les sols ainsi réhydratés ont ensuite été incubés à 

30°C pendant 48h dans le but de permettre une relative restructuration des sols étudiés. 
 
Préparation et inoculation des microcosmes de sol 

 

Les microcosmes de sols ont été réalisés à partir de 10 g de sols en pot à coproculture stérile. 

Chaque microcosme de sol a été inoculé avec une culture de L. interrogans Manilae L495 à 

une concentration finale de 1,76.107 leptospires /g de sol sec. À nouveau, pour limiter l’apport 

de milieu nutritif dans les microcosmes de sols, les leptospires sont lavés avant inoculation, 

par centrifugation 12 minutes à 1000 g et reprise du culot en eau ppi stérile. Après comptage 

en cellule de Petroff-Hausser, 800 µL de suspension de leptospires à une concentration finale 

de 2,2.108 leptospires/mL ont été inoculés de façon uniforme à la surface de chaque 

microcosme. 
 

Une fois inoculés, les microcosmes de sols ont été incubés à 30°C à l’obscurité. 
 
Pour confirmer la dégradation de l’ADN des leptospires morts dans les sols, des témoins de 

dégradation ont été réalisés. Dans ce cas, les leptospires contenus dans la suspension à 2,2.108 

leptospires/mL sont préalablement tués par chauffage une heure à 97°C avant l’inoculation de 

neuf sols en microcosmes. 
 

Suivi des microcosmes de sols 
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Le suivi des microcosmes de sols a été réalisé une heure et un jour après leur inoculation puis 

toutes les semaines jusqu’à deux mois post-inoculation et toutes les deux semaines jusqu’à 

quatre mois d’incubation. À chaque temps, l’ADN total contenu dans 250 mg prélevés de 

chaque microcosme a été extrait et le nombre de leptospires pathogènes a été quantifié par 

qPCR. Le suivi d’un microcosme est arrêté lorsqu’un microcosme est ressorti négatif en 

qPCR à deux temps successifs ou après 4 mois d’incubation. 
 

Extraction d’ADN génomique à partir d’échantillons de sols et PCR quantitative 
 

Chaque extraction d’ADN génomique a été réalisée à partir d’une masse de sol comprise entre 
 

245 et 255 mg grâce au kit d’extraction DNeasy PowerSoil® de Qiagen. Le principe de ce kit 

repose sur l’élimination des débris du sol et des inhibiteurs de PCR afin d’extraire et purifier 

l’ADN total présent de l’échantillon. Les extraits sont ensuite stockés à 4°C avant d’être 

quantifiés par qPCR ciblant le gène lipL32, codant une protéine de la membrane externe des 

leptospires, hautement conservée chez les espèces pathogènes (Stoddard, 2013). 
 

La  réaction  PCR  a  été  réalisée  comme  suit :  prémix  Perfecta  Toughmix  adapté  aux 

échantillons contenant des inhibiteurs (Perfecta qPCR Tough Mix, Quantabio), amorces lipL32-

45F et lipL32-286R à 0,4 µM final, sonde lipL32-189P à 0,13 µM. Les séquences des amorces 

et de la sonde utilisées sont résumées en figure 14. Le programme utilisé sur le thermocycleur 

LightCycler 480 (Roche Applied Science) était constitué d’une étape de dénaturation à 95°C 

pendant 10 minutes, suivie de 55 cycles de dénaturation 5 secondes à 

95°C et hybridation/élongation 15 secondes à 58°C en alternance. Les résultats de qPCR sont 

exprimés en nombre de leptospires par µL d’éluat de chaque échantillon (moyenne de 2 

réplicats), qui a ensuite été rapporté en nombre de leptospires par mg de sol. La survie des 

leptospires est exprimée en temps nécessaire à atteindre 3% de la concentration détectée 1 

heure après inoculation. 
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1 

en µL 

2 

5 

0,4 

0,4 

0,2 

8 

 

Préparation de la réaction PCR  
 
pour 

 
 
réaction 

 
 

Eau distillée 

Enzyme Perfecta Tough Mix (2x) 

Amorce lipL32-F (10 µM) 

Amorce lipL32-R (10 µM) 

Sonde lipL32-189P (6,5 µM) 

Total 

 

 
 
 

0,4 µM final 

0,4 µM final 

0,13 µM final 
 
 
+2 µL échantillon ADN 

 
 

Liste des amorces et sonde utilisées 
 

Références Type Séquences Bases 

lipL32-45F amorce sens AAG-CAT-TAC-CGC-TTG-TGG-TG 20 

lipL32-286R amorce anti-sens GAA-CTC-CCA-TTT-CAG-CGA-TT 20 

lipL32-189P sonde AAA-GCC-AGG-ACA-AGC-GCC-G 19 
 

 
Références Tm en °C %GC Masse molaire en g/mol 

lipL32-45F 60 50 6148,1 

lipL32-286R 58 45 6052 

lipL32-189P 62 63,2 7001.9 

 
Programme PCR sur LightCycler480 

 

Étapes Températures Durée Cycles 

Dénaturation 95°C 10 minutes x1 

Dénaturation 95°C 5 secondes x55 

Hybridation 58°C 15 secondes  
 
 

Figure 14 Mix réactionnel et programme PCR utilisés 
 
 
 

Analyses statistiques 
 

Les  analyses  de  données  ont  été  réalisées  grâce  au  logiciel  d’analyses  statistiques  R 

(Version 1.3.959).  Une  matrice  de  corrélation  ainsi  qu’une  analyse  en  composantes 

principales ou ACP ont été réalisées afin de relier la survie à la composition physicochimique 

des sols étudiés. Les scripts correspondant à ces analyses sont décrits en annexe VI. 
 

c.   Résultats 
 

i.  Occurrence des leptospires pathogènes à l’état natif 
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Dans un premier temps, l’occurrence des leptospires à l’état natif a été étudiée dans les 37 

sols collectés lors de la campagne de prélèvements en 2018. La présence de leptospires 

pathogènes a été investiguée par extraction d’ADN total et détection par PCR quantitative. 

Ces analyses ont permis de mettre en évidence la présence de leptospires pathogènes dans 10 

sols des 37 prélevés ce qui correspond à 27% d’échantillons positifs. La présence ou absence 

de leptospires à l’état natif n’a pas été étudiée en fonction des paramètres des sols, car les 

prélèvements ont été répartis sur environ 2 mois (mi-mai à mi-juillet 2018), avec des conditions 

météorologiques contrastées. 

 
 
 

ii. Survie de L. interrogans Manilae en solutions de sol 
 
La première approche utilisée pour déterminer les composants chimiques des sols qui 

influencent la survie des leptospires a consisté à tester la capacité de solutions de sols à 

permettre leur survie en microcosmes. Ces solutions de sols ont été réalisées à partir des 37 

échantillons de sols collectés en 2018.  La survie dans chaque solution de sol a été estimée 

grâce à une mesure d’activité métabolique comme décrit ci-dessus. Cette technique a permis 

de classer les solutions en fonction de leur capacité à supporter la survie de leptospires moins 

d’une heure, entre une heure et 3 jours, entre 3 et 5 jours, entre 5 et 10 jours ou plus de 10 

jours après inoculation. Ces catégories sont présentées dans le tableau 3. 
 

Tableau 3 Temps de survie de L. interrogans Manilae en solutions de sols 
 

Durée de survie <1 heure 1 heure à 3 jours 3 à 5 jours 5 à 10 jours >10 jours 
Nombre de sols 23 2 3 5 12 
Pourcentage 51,11 4,44 6,67 11,11 26,67 

 
 
On peut noter que plus de 50% de ces solutions de sols sont défavorables à la survie de 

leptospires pathogènes après seulement une heure d’incubation. À l’opposé, près d’un quart des 

solutions de sols permettent une survie pendant plus de 10 jours d’incubation. La capacité à 

supporter des survies dites intermédiaires est moins représentée. Elles correspondent, 

lorsqu’elles sont regroupées, à 22,22% des solutions de sols. Ces données ont mis en évidence 

des résultats très contrastés qui interrogent sur les éléments chimiques qui expliqueraient ces 

différences. À l’opposé, ces résultats confortent l’hypothèse d’un rôle important de la 

composition chimique des sols dans la persistance variable des leptospires dans l’environnement 

et, par suite, dans le risque environnemental de leptospirose. 
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Dans cet objectif, la composition physicochimique des solutions de sols a été analysée 

statistiquement afin de la mettre en relation avec les résultats de survie obtenus. D’abord, une 

analyse factorielle multiple ou AFM a été utilisée afin d’étudier le lien entre les propriétés 

physicochimiques des solutions de sol et leur capacité à supporter la survie de leptospires 

pathogènes. Cette analyse permet de réaliser une analyse en composantes principales (ACP) sur 

les variables quantitatives du jeu de données, ici les résultats de dosages des solutions de sols. 

Puis la répartition des échantillons est observée en fonction du paramètre de survie. La durée 

d’une semaine a été choisie comme seuil pour représenter le paramètre de survie en solutions 

de sols. Deux sols, de type haplic vertisol, n’ont pas été pris en compte lors de la réalisation de 

l’AFM. En effet, ces sols ont été prélevés à proximité d’une mangrove ce qui implique  un  

environnement  hypersalé  reconnu  comme  non  propice  à  la  survie  des leptospires ;  les  

concentrations  de  plusieurs  éléments,  notamment  sodium  et  chlorure, introduisaient une 

trop importante dispersion des données. De plus, nous avons choisi de représenter la variable 

pH en tant que pH normalisé, qui correspond à la valeur absolue de l’écart entre la neutralité et 

le pH mesuré (ainsi, pour une solution de sol à pH=7, le pH normalisé vaut 0, alors qu’il vaut 

1 pour une solution à pH=6 ou 8). La figure 15 représente les résultats de l’AFM. 
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Figure 15 Analyse factorielle multiple de la survie à une semaine de L. interrogans 

 

L’analyse a été réalisée sur la survie à une semaine de L. interrogans en fonction des caractéristiques chimiques des solutions de sols testées. Les points verts 



 

 

représentent les solutions de sols qui ont permis une survie des leptospires après une semaine d’incubation. Les points rouges correspondent aux solutions de 
sols qui n’ont pas permis de survie une semaine après inoculation. La dimension 1 explique 22,4% et la dimension 2 explique 12,6% des variations dans le jeu 
de données. 
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L’analyse de la contribution de chaque variable aux deux dimensions de l’AFM a permis 

d’identifier les variables conductivité et pH normalisé comme expliquant la dimension 1 et les 

variables Oxyde d’azote et Azote total dissous comme variables explicatives de la dimension 

2. Le regroupement de ces données, présenté en figure 15, a donc permis de déterminer que 

les variables qui expliquent le mieux la survie des leptospires pathogènes en solutions de sols 

sont la conductivité et le pH. Sur cette figure, la répartition du paramètre survie à une semaine 

révèle deux clusters. Les solutions favorisant la survie des leptospires une semaine après leur 

inoculation, en vert, représentent 39,5% des échantillons. L’AFM indique donc que les 

leptospires semblent mieux survivre dans des solutions de sols avec une faible conductivité et 

un pH proche de la neutralité. Malgré une répartition plus étendue des solutions de sols ne 

permettant pas aux leptospires pathogènes de survivre après une semaine d’incubation, les 

résultats ont suggéré une mort des leptospires due à une conductivité élevée et à un pH 

éloigné de la neutralité. 
 

Un modèle de type "Support Vector Machine" ou SVM, créé par Noé Ochida, a été généré 

afin de supporter ces premiers résultats statistiques. Ce modèle a été mis au point afin 

d’expliquer la survie de leptospires pathogènes après une semaine d’incubation en solutions 

de sols. Un test statistique de Mann-Whitney-U a permis de sélectionner les variables utilisées 

dans la construction du modèle SVM. 
 

Ainsi, quatre variables sur 32 au total ont validé l’hypothèse alternative H1, reposant sur une 

différence dans la distribution des deux populations étudiées, avec un seuil de significativité α 

= 0,01. Les résultats de comparaison des distributions des deux populations selon les quatre 

variables discriminées sont présentés dans le tableau 4. 
 

Tableau 4 Tests statistiques de Mann-Whitney-U 
 

Les résultats des tests sont indiqués sur les variables explicatives sélectionnées pour la construction du 
modèle  SVM.  Les valeurs  correspondent  aux médianes  de chacune  des deux  populations  étudiées 
selon les quatre variables discriminées. 

 

 Solutions de sols 

Variables explicatives Avec survie à une semaine Sans survie à une semaine 

pH normalisé 0,46 1,385 

Conductivité 186 692,5 

Fer 0,01 0,14 

Aluminium 0 0,04 

Le modèle SVM a ainsi été capable d’expliquer la survie des leptospires virulents grâce aux 
 

variables explicatives pH normalisé et conductivité des solutions de sols. La matrice de 
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confusion, résumée dans le tableau 5, permet de calculer la sensibilité, la spécificité et les 

précisions positives et négatives du modèle. 
 

Tableau 5 Matrice de confusion du modèle SVM 
 

Le modèle se base sur les paramètres pH et conductivité. Les sigles VP et VN correspondent respectivement 
au nombre de vrais positifs et vrais négatifs alors que les sigles FP et FN représentent respectivement le 
nombre de faux positifs et faux négatifs. Les valeurs encadrées en rouge ont été impliquées dans le calcul 
de la sensibilité du modèle alors que les valeurs encadrées en bleu ont été prises en compte  pour 
obtenir  la spécificité  du modèle.  De même, les valeurs  sur trame grise ont permis de connaitre la 
précision du modèle SVM. 

 

Prédiction 
Réalité 

 

Survie à une semaine 
 

Non-survie à une semaine 
 

 

Survie à une semaine 
 

VP = 14 
 

FN = 3 
 

17 

 

Non-survie à une semaine 
 

FP = 5 
 

VN = 21 
 

26 

  

19 
 

24 
 

 
 
 

Le modèle a pu prédire correctement la survie de leptospires pathogènes après une semaine 

dans 14 des 17 solutions de sols validées expérimentalement, ce qui correspond à une 

sensibilité du modèle de 82,3%. De même, la matrice de confusion a mis en évidence que 21 

solutions de sols qui ne permettent pas de survie des leptospires à une semaine ont été 

prédites correctement sur les 26 solutions de sols démontrées expérimentalement, 

correspondant à une spécificité du modèle de 80,8%. 
 

La précision du modèle correspond au nombre de solutions prédites correctement par rapport à 

l’ensemble des prédictions émises, qu’elles soient correctes ou non. Ainsi, la précision positive 

du modèle est de 73,7%, soit 14 solutions de sols prédites correctement sur un ensemble de 19 

solutions de sols prédites comme supportant la survie après une semaine d’incubation. À 

l’inverse, la précision négative du modèle a atteint 87,5% avec 21 solutions de sols prédites 

correctement sur 24 solutions de sols prédites au total, comme ne supportant pas la survie après 

une semaine d’incubation. 
 

La visualisation du modèle SVM, en figure 16, a mis en évidence cinq solutions de sols, qui 

ne permettent pas la survie de leptospires à plus d’une semaine d’incubation expérimentalement, 

au sein du noyau considéré par le modèle SVM comme à forte de chance de survie. La précision 

positive, plus faible que les autres indicateurs de performance du modèle, explique ces erreurs 

de prédictions. Les échantillons 4 YATE (sur deux réplicats), 15 
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KOUMAC, 19 KONIAMBO et 20 POUEMBOUT correspondent aux solutions de sols 

considérées comme des faux-positifs grâce à la matrice de confusion. 
 

À l’inverse, le modèle SVM a prédit trois solutions de sols comme ne permettant pas la survie 

de leptospires pathogènes après une semaine d’incubation alors que les expérimentations ont 

démontré leur survie. Il s’agit des échantillons 6 CARENAGE, 17 KG HC et 34 MANGO. 

Cependant, les emplacements de 6 CARENAGE et 17  KG HC sur la visualisation du SVM 

indiquent une faible probabilité de ces deux solutions de sols à ne pas supporter la survie à 

une semaine. Le modèle montre donc ici une légère imprécision contrairement à la troisième 

solution de sol qui est prédite comme ayant une forte probabilité de ne pas supporter la survie 

une semaine après son inoculation. 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figure 16 Visualisation du modèle SVM 

 

Le modèle a permis de prédire la survie de leptospires pathogènes en microcosmes en fonction du pH et de la conduc
abscisses correspond à la variable conductivité et le pH normalisé est représenté par l’axe des ordonnées. La surimpress
probabilité de survie des leptospires à une semaine prédite par le modèle. Plus la couleur est rouge, plus la probabilité
est forte. À l’inverse, la couleur bleue représente la faible probabilité des leptospires de survivre après une semaine d’incuba
respectivement à la survie et à la mort des leptospires après une semaine d’incubation en microcosmes, observée expéri
à une semaine prédite par le modèle sont représentées respectivement par les individus de couleur rouge et bleue. (Noé O
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iii. Survie de L. interrogans Manilae en microcosmes de sol 
 
Les tests de survie de leptospires virulents ont été réalisés en microcosmes à partir des 37 

échantillons de sols. La persistance de l’ADN a été évaluée par PCR quantitative jusqu’à 

quatre mois post-incubation ou jusqu’à ce que l’ADN ne soit plus détectable. 
 

Pour  chaque  sol,  la  concentration  en  ADN  quantifiée  une  heure  après  inoculation  est 

largement inférieure à la concentration d’inoculation calculée de 1,76.104 leptospires /mg de 

sol. En effet, 11 sols sur 37 ont une concentration en ADN inférieure à 528 leptospires /mg de 

sol ce qui représente 3% de la concentration initiale calculée. Cette différence pourrait certes 

être expliquée par la mort des cellules, mais également la dégradation de leur ADN pendant 

l’heure d’incubation dans le sol.   Néanmoins, l’efficacité de détection c’est à dire les 

rendements d’extraction et de PCR peut plus probablement être à l’origine de ces différences 

de concentrations quantifiées seulement une heure après inoculation. Par conséquent, la 

concentration en ADN à une heure d’incubation a été considérée comme la concentration 

initiale (Ci) du suivi en microcosme. 
 

Des travaux récents ont démontré une réduction brutale (3 Log décimaux) de la concentration 

en ADN de leptospires en 4 à 6 jours en microcosme de sol (Casanovas-Massana et al., 2018). 

Cette dégradation rapide de l’ADN dans les sols permet d’assimiler la détection d’ADN dans 

un échantillon de sol à la présence de cellules vivantes. Afin de confirmer ces données dans nos 

conditions expérimentales, 11 sols ont été inoculés avec une suspension de leptospires tués 

par chauffage et l’ADN de leptospires dans ces microcosmes a été quantifié jusqu’à dégradation 

complète. Les résultats sont résumés dans le tableau 6. 
 

Tableau 6 Temps de dégradation d’ADN de L. interrogans Manilae tués à la chaleur en microcosmes 
de sols 

 

Temps de dégradation (jours) <1 1 à 4 4 à 8 8 à 15 

Nombre de sols 2 5 1 3 

Pourcentage de sols 18,2 45,5 9,1 27,3 
 
 
Les  résultats  de  ces  tests  ont  montré  que  dans  certains  sols,  2  semaines  peuvent  être 

nécessaires à la complète dégradation de l’ADN de leptospires tués. Des vitesses de dégradation 

de l’ADN différentes ont été observées en fonction des sols. La majorité a montré une 

dégradation de l’ADN de leptospires après 4 jours d’incubation. Deux sols ont permis une 

dégradation de l’ADN en moins d’un jour alors que 27,3% des sols testés ont eu un temps de 

dégradation de l’ADN supérieur à 8 jours mais restant néanmoins inférieur à 15 jours post- 
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inoculation. Ces différences de vitesse de dégradation peuvent être expliquées par la faible 

concentration en bactéries et donc en enzymes de dégradation de l’ADN, présentes dans les 

sols naturels. Ceci peut notamment être dû au conditionnement des sols avant leur utilisation 

en microcosmes, notamment par séchage au soleil et congélation. 
 

Les premiers résultats issus des microcosmes de sols ont mis en évidence la survie de leptospires 

pathogènes plus de 5 mois après l’inoculation dans trois microcosmes, correspondant aux 

échantillons 6 CARENAGE, 8 RIVIERE et 19 KONIAMBO. La comparaison des courbes de 

survie des leptospires dans les 37 sols étudiés a permis de les catégoriser en fonction de leur 

capacité à supporter la survie de leptospires virulents L. interrogans Manilae L495. Les résultats 

sont représentés sous la forme de courbes Ct/Ci au cours du temps. Comme attendu, toutes les 

courbes ont montré une forte vitesse de décroissance dans  les  premiers jours  d’incubation. 

La  figure 17  montre l’exemple de  8 

courbes représentant la survie dans 8 microcosmes de sols différents. 
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Figure 17 Évolution du ratio Ct/Ci en fonction du temps. 

 

Ct représente la concentration mesurée au temps t et Ci la concentration initiale en leptospires dans les 
échantillons. Chaque courbe correspond à l’évolution du ratio Ct/Ci dans un microcosme de sol. La 
courbe noire pleine représente le sol 4, en pointillé le sol 9, et en tiret/pointillé le sol 12b. Les sols 16, 
27 et 34 sont respectivemet représentées par les courbes grise, orange et violette. Enfin, les courbes en 
pointillé bleue et verte correspondent respectivement aux sols 21 et 29. 
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Les courbes montrent toutes une décroissance brutale dans les premiers jours qui suivent 

l’inoculation des microcosmes avant de se stabiliser entre 0 et 10%. Les décroissances les 

plus rapides correspondent aux sols 3 PIROGUE, 7 MARRE, 14 BLANC, 20 POUEMBOUT 

et 27 TENE, qui présentent des courbes similaires. Ils atteignent des valeurs inférieures à 3% 

un jour après inoculation. À l’opposé, les sols 2 SUD, 8 RIVIERE et 16 KG correspondent 

aux sols permettant les survies les plus longues. Le ratio Ct/Ci ne devient inférieur à 3% qu’à 

partir de 56 jours soit environ deux mois d’incubation en microcosmes. Entre ces deux 

extrêmes, des valeurs inférieures à 3% sont atteintes en une semaine, en 15 jours et en 3 

semaines en  fonction des  sols.  Les  courbes montrent que les  sols  19  KONIAMBO,  29 

ARABES et 30 LAFOA ont atteint un ratio Ct/Ci inférieur à 3% après plus d’un mois 

d’incubation en microcosme, mais des fluctuations ont été observées jusqu’à la fin du suivi. 
 

La valeur représentant le temps pour atteindre 3% de la concentration initiale (Ci) correspond 

au seuil le plus discriminant choisi pour interpréter nos résultats de survie des leptospires dans 

les microcosmes de sol. Ce temps a été déterminé par interpolation à partir des courbes 

d’évolution de la concentration de l’ADN de leptospires dans les microcosmes. Ainsi, les sols 

ont été répartis en 7 groupes reflétant ce temps, représentés dans le tableau 7. Environ 8% des 

sols atteignent 3% de leur concentration initiale en moins d’un jour après inoculation. Une 

grande partie des sols (près de 43%) atteignent 3% de leur concentration initiale en 14 jours et 

plus de 16% en 3 semaines d’incubation. Finalement, près d’un quart des sols atteignent 3% 

de leur concentration initiale plus d’un mois après leur inoculation. 
 

Tableau  7  Temps  pour  atteindre  3%  de  la  concentration  initiale  de  L.  interrogans  Manilae  en 
microcosmes de sols 

 

Temps pour 3%Ci 1 jour 7 jours 14 jours 21 jours 1 mois 2 mois 

Nombre de sols 3 2 16 6 4 6 

Proportion de sols (%) 8,1 5,4 43,2 16,2 10,8 16,2 
 
 
 

Afin d’expliquer statistiquement les différences de survie entre les sols par leurs propriétés 

physicochimiques, différentes analyses statistiques ont été utilisées. Une matrice de 

corrélations, représentée en figure 18, a permis de faire ressortir deux corrélations positives 

significatives (p<0,05), avec des coefficients de corrélation supérieurs à 0,40, qui correspondent 

aux éléments nickel (Ni) et chrome (Cr). Trois corrélations négatives significatives (p<0,05), 

représentant les paramètres capacité au champ (pF3), Capacité d’Échange  de  Cations  (CEC)  

et  aluminium  (Al),  avec  des  coefficients  de  corrélation 
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également supérieurs à 0,40, ont été mises en évidence grâce à cette analyse. Les résultats de 

matrice de corrélations ont également montré des corrélations significatives avec le calcium 

(Ca.meq) et le sodium (Na.meq) avec des coefficients légèrement plus faibles de 0,39 et 0,38 

respectivement. 
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Figure 18 Matrice de corrélations 

 

comparant le temps pour atteindre 3% de la concentration initiale en leptospires et la composition 
physicochimique des sols étudiés. La matrice a été réalisée grâce au logiciel R (Version 1.3.959). La 
couleur bleue représente les corrélations positives entre les différents paramètres alors que la couleur 
rouge montre les corrélations négatives. L’intensité de la couleur dépend du coefficient de corrélation. 
Les  résultats  significatifs   sont  repérés  en  blanc  avec  p<0,001***,   p<0,01**   et  p<0,05*.  Les 
corrélations encadrées en noir correspondent aux résultats concernant le paramètre à expliquer "Temps 
pour 3% Ci". 
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Les résultats d’analyses en ACP, visualisés en figure 19, semblent en accord avec la matrice 

de corrélations puisque les éléments CEC, pF3 et aluminium sont également ressortis en tant 

qu’interactions négatives avec la survie. 
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Figure 19 Visualisation de l’analyse en composantes principales 

 

réalisée à partir des données de temps pour atteindre 3% de la concentration initiale en leptospires et la 
composition  physicochimique  des sols étudiés, à l’aide du logiciel R (Version 1.3.959). Le vecteur 
d’intérêt, correspondant au temps pour atteindre 3% de la concentration initiale en leptospires, est 
représenté  en  rouge.  Les  vecteurs  de  même  direction  impactent  positivement  alors  que  ceux  de 
directions  opposées  impactent  négativement  cette  survie.  Deux  vecteurs  à angles  droits  n’ont  pas 
montré d’influence l’un sur l’autre. 

 
 
 
Les   éléments   calcium   (Ca.meq)   et   sodium   (Na.meq)   semblent   également   affecter 

négativement la survie des leptospires pathogènes. Toutefois, l’analyse en ACP n’est que peu 
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influencée par les corrélations positives avec les éléments nickel et chrome, révélées par la 

matrice de corrélation. 

 
 
 

d.   Discussion 
 
Le rôle clé de l’environnement dans la transmission de la leptospirose est largement reconnu. 

Pourtant, le mode de vie et les mécanismes de survie des leptospires dans l’environnement 

demeurent mal connus. Acquérir de meilleures connaissances sur la survie environnementale 

des leptospires, et notamment les facteurs physicochimiques qui l’influencent est donc de prime 

importance. 
 

Les travaux effectués durant ma thèse sur la survie de leptospires pathogènes dans différents 

types d’environnements à l’origine des contaminations humaines ont été détaillés dans cette 

partie  du  manuscrit.  Des  microcosmes  de  sols  et  de  solutions  de  sols,  mimant  l’eau 

interstitielle de sols saturés lors de fortes pluies, ont été élaborés à partir d’échantillons de 

terrain. 
 

L’occurrence des leptospires pathogènes à l’état natif a été déterminée par détection de la 

présence d’ADN de leptospires dans les 37 échantillons de sols collectés. Il a ainsi été démontré 

une occurrence de leptospires du clade P1 dans 27% des échantillons natifs, soit plus d’un 

quart des sols testés, malgré une campagne de prélèvements réalisée principalement en dehors 

de la saison de plus forte incidence de la leptospirose. En dépit de l’absence d’analyses 

statistiques, ces résultats confirment la présence fréquente des leptospires pathogènes  dans  

l’environnement  hydrotellurique  calédonien  mise  en  évidence antérieurement (Thibeaux et 

al., 2018a, 2017). 
 

Les expériences de survie de leptospires en microcosmes de solutions de sol ou de sols ont été 

élaborées à partir d’échantillons de sols non autoclavés afin de préserver la composition 

physicochimique et l’intégrité structurale des sols. Les résultats de survie d’un même 

échantillon en microcosmes de solution de sols et de sols ne semblent pas concordants. De 

façon générale, les résultats obtenus ont montré des survies plus longues dans les sols que 

dans les microcosmes de solutions de sols. Utiliser les solutions de sols afin de prédire la 

survie de leptospires pathogènes dans les sols ne semble donc pas une méthode appropriée. 

Toutefois, l’analyse statistique des résultats de microcosmes de solutions de sols a permis 

d’identifier les paramètres pH et conductivité comme des facteurs influençant la survie des 

leptospires pathogènes en solution de sol. Les résultats obtenus suggèrent une meilleure 
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survie des leptospires dans des solutions de sols de faible conductivité et pH neutre. L’influence 

du pH sur les leptospires a été largement étudiée. Des travaux antérieurs ont démontré l’effet 

du pH sur la survie de différentes souches de leptospires pathogènes in vitro (Parker and 

Walker, 2011; Smith and Turner, 1961). Concernant la conductivité, il s’agit, à notre 

connaissance, du premier rapport illustrant son importance dans la survie de leptospires 

pathogènes dans l’environnement. L’influence négative de la conductivité était néanmoins 

attendue du fait que la conductivité d’un sol dépend essentiellement de sa salinité. 
 

Les études conduites durant ma thèse ont également mis en évidence différentes capacités des 

sols à supporter la survie des leptospires pathogènes. Ainsi, des survies de plus de 5 mois ont 

été observées dans trois sols sur 37 testés en microcosme. Sur la totalité des sols, les vitesses 

de décroissance dans les microcosmes ont permis de les classer en huit catégories représentant 

leurs capacités à supporter la survie des leptospires pathogènes. De façon intéressante, nos 

résultats ne montrent pas de relation claire entre la classification pédologique et la capacité à 

permettre une survie durable des leptospires pathogènes. L’analyse statistique de ces résultats a  

révélé  des  corrélations  significatives  avec  cinq  paramètres  physicochimiques 

caractéristiques des sols. Ainsi, le pathogène L. interrogans Manilae semble avoir une meilleure 

survie dans des sols à faible capacité d’échange cationique et capacité au champ et pauvres en 

aluminium, sodium et calcium. 
 

L’influence négative de la capacité au champ pF3 sur la survie des leptospires est surprenante 

du  fait  de  la  corrélation  de  la  pF3  avec  la  quantité  d’eau  présente  dans  un  sol  et  de 

l’importance de l’humidité dans la survie des leptospires (Borowik and Wyszkowska, 2016). 

Ce résultat pourrait s’expliquer par le fait que la pF3 correspond à la part d’eau liée fortement 

aux particules d’un sol, laquelle n’est donc pas nécessairement intégralement disponible pour 

les microorganismes du sol. Les résultats similaires entre la faible capacité d’échange 

cationique et les faibles concentrations en Sodium et Calcium étaient attendus puisque la mesure 

de cette capacité d’échange cationique prend en compte, par définition, la capacité d’un sol 

à retenir les cations comme le potassium, le magnésium, le calcium et le sodium. De plus, cette 

propriété des sols a été démontrée comme étant corrélée positivement avec la capacité de 

rétention d’eau des sols et donc avec la capacité au champ (Munroe, 2006). 
 

La matière organique semble jouer un rôle dans la survie des leptospires pathogènes dans les 

sols. Les analyses statistiques des résultats de microcosmes de sols ont mis en évidence des 

corrélations entre cette survie et les paramètres Azote Kjeldahl et Carbone organique. 

Cependant, ces  résultats n’ont pas  été  confirmés dans  les  solutions de  sols.  Au  vu  des 
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premières analyses statistiques en solutions de sols, nous nous sommes demandé si des éléments 

non dosés pourraient jouer un rôle dans la survie des leptospires pathogènes en solutions de 

sols. Dans ce cadre, une étude préliminaire a été menée afin d’évaluer la matière organique dans 

10 solutions de sols. Ainsi, la matière organique dissoute fluorescente ou fDOM  a  été  évaluée  

par  spectrofluorométrie  à  l’IRD  de  Nouméa  par  Laura  Boher (CRESICA). Brièvement, 

la nature de la matière organique dissoute est caractérisée en fonction de l’intensité et de la 

localisation de composés fluorescents connus, sur des spectres d’excitation et d’émission en 3 

dimensions (Coble et al., 1998; Parlanti et al., 2000). La fDOM ne correspond toutefois 

qu’à une fraction limitée de la matière organique dissoute totale (Coble et al., 1998). Les 

résultats, résumés en annexe VII, ont révélé une nature et des quantités différentes de la fDOM 

en fonction des solutions de sols testées. Deux composés supposés de type humique, un 

composé supposé de type fulvique et un composé supposé de type tryptophane ont été détectés 

comme composants majeurs de la fDOM dans les échantillons testés. Les quatre composés 

détectés, et en particulier le composé de type tryptophane, semblent avoir une influence 

négative sur la survie à 10 jours des leptospires pathogènes en solution de sol. En milieu 

naturel, le composé supposé de type tryptophane est issu de la dégradation de substances 

humiques terrestres. La présence d’un composé de type tryptophane est un indicateur d’une 

activité microbienne au sein des sols dont sont issues nos solutions de sols utilisées pour les 

caractérisations de fDOM (Osburn et al., 2012). 
 

Ces résultats préliminaires montrent l’intérêt de prendre en considération la matière organique 

comme facteur pouvant influer sur la survie environnementale des leptospires virulents. 

L’augmentation du nombre d’échantillons testés permettrait de renforcer et préciser ces 

résultats. 
 

Des études pionnières ont mis en évidence la survie de leptospires virulents pendant plus de 6 

mois dans des microcosmes de sols, de type argileux, saturés en eau (Okazaki and Ringen, 

1957). D’autres études ont confirmé la survie et la virulence de leptospires en microcosme de 

sol après 6 semaines d’incubation (Hellstrom and Marshall, 1978). Plus récemment, la 

persistance de l’ADN et la viabilité de leptospires virulents ont été étudiées en microcosme de 

sols et d’eau (Casanovas-Massana et al., 2018). Les deux eaux et deux sols, de compositions 

différentes, utilisés dans cette étude, ont été stérilisés par autoclavage avant inoculation en 

microcosme. Cette étape permettant de s’affranchir des interactions entre micro-organismes 

ayant une influence sur la survie des leptospires peut également être à l’origine d’une 

modification de la composition des eaux et de la structure des sols (Wolf et al., 1989). Les 
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auteurs ont mis en évidence la survie de L. interrogans jusqu’à 3 semaines dans un des deux 

sols étudiés (Casanovas-Massana et al., 2018). En parallèle, Lall et collaborateurs se sont 

intéressés à l’influence de la composition du sol sur la présence de leptospires dans les sols à 

l’état natif dans les îles indiennes Andaman et Nicobar où la leptospirose est endémique (Lall 

et al., 2018). Grâce à l’analyse de plus de 220 échantillons de sols, les auteurs ont mis en 

évidence une présence de leptospires pathogènes à l’état natif dans 13,8% des sols en zone 

endémique contre 5,4% en zone non-endémique. En comparaison, nos travaux ont révélé une 

occurrence de leptospires du clade P1 à l’état natif dans 27% des échantillons testés. Ces 

résultats sont probablement en relation avec le caractère endémique de la leptospirose en 

Nouvelle-Calédonie. 
 

Cette même étude a permis d’identifier des corrélations négatives entre la présence de 

leptospires pathogènes in situ et certains paramètres du sol tels que le calcium ou encore la 

Capacité d’Échange Cationique (Lall et al., 2018). Ces résultats montrent donc l’influence 

négative de ces paramètres sur la présence de leptospires pathogènes dans les sols, tout 

comme nos résultats montrent cette même influence sur leur survie dans nos microcosmes 

visant à mimer l’environnement. 
 

Ce chapitre transcrit ici une étude de grande ampleur qui s’intéresse à expliquer la survie 

environnementale de leptospires pathogènes par les différences de composition 

physicochimique  du  milieu  en  investiguant  un  nombre  important  de  paramètres  sur  un 

nombre significatif de sols. 
 

Le caractère pionnier de ces travaux a impliqué une part importante d’optimisation des 

designs expérimentaux dont les limitations concernent notamment le traitement des échantillons 

de sols et leur utilisation au sein des microcosmes. Par exemple, le conditionnement par séchage 

au soleil des échantillons de sols a pu affecter leurs caractéristiques physicochimiques. Ces 

modifications pourraient expliquer certaines limites de nos suivis en microcosmes de solutions 

de sols et de sols. 
 

Lors du processus de préparation des solutions de sols, les sols sont saturés en eau pendant 72 

heures afin de permettre les échanges d’éléments chimiques du sol. Cependant, ce temps 

d’incubation reste insuffisant pour obtenir l’empreinte réelle du sol dans l’eau, c’est à dire 

pour  représenter  réellement  l’eau  interstitielle  du  sol.  Pour  cette  raison,  le  dosage  des 

éléments chimiques a été réalisé sur les mêmes solutions de sols que celles utilisées en 

microcosme. 
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La préparation des solutions de sols est une étape chronophage, qui demande le travail de 

plusieurs manipulateurs notamment du fait de l’impossibilité de conserver ces solutions de 

sols, pour ne pas observer de modifications physicochimiques. Les sols argileux ont été 

particulièrement difficiles à traiter puisqu’ils nécessitent un grand volume d’eau. De plus, leur 

capacité à retenir l’eau en fait des sols dont il est difficile d’extraire les solutions de sols par 

centrifugation. 
 

Lors de la mise en place des microcosmes de sols, l’utilisation de la valeur de pF3 pour 

réhydrater les sols peut être discutable. En effet, les volumes correspondant à pF3-800 µL (cf. 

Matériels et méthodes) de chaque sol n’étaient pas suffisants pour réhydrater la totalité des 10 

grammes de sol de certains microcosmes. L’homogénéisation des microcosmes après 

hydratation a pu répondre à cette problématique avec toutefois un risque d’agrégation des 

particules de sols par exemple dans le cas des sols argileux. Le suivi de ces microcosmes a, de 

plus, montré que les sols semblent s’assécher à partir de 3 semaines d’incubation. L’évaporation 

de l’eau contenue dans le sol a été observée sur les parois et le couvercle des microcosmes. De 

façon surprenante, la détection de leptospires est restée possible plusieurs mois malgré cet aspect 

sec. 
 

Lors de l’étude du suivi en microcosmes de sols, des fluctuations du ratio Ct/Ci ont été 

observées. Ces pics pourraient être expliqués par une répartition hétérogène des leptospires au 

sein du microcosme. Une étude récente, à laquelle j’ai participé, a étudié la formation de biofilm 

par des leptospires, y compris pathogènes du clade P1, dont L. interrogans sérovar Manilae 

L495 (Thibeaux et al., 2020). Le biofilm est ainsi considéré comme une forme de résistance des 

leptospires dans l’environnement. Il est ainsi possible que les pics observés sur les courbes 

Ct/Ci, soient dus au prélèvement pour l’extraction d’ADN de zones de sols contenant des 

agrégats voire du biofilm de leptospires. 
 

Globalement, la lourdeur des expérimentations sous les deux formes de microcosmes n’a pas 

toujours permis de réaliser de réels réplicats indépendants. Il s’agit d’une des principales 

limitations à ces études en microcosmes liée, entre autres, à l’impossibilité de conserver les 

solutions de sols afin de ne pas modifier leur composition physicochimique, comme observé 

antérieurement dans des eaux minérales. De même, le suivi en microcosmes de sols a consisté à 

extraire l’ADN de 37 sols à plusieurs temps, ce qui a représenté un total de 514 extractions 

d’ADN de sols, qui explique également l’absence de réplicats. 
 

D’un point de vue expérimental, le nombre de sols étudiés a semblé important pour le traitement 

des échantillons. Cependant, l’étude de 37 sols n’est pas suffisante pour obtenir 
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une puissance statistique ayant du poids dans l’analyse de données. Dans la même idée, le 

modèle SVM, établi pour expliquer la survie des leptospires pathogènes en microcosmes de 

solutions de sols, pourrait être affiné et rendu plus puissant avec l’entrée de nouvelles valeurs. 
 

Finalement, l’étude rapportée ici a permis de regrouper un grand nombre de données sur la 

survie des leptospires dans l’environnement calédonien. Ces informations pourront être 

précisées par de plus amples analyses. En particulier, la collecte d’un nombre plus important 

d’échantillons  de  sol  augmenterait  la  puissance  des  analyses  statistiques.  Ainsi,  les 

corrélations possibles entre la présence de leptospires dans les sols calédoniens et leurs 

compositions physicochimiques pourraient être confirmées. De même, l’ajout de données de 

survie, notamment avec plusieurs souches de leptospires virulents, pourrait mener à 

l’élaboration d’un modèle de survie des leptospires pathogènes dans différents types 

d’environnements hydrotelluriques. Plus précisément, il serait intéressant d’étudier plus en 

détails les éléments associés à la survie prolongée des leptospires ou au contraire à la mort 

rapide des cellules, en les testant individuellement ou dans des designs expérimentaux 

plurifactoriels sous forme de microcosmes de solutions synthétiques ou semi-synthétiques. 
 

Plus généralement, cette étude a permis d’apporter des informations de qualité sur les 

paramètres physicochimiques intervenant dans la survie des leptospires pathogènes dans 

l’environnement hydrotellurique. Ces données contribuent ainsi à une meilleure compréhension 

de la transmission environnementale de la leptospirose, notamment mais pas uniquement en 

Nouvelle-Calédonie. Compte-tenu du risque élevé de leptospirose pour la population 

calédonienne, limiter l’exposition aux leptospires dans l’environnement constitue un véritable 

enjeu de santé publique afin d’améliorer la prévention de cette maladie potentiellement mortelle. 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
 
 
 

Synthèse des résultats 
 
Depuis 2016, les travaux réalisés à l’Institut Pasteur de Nouvelle-Calédonie ont grandement 

contribué à la recherche sur la composante environnementale de la leptospirose. Mes travaux 

de thèse se sont déroulés dans un contexte de réorganisation de la phylogénie du genre 

Leptospira dû à la découverte d’une importante diversité des leptospires présents dans 

l’environnement. Associées au fait que l’origine principale des contaminations humaines est 

l’environnement, ces évidences ont éveillé particulièrement notre curiosité sur le mode de vie 

des leptospires en dehors d’un organisme hôte. 
 

En parallèle de mon projet de thèse, les travaux menés à l’Institut Pasteur de Nouvelle- 

Calédonie et auxquels j’ai participé, ont mis en lumière une relation inattendue entre la faible 

capacité de virulence de nouvelles espèces et leur position phylogénétique au sein des groupes 

alors nommés pathogènes et intermédiaires (Thibeaux et al., 2018b). Cette étude souligne 

l’intérêt d’une nouvelle classification du genre Leptospira et propose alors de distinguer, au 

sein du groupe des leptospires pathogènes, les souches faiblement virulentes. Grâce à des 

travaux plus récents, le genre Leptospira est à ce jour organisé en deux groupes, pathogène et 

saprophyte, qui sont chacun subdivisé en deux sous-groupes, désignés comme Pathogène 1 (P1, 

ancien groupe des pathogènes), Pathogène 2 (P2, anciennement intermédiaires), Saprophyte 1 

(S1, ancien groupe des saprophytes) et Saprophyte 2 (S2, nouveau groupe de saprophytes) 

(Vincent  et  al.,  2019).  De  cette  façon,  la  phylogénie des  leptospires  reste toutefois corrélée 

avec la notion de leur virulence vis-à-vis des mammifères. Ce large remaniement de la 

phylogénie au sein du genre Leptospira repose sur l’augmentation de la diversité connue des 

leptospires durant ces dernières années, grâce à la découverte de nouvelles espèces de 

leptospires à partir d’échantillons environnementaux. L’Institut Pasteur de Nouvelle-Calédonie 

a largement participé à cet essor en isolant et décrivant 18 nouvelles espèces issues de 

l’environnement en Nouvelle-Calédonie (Thibeaux et al., 2018a; Vincent et al., 2019). Ces 

études ont permis de tripler la diversité connue au sein du genre Leptospira qui compte 

aujourd’hui 64 espèces validement décrites. 
 

De façon intéressante, ces travaux de recherche, couplés avec des études antérieures, montrent 

une diversité des leptospires plus importante dans les sols que dans les eaux (Baker and 

Baker, 1970; Henry and Johnson, 1978; Wilson and Fujioka, 1995). Ces résultats supportent 

l’hypothèse selon laquelle les sols correspondent à l’habitat principal des leptospires. La 
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remise en suspension des leptospires, liés aux particules du sol, lors de fortes pluies et crues 

permettrait donc l’acheminement des leptospires vers des points d’eau, source de contamination 

humaine. 
 

Une partie de mon travail de thèse a été de confronter cette hypothèse à l’ensemble des 

connaissances scientifiques actuelles par la réalisation d’une revue systématique de la 

littérature, publiée dans le journal PLoS ONE (Bierque et al., 2020b). Cette étude a permis 

d’illustrer l’importance des outils de séquençage haut débit, l’étude comparative des génomes 

complets permettant d’en savoir davantage sur le mode de vie des leptospires dans 

l’environnement et sur l’acquisition de la virulence au sein du genre Leptospira. Elle dévoile 

un intérêt grandissant des scientifiques travaillant sur la leptospirose pour les études 

quantitatives sur l’occurrence et la survie des leptospires dans l’environnement hydrotellurique. 

Les données synthétisées confirment l’abondance des leptospires dans les sols plutôt que 

dans l’eau, et ainsi notre hypothèse considérant le sol comme habitat principal et donc réservoir 

des leptospires pathogènes. Il est connu que les leptospires saprophytes ont un mode de vie 

environnemental. L’originalité de notre hypothèse repose ici sur l’idée que le mode de vie 

tellurique est également celui que les leptospires pathogènes virulents, responsables d’infections 

humaines, empruntent lors de leur phase de vie environnementale. Dans ce contexte, le but de 

ma thèse a été de comprendre comment ces leptospires sont capables de survivre dans un 

environnement hydrotellurique jusqu’à l’infection d’un nouvel hôte. 
 

La communauté scientifique a montré récemment son intêret pour considérer la leptospirose 

comme risque sanitaire d’orignie hydrique. Ceci se traduit par exemple par le fait de l’inclure 

dans le projet mondial de renforcement des aspects sanitaires et de sécurité autour de l’eau, 

nommé "Global Water Pathogen Project". Le chapitre dédié aux leptospires et à la lepotpsirose,  

co-rédigé  par  l’Unité  de  Recherche  et  d’Expertise  sur  la  Leptospirose  de l’Institut Pasteur 

de Nouvelle-Calédonie et auquel j’ai participé dans le cadre de ma thèse (Annexe III), a 

permis d’analyser les données existantes sur l’occurrence et la persistence des leptospires  dans  

l’environnement.  Ainsi,  des  outils  disponibles  pour  la  détection  de leptospires à partir 

d’échantillons environnementaux ont pu être mis en évidence. Dans le même temps, les 

données d’occurence des leptospires détéctés à partir de différentes sources d’eau ont été 

regroupées et une synthèse des études disponibles sur la survie des leptospires dans l’eau a pu 

être établie. Cette synthèse a montré que peu d’études s’interressent à la survie des leptospires 

dans ce compartiment environnemental. 
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Afin de combler ce manque de connaissance, un des objectifs de ma thèse a été d’évaluer la 

survie et le maintien de la virulence de souches de leptospires dans différentes eaux bien 

caractérisées. Ce projet, dont les résultats ont été acceptés pour publication dans le journal 

Current Microbiology en juillet 2020, a permis de confirmer la capacité de leptospires 

pathogènes à survivre plus d’un an en eau sans apport en nutriment (Bierque et al., 2020a). Il 

s’agit également, à notre connaissance, du premier rapport décrivant une infection directe 

d’un animal sensible par un leptospire après une longue incubation dans ces conditions 

défavorables. Les résultats de ce travail ont aussi permis d’émettre l’hypothèse d’un état 

physiologique original de survie des leptospires dans ces conditions aqueuses défavorables. 
 

L’hypothèse de  remise en  suspension,  lors  de  fortes  pluies  et  de  crues,  des  leptospires 

associés aux particules du sol nous a, quant à elle, mené à la question de la survie des leptospires 

dans des environnements telluriques saturés en eau. Des microcosmes de solutions de sols ont 

permis d’identifier le pH et la conductivité comme paramètres capables d’influencer la survie 

des leptospires pathogènes. L’analyse statistique des résultats suggère une meilleure survie des 

leptospires dans des solutions de sols à pH neutre et de faible conductivité. À notre 

connaissance, il s’agit de la première étude qui démontre expérimentalement l’influence 

potentielle de la conductivité sur la survie des leptospires virulents. 
 

Des résultats préliminaires, obtenus au cours de ma thèse, suggèrent également que la quantité 

et la nature de la matière organique en solution pourraient avoir un rôle dans la survie 

environnementale des leptospires virulents. La matière organique dissoute, fraction de la 

matière organique totale, semble avoir un impact négatif sur la survie de leptospires pathogènes 

en solution de sol. Nos données semblent indiquer qu’un sol riche en matière organique n’est 

pas propice à la survie de leptospires pathogènes. 
 

La dégradation d’un sol s’accompagne souvent d’une diminution de sa matière organique. Par 

exemple, la partie superficielle d’un sol, composée majoritairement de matière organique 

issue de la biomasse végétale, peut être dégradée du fait du fouissage et du piétinement par 

des espèces envahissantes comme le cerf ou le cochon en Nouvelle-Calédonie. De même, les 

feux de forêt brûlent cette litière végétale organique et mettent à nu les sols, entrainant un 

appauvrissement de la matière organique du sol. L’appauvrissement des sols pourrait donc 

modifier leur capacité à permettre la survie de leptospires pathogènes. Ainsi, le risque 

d’exposition à la leptospirose pourrait être augmenté avec la dégradation des sols. Ces travaux 

méritent d’être poursuivis pour confirmer ou infirmer cette hypothèse. 
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Les travaux, présentés ici, de survie des leptospires pathogènes en microcosmes de sols 

constituent une étude de grande ampleur qui s’intéresse à corréler cette survie environnementale 

avec la composition chimique des sols testés. Dans ce contexte, une survie de plus de 5 mois a 

été mise en évidence dans 8%, soit 3/37 échantillons testés. Les données ont permis d’identifier 

huit profils de survie différents en fonction des sols testés. Ainsi, les résultats suggèrent une  

meilleure survie  des  leptospires virulents dans  des  sols  à  faible capacité d’échange 

cationique et capacité au champ ainsi que pauvres en Sodium et Calcium. 
 

En parallèle, l’étude de la présence des leptospires à l’état natif a montré une occurrence de 

leptospires du clade P1 dans 27% des sols collectés en Nouvelle-Calédonie dans le cadre de 

ma thèse. Cette occurrence n’a pas pu être reliée avec la composition physicochimique des 

sols  prélevés,  du  fait  du  faible  nombre  d’échantillons  testés  et  des  délais  entre  les 

prélèvements de ces 37 échantillons. 

 
 
 

Limites de mes recherches 
 
Ma thèse a permis d’initier un travail important de rassemblement de données sur les 

écosystèmes favorables ou non à la survie des leptospires pathogènes afin d’avoir une meilleure 

connaissance de l’habitat environnemental des leptospires. 
 

Le nombre important de données générées résulte de la mise en place de tests de survie 

chronophages et nécessitant des moyens humains importants. La lourdeur de ces 

expérimentations au cours de ma thèse n’a pas permis de répliquer certains tests, diminuant de 

ce fait la puissance statistique des résultats présentés. De façon similaire, la majorité de mes 

travaux de thèse ont reposé sur 37 prélèvements de sols en Nouvelle-Calédonie. Cet 

échantillonnage  est  trop  faible  pour  générer  des  données  suffisamment  robustes  pour 

construire un modèle de survie des leptospires dans les sols. Il est donc important de noter ici 

que nous ne pouvons parler que de tendances de paramètres expliquant la survie des leptospires. 
 

Les   paramètres  analysés   pour   étudier   leur   influence   sur   la   survie   des   leptospires 

correspondent majoritairement aux éléments chimiques qui composent les sols et solutions de 

sols. Seuls les éléments tels que la capacité au champ, le pH et la conductivité ont permis de 

prendre en considération les propriétés physiques des sols, bien que le pH et la conductivité 

soient fortement liés à la composition ionique des sols. L’impact des paramètres physiques 

n’a donc pas été investigué plus en détail. Pourtant, des essais d’analyse granulométrique ont 
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été réalisés mais ces résultats ont montré des discordances avec la texture attendue des sols. 

Ces différences sont potentiellement dues aux traitements des échantillons, notamment par 

séchage au soleil mais aussi à un prélèvement de l’échantillon non homogène avant analyse. 

Une optimisation du conditionnement et de la méthode de prélèvement des échantillons 

permettrait d’obtenir des résultats granulométriques pouvant être reliés à l’occurrence et à la 

survie des leptospires dans les sols. Par exemple, la représentativité d’un échantillon pourrait 

être améliorée en rassemblant et homogénéisant plusieurs prélèvements effectués dans un rayon 

de 20 mètres autour du point de référence repéré par ses coordonnées GPS (méthode proposé 

par l’arrêté boue du 8 janvier 1998, précisant la norme AFNOR X31-100). 
 

Mon projet de thèse s’est intéressé à la survie des leptospires sous forme libre dans 

l’environnement. Cependant, il a été démontré que les microorganismes sont capables de 

coopérer dans des assemblages complexes afin de mieux exploiter les ressources nutritives et 

de résister à des conditions environnementales défavorables (Hall-Stoodley et al., 2004). Les 

leptospires sont connus pour leur haute sensibilité face aux environnements stressants. Il y a 

donc de fortes probabilités pour qu’ils aient développé des interactions uniques afin de mieux 

survivre et persister dans la nature. Cette idée émergente a été confirmée par la découverte 

d'un biofilm produit par des leptospires pathogènes (Ristow et al., 2008; Trueba et al., 2004). 

Les biofilms naturels, souvent composés de plusieurs espèces, pourraient fournir un abri aux 

leptospires pathogènes, leur permettent de survivre à long terme dans des environnements 

défavorables (Vinod Kumar et al., 2015). La formation de biofilm par les leptospires a été 

étudiée en parallèle de ma thèse par Roman Thibeaux, jeune chercheur dans l’Unité de 

Recherche et d’Expertise sur la Leptospirose. Cette étude, à laquelle j’ai participé de manière 

expérimentale, a été valorisée récemment par la publication d’un article scientifique dans le 

journal NPJ Biofilms and Microbiomes présenté en annexe VIII (Thibeaux et al., 2020). 

 
 
 

 
 
Figure 20 Page de titre de la publication  « The zoontic pathogen  Leptospira interrogans mitigates 
environmental stress through cyclic-di-GMP-controlled biofilm production » 

 

paru en 2020 dans le journal NPJ Biofilms and Microbiomes 
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Pour combler le manque de connaissance sur l’habitat et les préférences écologiques des 

leptospires pathogènes, le projet ASSurPluHyT a été mis en place par l’unité de Recherche et 

d’Expertise sur la Leptospirose de l’Institut Pasteur de Nouvelle-Calédonie. Son but est de 

décrire l’habitat et le mode de vie des leptospires pathogènes ainsi que d’étudier la dispersion 

des leptospires dans l’eau lors de fortes pluies. Ce travail pluridisciplinaire, financé par le 

programme "Au fil de l’eau" du CRESICA (Consortium pour la Recherche, l’Enseignement 

Supérieur et l’Innovation en Nouvelle-Calédonie), fait appel à des connaissances en 

microbiologie, hydrologie, hydrochimie et géochimie de l’Institut Pasteur de Nouvelle- 

Calédonie, l’Institut de Recherche et Développement et l’Université de Nouvelle-Calédonie. 

ASSurPluHyT a fait l’objet d’un chapitre d’ouvrage, présenté en annexe IX, auquel j’ai 

participé. Mon projet de thèse a fait partie intégrante de cette étude dont la stratégie est 

d’allier  un  travail  de  terrain  avec  des  manipulations  en  laboratoire  afin,  notamment, 

d’identifier et caractériser les sols favorables à la survie des leptospires. 



107 

 

 

 
 
 

ASSURPLUHYT (volet  1) 
Aspects sanitaires des eaux de surface : 
une approche pluridisciplinaire de la contamination 
hydrique par la leptospirose sur un site pilote à Touho 

 
 

 
 

Programmation du préleveur automatique sur une des parcelles d’étude à Touho – © C. Goarant/IPNC 
 

La leptospirose  est une zoonose (maladie commune à 
l’homme et certains animaux) d’origine bactérienne 
sévère de répartition  mondiale. Responsable de plus 
d’un million de cas et près de 60 000 morts chaque 
année, elle affecte tout particulièrement les populations 
rurales d’Océanie, continent où son incidence est la plus 
élevée au monde. La contamination, saisonnière et liée 
aux fortes pluies, se fait au contact de sols ou d’eaux 
contaminés. 

 
En dépit de cette exposition élevée de la population  et de la 
sévérité potentielle de la maladie dont les leptospires 
pathogènes sont responsables, le mode de vie et les 
mécanismes  de survie dans l’environnement de ces 
bactéries sont mal connus. Le projet ASSURPLUHYT 
(2018-2020)  vise à combler ces lacunes en décrivant 
l’habitat et les préférences écologiques des leptospires 
pathogènes et les modalités de leur mise en suspension 
dans les eaux lors des pluies. 

 
En Nouvelle-Calédonie, 15 à 200 cas sont identifiés 
par an et la maladie est responsable de décès chaque 
année (entre 1 et 18 par an depuis 1997). De meilleures 
connaissances de la survie des leptospires dans l’envi- 
ronnement et de la durée de leur présence dans les eaux 
lors des pluies permettront d’améliorer la prévention. 

 
Approche, méthode 
et compétences mobilisées 

 
Le projet mobilise des compétences en microbiologie, 
hydrologie, hydrochimie et géochimie de l’IPNC, l’IRD 
et l’UNC. L’approche choisie combine des observations, 

 
des prélèvements de terrain et des études en labora- 
toire. Elle se décompose en deux volets visant à : 
 
- identifier et caractériser les sols favorables à la survie 

des leptospires ; 
- quantifier la présence de leptospires dans l’eau pen- 

dant et après les crues. 
 
Terrain(s) d’étude 
 
Les terrains d’étude tiennent compte de ces deux volets. 
Du fait de la rareté des eaux de surface et de la mala- 
die aux îles Loyautés, les échantillons de sols ont été 
prélevés uniquement sur la Grande Terre. Ces sols ont 
été sélectionnés de manière à représenter la diversité 
pédologique de l’île. 
 
Touho a été choisi pour y mener la recherche hydrologique 
car la leptospirose y a une forte incidence. Le site d’étude 
est le bassin versant de la Thiem, initialement aménagé 
pour des études hydrologiques dans le cadre d’un projet 
régional  « Restauration  des Services Écosystémiques 
et Adaptation  au Changement  Climatique  », RESCCUE 
(2014-2019),  et dont les équipements ont été renfor- 
cés  par  la province  Nord  et le CRESICA. Ce projet a 
été financé par l’Agence française de développement 
(8,5 millions d’euros) et il associe la Polynésie française, 
Fidji, Vanuatu et la Nouvelle-Calédonie. 
 
Trois parcelles de surfaces et de pentes comparables, 
représentant des couverts végétaux contrastés, sont 
aujourd’hui étudiées : savane à niaoulis, forêt impactée 
par les cerfs et les cochons sauvages et forêt mise en 

 
 

Au fil de l’eau, Nouméa 2019 - 17 
 
 
 
Figure 21 Page de couverture du chapitre d’ouvrage sur le projet ASSurPluHyT 
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Mises en perspectives 
 
Le projet SpiRAL porté par l’Unité de Recherche et d’Expertise sur la Leptospirose s’inscrit 

dans la continuité du projet ASSurPluHyT. SpiRAL est une étude de grande ampleur financée 

par l’Agence Nationale pour la Recherche qui vise à proposer une vision complète du mode 

de vie et de la transmission environnementale des leptospires. Ainsi, la recherche sur l’origine 

environnementale de la leptospirose bénéficiera d’une compréhension plus globale du rôle de 

l’environnement dans la persistance et la dynamique de dispersion des leptospires, et donc de 

l’exposition aux leptospires pathogènes. Ces connaissances cruciales permettront d’améliorer 

les interventions de prévention et de contrôle en santé publique, améliorant ainsi la santé de la 

population.  Un  premier  objectif  du  projet  SpiRAL  est  de caractériser  les  paramètres 

abiotiques qui influencent la survie des leptospires dans les sols et l’eau. Il pourra ainsi 

compléter les données acquises durant ma thèse grâce à un échantillonnage de 150 sols et 

sédiments. Le but est de permettre une meilleure représentativité de la diversité des sols 

calédoniens. De manière similaire, les tests de survie prévus génèreront une importante base 

de   données,   permettant   une   meilleure   puissance   statistique   lors   des   analyses.   La 

granulométrie du sol fera l’objet d’une étude particulière car elle constitue l’un des facteurs 

physico-chimiques pouvant jouer un rôle dans la survie environnementale des leptospires. 

Plus particulièrement la taille des particules du sol auxquelles s’associent les leptospires sera 

investiguée. Ainsi, il sera possible de décrire avec précision les interactions entre les leptospires 

et les particules du sol. Le projet SpiRAL s’intéresse également à l’étude des interactions entre 

les micro-organismes du sol et les leptospires dans l’environnement. Une analyse  

métagénomique  permettra  de  décrire  le  microbiote  associé  à  la  présence  de leptospires 

dans les sols et sédiments. La survie des leptospires sous forme de biofilm dans le milieu naturel 

sera aussi explorée, ainsi que les interactions possibles entre leptospires pathogènes et 

microorganismes eucaryotes. Notamment, les amibes libres environnementales ont été décrites 

antérieurement comme habitats de germes pathogènes (Molmeret et al., 2005). La co-occurrence 

dans les eaux de surface du genre Leptospira et d’amibes libres environnementales dans des 

eaux de surface (Delafont et al., 2016) a ainsi amené à proposer l’hypothèse selon laquelle les 

amibes pourraient jouer un rôle protecteur des leptospires dans un environnement défavorable 

à leur survie. Des études préliminaires ont été réalisées durant ma thèse afin d’identifier le type 

d’interactions entre amibes libres environnementales et leptospires. Cependant, des biais in 

vitro et l’utilisation d’une diversité limitée de souches d’amibes libres environnementales 

n’ont pas permis de confirmer cette hypothèse. 
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Enfin, cette étude pluridisciplinaire ambitionne de modéliser la dynamique de dispersion des 

leptospires lors de fortes pluies entrainant crues et inondations. Un site pilote, entièrement 

instrumentalisé pour des études hydrologiques, permettra de générer les données nécessaires à 

cette modélisation. Ce site a constitué une zone de prélèvement pour mon projet de thèse où 

des leptospires pathogènes ont été détectés. 
 

En les regroupant avec des données spatiales, l’ensemble des résultats générés permettra de 

construire des modèles réalistes du risque de leptospirose. Ils permettront d’établir une 

cartographie du risque de leptospirose qui prendra en considération les variables et paramètres 

environnementaux, écologiques et climatiques pertinents. 
 

L’hypothèse de l’augmentation du risque d’exposition à la leptospirose dans des écosystèmes 

dégradés dans lesquels les sols sont appauvris en matière organique serait également 

intéressante à explorer. Dans un premier temps, la relation entre nature et quantité de la 

matière organique et survie des leptospires pathogènes pourrait être étudiée. La détection 

insitu de leptospires pathogènes dans des échantillons de sols serait ainsi potentiellement 

reliée à une caractérisation et un dosage de la matière organique composant ces mêmes 

échantillons. Lall et collaborateurs ont ainsi mis en évidence une association négative entre la 

présence de leptospires pathogènes du clade P1 et la quantité de matière organique dans le sol 

(Lall et al., 2018). La survie pourrait également être investiguée au laboratoire grâce à la mise 

en  place de  microcosmes à  partir  d’échantillons caractérisés sur  lesquels la  quantité de 

matière organique pourrait varier. Les données générées seraient d’une grande importance 

afin de sensibiliser davantage sur des notions de risques pour la santé humaine liés à la 

détérioration du milieu naturel, dans une approche One Health. 
 

Les études actuelles portant sur le mode de vie des leptospires, dont ma thèse, s’intéressent 

essentiellement  à   la   caractérisation  de   l’habitat  hydrotellurique  dans   son   ensemble. 

Cependant, les sols constituent un environnement complexe et structuré dans lequel existe de 

nombreux gradients physicochimiques. L’existence d’une niche écologique plus précise des 

leptospires est donc probable au sein des sols, dépendant de critères physicochimiques 

indispensables à leur survie. Les leptospires sont des microorganismes aérobies pour lesquels 

la teneur en eau joue un rôle déterminant. Le chapitre précédent a en effet suggéré une 

relation négative entre la survie des leptospires pathogènes et la capacité au champ d’un sol. 
 

Le profil hydrique d’un sol se traduit par une augmentation de la teneur en eau avec la 

profondeur, jusqu’à atteindre un sol saturé en eau (Fouché and Hirschauer, 2013). Avant cette 

saturation, l’espace entre les particules d’un sol est comblé par un mélange d’eau et de gaz, 
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créant un gradient d’oxygène inverse à celui de l’eau. Lüdemann et collaborateurs ont démontré 

des concentrations en oxygène allant de 140 µM à la surface d’un sol immergé à des valeurs non 

détectables à partir de seulement 2 mm de l’interface eau / sol (Lüdemann et al., 

2000). Au vu de leurs préférences écologiques, une hypothèse peut être que les leptospires 

sont susceptibles, par leur mobilité, d’adapter leur profondeur dans un sol pour obtenir le 

meilleur compromis entre leurs besoins en eau et en oxygène. De plus, la sensibilité des 

leptospires aux rayonnements ultraviolets (UVs) (Stamm and Charon, 1988) peut permettre 

d’expliquer une niche écologique des leptospires en profondeur, à l’abri de ces rayonnements. 

Une équipe japonaise a récemment découvert que la mobilité de certains leptospires pouvait 

être  modulée  par  la  lumière  (Nakamura,  2019).  Cette  capacité  à  répondre  à  un  stress 

lumineux, en augmentant leur vitesse de déplacement, pourrait correspondre à une stratégie de 

survie des leptospires dans l’eau, en condition ensoleillée, afin de retourner dans les sols, à 

l’abri des rayonnements UVs. 
 

Récemment, Thibeaux et collaborateurs ont étudié la présence de leptospires dans les sols le 

long de ce gradient et en s’affranchissant du gradient d’eau, grâce aux prélèvements de sols 

par carottage horizontal des bords d’une rivière (Thibeaux et al., 2017). Ainsi, des leptospires 

pathogènes ont été détectés tous les centimètres jusqu’à une profondeur de 5 cm (données non 

publiées). Ces résultats suggèrent une influence du gradient d’oxygène sur la survie des 

leptospires pathogènes dans les sols et par conséquent son impact sur la profondeur optimale 

de leur habitat. Une étude antérieure indique une survie des leptospires saprophytes dans les 

couches humides des sols lors de périodes sèches (Saito et al., 2013). Les auteurs ont, en effet, 

détecté la présence de leptospires saprophytes à 3 cm de profondeur, correspondant à une 

humidité supérieure à 10%, y compris après une période de sécheresse où l’humidité du sol 

descend à environ 8%. Sur le même site de prélèvement, aucun leptospire n’avait pu être 

détecté en surface, soit à une humidité proche de 3%, indiquant l’incapacité des leptospires à 

résister en conditions sèches. À la suite d’une pluie, la même souche a pu être mise en évidence 

dans le sol superficiel. Ces données mettent en lumière l’idée d’un déplacement vertical des 

leptospires dans les sols en fonction de leur taux d’humidité. Ce déplacement pourrait 

également être modulé par le gradient d’oxygène des sols. Notamment, la saturation en eau du 

sol, lors de périodes de précipitations, a un impact certain sur ce gradient en diminuant le taux 

d’oxygène. Ainsi, la capacité des leptospires à se déplacer serait déterminante  pour  leur  survie  

dans  les  sols.  Cette  hypothèse  de  mobilité  verticale  des 
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leptospires dans les sols, contrôlée entre autres par les gradients d’oxygène et d’eau, est 

schématisée en figure 22. 
 

 
 
Figure 22 Schéma synthétisant l’hypothèse de mobilité verticale des leptospires en fonction des 
précipitations 

 
 
Au vu de l’importance de l’environnement dans la transmission de la leptospirose, investiguer 

cette hypothèse fournirait des informations importantes à la compréhension de son 

épidémiologie. De même, l’étude en détail du sol, considéré comme réservoir de leptospires, 

permettrait de comprendre davantage les stratégies de survie des leptospires in natura, jusqu’à 

l’infection d’un nouvel organisme hôte. Ainsi, de meilleures connaissances de l’aspect 

environnemental de la leptospirose offriront de nouvelles cibles pour améliorer les stratégies 

de  contrôle  et  de  prévention  de  la  maladie,  applicables  à  d’autres  infections 

environnementales. 
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Abstract 
 

Despite recent advances in our understanding of the genomics of members of the genus Leptospira, little is known on how 
virulence has emerged in this heterogeneous bacterial genus as well as on the lifestyle of pathogenic members of the genus 
Leptospira outside animal hosts. Here, we isolated 12 novel species of the genus Leptospira from tropical soils, significantly 
increasing the number of known species to 35 and finding evidence of highly unexplored biodiversity in the genus. Extended 
comparative phylogenomics and pan-genome analyses at the genus level by incorporating 26 novel genomes, revealed that, 
the traditional leptospiral ‘pathogens’ cluster, as defined by their phylogenetic position, can be split in two groups with 
distinct virulence potential and accessory gene patterns. These genomic distinctions are strongly linked to the ability to 
cause or not severe infections in animal models and humans. Our results not only provide new insights into virulence 
evolution in the members of the genus Leptospira,  but also lay the foundations for  refining the classification of the 
pathogenic species. 

 
 
 

DATA SUMMARY 
1. Leptospira isolates are described in Table S1 (available  in 
the online version of this article) and locations of isolation 
are shown on Fig. S1. 

 

2. Genomes have been deposited in GenBank; accession 
numbers are given in Table S2. 

 

3.  Overall genomic  relatedness indices are  presented  in 
Tables S3 (ANI) and S4 (AAI). 

 

4.  The protein domain abundance  matrix is shown in 
Table S6 (xls file). 

 
 

INTRODUCTION 
Pathogenic  species of the genus Leptospira cause leptospiro- 
sis, an emerging zoonosis worldwide with high prevalence 
in  tropical low-income countries.   Leptospirosis   affects 
1 million  and kills 60 000 people  annually, but remains 
poorly documented  and often underestimated  [1].  The 

burden of leptospirosis and its economic cost are significant 
and similar to that of other important neglected tropical  dis- 
eases,  including schistosomiasis,  leishmaniasis  and lym- 
phatic filariasis [2]. Pathogenic  leptospires  are maintained 
in the renal tubules of asymptomatic reservoir animals, fre- 
quently  rodents, and are excreted through  the urine, con- 
taminating the environment,  where they can survive  for 
months. Environment-mediated  contamination  is consid- 
ered to be  the major source  of transmission to humans. 
Other animals, including livestock and companion animals, 
can also get infected and develop leptospirosis. 
 

The genus Leptospira (phylum  Spirochetes) is highly hetero- 
geneous and genetically distinct from other bacteria, being 
currently divided into 22 species and more than 300 sero- 
vars. Phylogenetic  analysis, initially based on the 16S rRNA 
gene but later on whole-genome sequences, showed that the 
genus is separated into three monophyletic  clusters named 
‘saprophytes’,  ‘intermediates’ and ‘pathogens’.  The ‘sapro- 
phytes’ are environmental  species which  are rapidly  cleared 
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in animal models, and are non-pathogenic  to humans and 
other animals. The ‘intermediates’ have   been   recently 
described in both humans and animals, but infection of the 
classical animal models for acute leptospirosis  with these 
species cannot  reproduce  the disease. Life-threatening  spe- 
cies like Leptospira interrogans, which is the dominant path- 
ogenic  species    worldwide,   are   classified    within   the 
‘pathogens’ cluster and can infect every  mammal. Con- 
versely, Leptospira kmetyi belongs to the ‘pathogens’ cluster 
but has been isolated  only from soil and never recovered 
from animals [3], calling the ecological  coherence of the 
current classification into question. 

 

The molecular bases of leptospiral pathogenicity, virulence 
and persistence  remain at the onset of  understanding, 
mainly because pathogenic   species are  fastidious  and not 
prone to genetic manipulations, hampering the experimen- 
tal discovery and validation of virulence determinants [4]. 
Alternatively, comparative   genomics  has  uncovered  key 
aspects of genomic adaptations to virulence [5, 6] but rele- 
vant questions still remain to be answered,  fundamentally 
about the mechanisms that led the leptospiral  ancestor to 
evolve from a saprophytic   lifestyle  into mammal-adapted 
pathogens. Consequently,  a systematic evaluation  of the 
relationship  between genomic traits’ evolution and virulence 
potential requires to be established [7]. 

 

In this work we reveal a significant  amount  of unexplored 
taxonomic diversity within the genus Leptospira  by isolat- 
ing 12 novel  species from soils in areas of endemic lepto- 
spirosis. Using comparative   phylogenetics,  pan-genome 
analyses  and in vivo models of infection we demonstrate 
that the ‘pathogens’ cluster is heterogeneous, being  com- 
posed of  both virulent and low-virulence strains with 
remarkable genomic distinctions.  Our results provide new 
insights  into virulence evolution in the genus  Leptospira 
and indicate that the current classification  of leptospiral 
species should  be revised. 

 
METHODS 
Ethics statement, patient contact and authorization 
for interview 

Institut Pasteur in New Caledonia has been the country ref- 
erence and only laboratory for the biological  diagnosis of 
human leptospirosis from 1980 to 2016. The patients were 
identified by a  positive diagnostic quantitative  PCR and 
notified to the New Caledonian  Health Authority, which 
also investigates cases through interviews. Oral consent was 
requested by the Health Authority to meet with the patient, 
visit and collect environmental   samples in the suspected 
infection sites. The detailed  procedure  has been described 
previously [8]. 

 

Study sites 

Six sites were chosen based on the good acceptance of the 
project by the patients and custom chiefdom [Kon'e, Touho 
(two sites), Ponerihouen (two sites) and Yat'e]. All sites were 
within Melanesian tribal areas  and three (Kon'e  and two 

 
IMPACT STATEMENT 

Water-associated exposures are the main risk factors 
for leptospirosis, a complex disease with a multitude of 
infecting serovars, a broad reservoir host range, non- 
specific clinical manifestations and difficult diagnosis. To 
assess the diversity of environmental members of the 
genus Leptospira, we isolated and sequenced members 
of the genus Leptospira from hot spots of leptospirosis. 
General analysis of these genomes provided unprece- 
dented insight into the diversity of the genus Leptospira. 
We described  a total of 12 novel species, including spe- 
cies belonging to the cluster of potentially infectious lep- 
tospires. Surprisingly, novel species from the pathogenic 
cluster failed to produce an infection in animal models. A 
detailed analysis of accessory genomes revealed clear 
differences within this pathogen cluster between virulent 
species and others failing to cause infection. This sheds 
new light into the evolution and acquisition of virulence in 
this highly heterogeneous genus. 

 
 
sites in Touho)  were also included  in a previous  study [8]. 
These sites are indicated  on Fig. S1 together with the 30 year 
average temperatures  (minima and maxima) and rainfall of 
the closest  meteorological  stations  (retrieved from  the 
M'et'eo France free online public database). 
 
Collection and processing of environmental 
samples on site 

Leptospira collection permits were obtained from the North 
(# 60912-2002-2017/JJC)  and South (Arrêt'e  1689-2017/ 
ARR/DENV) Provinces of New Caledonia. Environmental 
investigations  were started a few weeks after the presumed 
human infection dates and after recovery of the patients, 
between March  and June 2016. The soils selected to attempt 
culture of members of the genus Leptospira  and isolation 
were chosen following  discussions on site with the patients, 
based on environmental  exposure of the patient on the day 
of probable contamination.  The samples mostly included 
river soils, but also moist soils at a distance from any water- 
way if  suggested  by patient interviews  (muddy walking 
tracks, agricultural  soils). Most samples from the study sites 
were collected less than 20 meters one from one another; 27 
soil samples were used to isolate members of the genus Lep- 
tospira. Samples were collected and processed on site as fol- 
lows:  approximately 5 g   topsoil  was    collected from 
riverbanks (from 10 cm below to 1 m above water level), 
walking track or culture fields  from a  core sample (3 cm 
large by 5–7 cm height). Each soil sample was placed into a 
15 ml sterile Falcon tube within 2 h of collection and vigor- 
ously shaken with 5–10 ml sterile water. The soil particles 
were allowed to settle for 5–15 min and 2 ml of supernatant 
were filtered through a sterile 0.45 µm filter into a tube filled 
with 2.5 ml of 2x EMJH medium. Alternatively, the process 
was repeated the next day at the laboratory, leaving more 
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time for particles to settle, then culturing  without filtration. 
Finally,  we added  500 µl of 10x  concentrated   STAFF,  a 
combination of selective agents for isolation of members of 
the genus Leptospira made of sulfamethoxazole, trimetho- 
prim, amphotericin B, fosfomycin, and 5-fluorouracil [9]. 
Culture tubes from the field were transported within 12 h at 
ambient temperature to the laboratory, where they were put 

0 
in an incubator at 30 C. Alternatively, they were directly 

Average Nucleotide Identity (ANI) and the Average Amino 
acid Identity (AAI). Both indices were automatically calcu- 
lated using two-way BLAST + blastn and blastp [15] compari- 
sons as previously  implemented   [16], using the Taxxo R 
package (https://github.com/giraola/taxxo). 
 

To build a standard phylogeny  the 16S rRNA gene sequen- 
ces were extracted  from whole genomes (the genome of Lep- 

T 

placed in the incubators when prepared in the laboratory. tonema illini  DSM 21528 was included   as an outgroup) 

 
Leptospira isolation 

Cultures  were checked daily by dark-field microscopy for 
the  growth  of  spirochetes.   When  contaminants were 
observed, the cultures tubes were subcultured  with STAFF 
after filtration through a 0.45 µm membrane filter. When 
spirochetes  were observed,  a 50 µl and a 200 µl volume of 
the culture at various dilutions  was plated onto EMJH agar 

0 
and incubated at 30 C until individual  subsurface colonies 
were visible. Most of individual colonies started to appear 
after 3 days of incubation, and at day 10 all plates were posi- 
tive with 10 to 100 colonies of members of the genus Lepto- 
spira.  One to five characteristic  subsurface individual 
colonies were collected from each plate for confirmation of 
a morphology  typical  of members of the genus Leptospira 
by dark field microscopy before clonal subculture in liquid 
EMJH (Table S1). 

 

Whole-genome sequencing 

Genomic DNA was prepared by collection of cells by centri- 
fugation from an exponential-phase culture and extraction 
with a MagNA Pure 96 Instrument  (Roche). Next-genera- 
tion sequencing was performed  by the Mutualized Platform 
for Microbiology (P2M) at Institut Pasteur, using the Nex- 
tera XT DNA Library Preparation kit (Illumina), the Next- 
Seq  500 sequencing  system  (Illumina) and the CLC 
Genomics Workbench 9 software (Qiagen) for analysis. The 
quality of the initial assemblies was improved  with SPAdes 
[10] and a post-assembly improvement   pipeline  [11], the 
resulting draft genomes were automatically  annotated with 
Prokka [12]. Draft genomes were submitted  to Genbank, 
accession numbers  are available in Table S2. 

 

Taxonogenomics, pan-genome and phylogenetic 
analyses 

A comprehensive  set of draft and closed genomes that rep- 
resents  the currently described  leptospiral species  was 
retrieved from the PATRIC database  [13]. Most of these 
genomes have been previously   used to study the genomic 
evolution of the genus Leptospira [5]. The final dataset was 
composed of available  genomes (n=22,  because whole 
genome  sequences for Leptospira idonii were not publicly 
available, but including the reference genome of Leptospira 
venezuelensis sp. nov. currently under description by mem- 
bers of our group [14]) and those sequenced in this study 
(n=26). 

 

To determine the relationship of each sequenced genome to 
previously described or novel leptospiral  species, we calcu- 
lated two Overall Genetic Relatedness Indices (OGRIs):  the 

using BLAST +  blastn against the 16S  ribosomal RNA 
sequence  database  at the NCBI. Sequences  were aligned 
with MAFFT [17] and phylogenetic reconstruction  was per- 
formed with FastTree v.2.1 [18] using the GTR substitution 
model and 1000 replicates to calculate bootstrap values. 
 

To build a genome-wide high-resolution  phylogeny of the 
whole genus Leptospira and using the Leptonema illini DSM 
21528T genome as the outgroup  (n=49),  a set of highly con- 
served core genes (present  in at least 95 % of the genomes) 
was identified  by comparing  each genome against the egg- 
NOG  v3.0 database [19] specifically customized for the phy- 
lum Spirochaetes (spiNOG) using HMMER v3.1b2 [20]. A 
set of 671 genes were identified,  concatenated  and aligned 
with MAFFT [17] (total alignment  length  was 778 190 bp). 
Phylogenetic  reconstruction   was performed as  described 
above. Pairwise patristic  distances were calculated from the 
resulting  tree using the APE package [21]. 
 

Comparative pan-genome analyses were performed over the 
set of genomes belonging to the ‘intermediates’ (n=15) and 
‘pathogens’ (n=17) clusters.  The pan-genome  was recon- 
structed  using an in-house  pipeline (available  at https:// 
github.com/iferres/pewit).  Briefly, for every  genome,  each 
annotated  gene was scanned against the Pfam database [22] 
using HMMER3 v3.1b2 hmmsearch  [20] and its  domain 
architecture  was recorded (presence and order). A primary 
set of orthologous  clusters was generated by grouping  genes 
sharing exactly   the  same   domain architecture. Then, 
remaining genes  without hits against  the Pfam database 
were compared  with  each  other at protein level using 
HMMER3 v3.1b2 phmmer and clustered using the MCL 
algorithm [23]. These coarse clusters were then split using a 
tree-prunning algorithm which allows discrimination 
between orthologous and paralogous  genes. Functional cate- 
gory assignments  to each  orthologous  cluster were per- 
formed with BLAST + blastp against the Clusters of Ortholog 
Groups  (COGs)  database [24]. The Jaccard distance  over 
accessory gene patterns  was calculated  with   the package 
ade4 [25]. Cluster-defining accessory genes were identified 
with K-pax2 [26] by running its Bayesian clustering method 
over the pan-genome matrix with default parameters. Paral- 
ogous genes were defined  as those orthologous clusters with 
more than one gene copy in at least one genome and the 
Bray–Curtis  distance was calculated with the package Vegan 
[27]. Protein domains  were extracted by comparing  each 
genome annotation  against the Pfam database [23] using 
HMMER3 v3.1b2 hmmsearch  [20]. A domain abundance 
matrix was created by recording the number of occurrences 
of each  domain in  each  genome  and this was  used  to 
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perform a Discriminant  Analysis of Principal Components 
(DAPC) as implemented in package adegenet [28]. To iden- 
tify genes contributing highly to the observed clustering we 
used the PCA loadings and adjusted them to a normal  distri- 
bution. Then those genes with loadings departing more than 
two standard deviations (SD) from the mean were selected. 
Bray–Curtis distances  from  the abundance  patterns of 
selected genes were calculated  as explained  above. Tests of 
proportions and Mann–Witney U were calculated in R [29]. 

 
Virulence of novel species 

To evaluate if isolates of the novel pathogenic and interme- 
diate species  were virulent, 7–8-week-old  golden Syrian 
hamsters  (males and females)  and 8-week-old  Oncins- 
France 1 (OF-1, outbred) mice (males and females) whose 
progenitors originate from Charles River Laboratories, were 
infected by intraperitoneal injection of 2x108 leptospires in 
pure culture. Similar infections were performed with ham- 
sters and mice, which were similarly infected with Lepto- 
spira interrogans  serovar  Manilae strain L495 (2x106 

per animal)  and Leptospira borgpetersenii serogroup Ballum 
strain B3-13S  (2x108   per animal). Hamsters  were  eutha- 
nized by carbon dioxide inhalation 4.5 days after infection 
and the blood collected from heart puncture  was cultured in 
EMJH. The urine of mice was collected 7–8 days after infec- 
tion, DNA was extracted and analyzed by a real-time PCR 
targeting the conserved regions of the 16S rRNA gene rrs 
[30]. After two weeks,  mice were euthanized  by carbon 
dioxide  inhalation.  One kidney was collected and its DNA 
extracted  and analyzed  using the same  PCR.  All experi- 
ments were replicated twice  on different days  and using 
independent  bacterial  cultures.  Animal experiments  were 
conducted according to the guidelines of the Animal Care 
and Use Committees of the Institut Pasteur of Paris and of 
New Caledonia, and followed European Recommendation 
2007/526/EC. Protocols and experiments were approved by 
the Animal  Care and Use Committees of the Institut Pasteur 
in New Caledonia. 

 
RESULTS 
Culture isolation, identification and phylogenetic 
position of novel species 

Using a previously   described  [9] combination of selective 
agents that facilitates the isolation of leptospires from com- 
plex environmental samples, we isolated 26 strains of mem- 
bers of the genus Leptospira  from tropical soils from six 
sites in New Caledonia, where the disease is endemic (Fig. 
S1 and Table S1). 

 

Whole-genome sequences of all 26 isolates were determined 
(genome statistics are presented in Table S2). To assign the 
novel species to the traditional leptospiral phylogenetic clus- 
ters we built a full-length  16S rRNA gene phylogeny  (Fig. 
S2). By comparing  the identity of full-length 16S rRNA gene 
sequences,  we could assign  a  few isolates  to previously 
described  leptospiral   species (100 % nucleotide  identity). 
However,  the remaining isolates  had unique  sequences, 

suggesting the presence of unknown species. We calculated 
both the average nucleotide  identity (ANI) and the average 
amino acid identity (AAI) of the 26 isolates against  each 
other and to the 22 previously described species of the genus 
Leptospira  (see Methods   and Tables  S3 and S4).  Fig. 1a 
shows the relationship  between genomes according  to the 
standard ANI and/or AAI threshold >95±1 %. This analysis 
confirmed the presence of 12 novel species of the genus Lep- 
tospira,  thus extending  by 55 % the number of species 
within this genus. 
 

As 16S rRNA gene sequence conservation  prevents precise 
separation of some well-defined species of the genus Lepto- 
spira [5], we then built a high-resolution  phylogenetic tree 
based on the concatenated  coding  sequences of 671 lepto- 
spiral core genes (also occurring  in Leptonema illini) (see 
Methods). This phylogeny not only reproduced the typical 
topology with the three main clusters  designated  as patho- 
gens, intermediates and saprophytes but also confirmed  the 
position of  the 12 novel species   as  separate   branches 
(Fig. 1b). Three of them were classified with the pathogens 
(later designated sp. nov. patho 1–3), five novel species were 
identified as intermediates (later designated sp. nov. inter 1– 
5) and four novel  species were assigned to the saprophytes 
(later designated sp. nov. sapro 1–4). Interestingly, the three 
novel species assigned  to the pathogens  presented  a basal 
position with respect  to the previously identified species 
within this group and were closer to the tree root (Fig. S3). 

 
Accessory gene patterns recapitulate virulence 
potential 

The description of novel species assigned to both pathogens 
and intermediates prompted  us to evaluate their relative vir- 
ulence using animal models. Infection  with virulent strains 
is associated  with systemic infection with bacteremia and 
usually with severe acute disease in susceptible animals such 
as hamsters  [31], and with an asymptomatic infection lead- 
ing to renal colonization and urinary shedding in mice and 
rats [32]. Fig. 2a shows the infection profiles of one repre- 
sentative isolate per novel species identified  as a member of 
the pathogens and intermediates, in comparison with the 
virulent references Leptospira  interrogans  strain L495 and 
Leptospira borgpetersenii   strain  B3-13S. The  hamsters 
infected with these virulent strains  showed signs of acute 
infection  3–4 days   after  infection  (decreased   activity, 
anorexia, ruffled fur and jaundice visible at the oral mucosa 
and skin levels) and renal colonization   was evidenced in 
mice one and two weeks after infection. In contrast, ham- 
sters infected with the novel species displayed  no alteration 
in behavior, aspect or appetite and no culture was obtained 
from their blood and no leptospiral DNA was detected in 
the urine or the kidney of mice infected  with the same 
strains. These results indicate  the inability of these novel 
species to establish acute infection  or renal colonization in 
these  animal models.  This is in marked contrast  to the 
behavior of virulent pathogens like Leptospira interrogans 
and Leptospira  borgpetersenii,  suggesting  the hereinafter 
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Fig. 1. Phylogenetic position of the novel species. (a) Circos diagram showing the relationships between leptospiral genomes based 
on overall genomic relatedness indices (OGRIs). The inner violet ribbons connect pairs of genomes if they share >95 % average nucleo- 
tide identity (ANI) and average amino acid identity (AAI). Blocks represent each genome coloured as explained below. The outer high- 
lights show the leptospiral clades. (b) Maximum-likelihood  phylogeny for the genus Leptospira based on the core genome alignment. 
The tree is rooted with Leptonema illini DSM 21528T. The three classic leptospiral clades historically associated with differential patho- 
genicity are highlighted in red (‘pathogens’), yellow (‘intermediates’) and green (‘saprophytes’). Coloured circles at species labels indi- 
cate a public genome from a previously described species (grey), a genome sequenced in this study assigned to a previously 
described species (blue) or a genome sequenced in this study from a novel species (orange). 

 
 
 

denomination of  these   novel species   as   ‘low-virulence 
pathogens’. 

 

These results led us to conduct a detailed comparative  anal- 
ysis of the accessory genomes of virulent pathogens, low- 
virulence  pathogens and intermediates.  We first noted that 
after adding the genomes from novel  species belonging  to 
these  groups the pan-genome  remained  open (Fig. S4), 
revealing the divergent and highly diverse attributes of the 
members of the genus Leptospira.  Then,  a comparison  of 
accessory gene patterns using the Jaccard distance showed a 
clear separation of intermediates from virulent and low-vir- 
ulence pathogens (Fig. 2b). More interestingly, the accessory 
gene patterns were informative  enough to discriminate two 
clusters  that correlate  with the subdivision of pathogens 
into virulent pathogens  and low-virulence   pathogens, in 
agreement with the virulence experiments. It is worth men- 
tioning that Leptospira  kmetyi belongs  to the accessory 
genome  cluster containing the low-virulence  pathogens, 
which is also coherent with the unknown virulence potential 
of this species whose isolation  has been only reported from 
soils. Hence,  this analysis revealed clear genomic  distinc- 
tions in the accessory genome of virulent and low-virulence 
pathogens that are not evident from the core genome phy- 
logeny, which shows that low-virulence  pathogens are a par- 
aphyletic group (Fig. 2b). 

Genomic features associated with leptospiral 
virulence 

To provide a functional  overview of the evolutionary adap- 
tations  associated with leptospiral  virulence, we identified 
the genes that are associated with virulent or low-virulence 
pathogens.  First, we used a Bayesian probabilistic   frame- 
work [26] to detect those accessory genes with high discrim- 
inatory power for  the three  virulence groups  (virulent 
pathogens,   low-virulence pathogens  and intermediates). 
Fig. 3a shows the number of discriminatory genes for each 
group (n=409), representing  approximately  1.5 % of the 
accessory genes occurring   in intermediates,  low-virulence 
and virulent pathogens. Among  these, 18 genes were found 
to distinguish virulent pathogens from both low-virulence 
pathogens and from intermediates (Table S5). Fig. 3b shows 
that using the presence/absence patterns of this small subset 
of genes completely recapitulates the three virulence groups, 
showing that very specific accessory genes can explain  the 
evolution of virulence  in the genus  Leptospira.  To gain 
insight into the biological functions related to this discrimi- 
nation, we assigned COG [24] annotations to detect any 
functional  enrichment. Fig. 3c shows that many functional 
categories  are  differentially represented  in  the accessory 
gene subsets defining  each virulence  group.  Virulent patho- 
gens are mainly  distinguished  from others by a significantly 
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Fig. 2. Virulence in animal models and accessory genome topology. (a) Virulence of novel species in experimental challenge infections 
(n=2 for each strain and animal model). Only the pathogenic strains Leptospira interrogans L495 and Leptospira borgpeterseni B3-13S 
were recovered from hamster cardiac blood or evidenced from mouse urine and kidney. (b) Tanglegram comparing the topology of the 
core genome phylogeny (left) and the topology obtained by clustering the genomes using Jaccard distance calculated over the acces- 
sory gene patterns (right). On the left, genomes are coloured according to the classic phylogenetic classification  (only pathogens and 
intermediates are shown here). On the right, genomes are coloured according to the new classification based on accessory gene 
patterns. 

 
 
 

higher number of genes related to cell wall/membrane  bio- 
genesis (M), cell motility and chemotaxis (N), both known 
or suspected to be involved in virulence [33, 34], post-trans- 
lational modification (O), also suspected to be involved  in 
virulence [5, 35], as well as a lower  number  of genes related 
to amino acid metabolism  and transport (E) and tran- 
scription (K).  These differences  reflect functional distinc- 
tions that are specific to virulent pathogens in comparison 
with both low-virulence pathogens and intermediates. 

 

To have a  more complete  description  of group-specific 
molecular  functions  associated with virulence, and consid- 
ering the observed bias in COG annotations  where a sub- 
stantial proportion (44 %) of genes is not assigned to any 
known function, we analyzed  the abundance  patterns  of 
protein domains by comparing   each genome  against  the 
Pfam database [22]. Fig. 4a shows a Discriminant  Analysis 
of Principal Components (DAPC) [28] that completely dis- 
criminates the three virulence groups using protein domain 
patterns. Furthermore, when  considering only  those 
domains that are  highly informative for generating  the 
observed clustering  (see Methods),  we were able to repro- 
duce the three virulence groups using a different  clustering 
analysis   based  on  the Bray–Curtis distance (Fig.  4b). 

Interestingly,   we noticed a  group of six domains  whose 
abundance was high in virulent  pathogens while almost null 
in low-virulence  pathogens and intermediates. Most of these 
domains belong to repeated  elements  such  as mobile ele- 
ments (DDE endonuclease superfamily)  and proteins of 
paralogous families (Beta-propeller repeat- and leucine-rich 
repeat-containing  proteins). This indicates  that virulent 
pathogens   can  be   distinguished by  increased   repeat 
sequence  elements  in comparison with the low-virulence 
pathogens and intermediates,  suggesting a functional link to 
virulence. Other Pfam domains allowing this discrimination 
are presented in Table S6. 
 

Given the importance of repeat sequence elements in eco- 
logical adaptation of organisms by shaping their genomes 
[36], an analysis focused on the abundance of paralogous 
genes in the accessory genomes was performed.  First,  we 
evidenced that patristic distances obtained  from the core 
genome phylogeny were highly correlated with Bray–Curtis 
distances calculated  from the abundance  of paralogous 
genes (Fig. 5a), indicating  that phylogenetically  closer spe- 
cies  share more similar paralogy patterns. Also, when 
observing just the abundance distributions   of paralogous 
genes in each virulence  group we detected  a significantly 
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Fig. 3. Functional analysis of discriminating  accessory genes. (a) Venn diagram showing the Bayesian identification of cluster-defining 
accessory genes from the pan-genome. (b) Clustering analysis based on Jaccard distances calculated from the presence/absence vec- 
tors of cluster-defining  genes. (c) Barplots showing the percentage of cluster-defining  genes assigned to each  COG functional category 
in each cluster. Statistical significance (P<0.001, test of proportions) is indicated with asterisks. 

 
 
 

higher incidence of paralogy in virulent pathogens in com- 
parison with low-virulence  pathogens and intermediates 
(P<0.001, Mann–Witney  U test) (Fig. 5b). The same trend 
was observed in Fig. 5c, where Bray–Curtis  distances were 
used to perform   a cluster  analysis that reconstructed the 
three virulence groups. Additionally, a significant  and posi- 
tive correlation was found between the number of transpo- 
sase domains and the number of paralogous  genes encoded 
in each genome (Fig. S5). In summary,  these results indicate 
that paralogy has played an important role in the emergence 
of virulent pathogens. 

 
DISCUSSION 
Pathogenic   species of the genus  Leptospira   are  a  unique 
group of highly fastidious  bacteria,  difficult to isolate  in 
pure cultures. In this study, 12 novel species were success- 
fully isolated from a relatively small number of soil samples 
from New Caledonia, highlighting  a greatly unexplored bio- 
diversity in the genus that is probably only the tip of the ice- 
berg, and the number of recognized  species may explode in 

a  near future. Indeed,  the presence  of putatively novel 
uncultured species of the genus Leptospira has been detected 
from unrelated  sources such  as bats [37–41] and Amazo- 
nian soils [42]. The impressive diversity found in our study 
indicates that soils may not only be considered  as a second- 
ary passive reservoir of leptospirosis, but also the birthplace 
of the genus Leptospira  as previously  suggested [6]. 
 

From a medical point of view, the description of novel spe- 
cies of intermediates and pathogens may have implications 
for public health. However, in our infection experiments 
and despite high infectious  doses, none of these novel spe- 
cies  could induce signs  or symptoms  of infection in the 
hamster model, and isolates could not be recovered  from 
hamster blood. Similarly, these   isolates could not  be 
detected in mouse urine or kidney, suggesting their inability 
either to infect mice or to colonize kidney tubules, also call- 
ing into question the need for a mammal  reservoir in their 
biology. Moreover, only Leptospira interrogans and Lepto- 
spira borgpetersenii have been detected in clinical cases in 



9 

Thibeaux et al., Microbial Genomics 2018;4  

 

 

 
 

 
 
 

Fig. 4. Protein domains analysis. (a) Scatterplot showing the first and second discriminant functions obtained from the Discriminant 
Analysis of Principal Components (DAPC), performed with protein domain abundances extracted from the coding sequences of each 
genome. Groups are coloured according to the new classification: intermediates  (grey), low-virulence pathogens (cyan) and virulent 
pathogens (purple). (b) Heatmap showing the relationships between genomes obtained by calculating the Bray–Curtis distances from 
abundance patterns of a subset of highly discriminating domains obtained from the DAPC analysis.  Redness indicates increasing 
domain copy number. 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Fig. 5. Analysis of paralogous genes. (a) Linear regression showing the correlation between patristic distances calculated from the 
core genome phylogeny and Bray–Curtis distances calculated from the abundance patterns of paralogous genes. Dots are coloured 
according to virulence clusters when both genomes in the pair belong to the same cluster, black dots represent pairs of genomes 
belonging to different groups. (b) Boxplots showing the distribution of paralogous genes in the three virulence clusters. Asterisks indi- 
cate P<0.001 (Mann–Witney U test). (c) Clustering analysis using the Bray–Curtis distances calculated from the abundance patterns of 
paralogous  genes. Horizontal bars indicate the number of paralogous genes per genome and are coloured according to virulence 
clusters. 
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New Caledonia through an  active surveillance   system 
[43, 44]. Together, these results indicate that the novel spe- 
cies   have no  or  very  limited  virulence potential to 
mammals. 

 

From an evolutionary  perspective, genomes of these low- 
virulence  species present an ancestral phylogenetic  position 
with respect to the virulent pathogens, supporting  the cur- 
rent hypothesis for explaining the emergence of leptospiral 
pathogens  from  free-living ancestral   species  inhabiting 
soils. This also indicates that virulence has evolved indepen- 
dently in pathogens and intermediates,  as evidenced by dif- 
ferent accessory  gene  and domain patterns in  virulent 
pathogens and intermediates. More importantly, our results 
support the need to refine the classification of pathogens, 
which today are  assumed  to be  an ecologically coherent 
group by sharing a higher virulence potential in comparison 
with intermediates. Despite the authors of some previous 
studies  having  proposed  that virulence  may be  variable 
among different  species classed as pathogens [5, 6, 45], our 
more comprehensive  taxonomic  coverage combined  with 
infection experiments and accessory genome analyses dem- 
onstrated the presence of two groups of species of the genus 
Leptospira within the pathogens, correlated with clearly dis- 
tinctive virulence potentials. 

 

Taken together, our results indicate that virulent pathogens 
have  adapted  their genomes  from a  soil free-living to a 
mammal-associated virulent lifestyle mainly by expanding 
particular groups of protein  families through  gene duplica- 
tion. These genomic distinctions should be used to establish 
more adequate criteria for the classification of pathogenic 
leptospires and to focus future work on the dissection of the 
molecular mechanisms and biological role of these genes. 
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Leptospirosis is an important environmental disease and a major threat to human health 

causing at least 1 million clinical infections annually. There has recently been a growing 

interest in understanding the environmental lifestyle of Leptospira. However, Leptospira 

isolation from complex environmental samples is difficult and time-consuming and few 

tools are available to identify Leptospira isolates at the species level. Here, we propose 

a polyphasic isolation and identification scheme, which might prove useful to recover 

and identify environmental isolates and select those to be submitted to whole-genome 

sequencing. Using this approach, we recently described 12 novel Leptospira species 

for which we propose names. We also show that MALDI-ToF MS allows rapid and 

reliable identification and provide an extensive database of Leptospira MALDI-ToF mass 

spectra, which will be valuable to researchers in the leptospirosis community for species 

identification. Lastly, we also re-evaluate some of the current techniques for the molecular 

diagnosis of leptospirosis  taking into  account the extensive and recently revealed 

biodiversity of Leptospira in the environment. In conclusion, we describe our method for 

isolating Leptospira from the environment, confirm the usefulness of mass spectrometry 

for species identification and propose names for 12 novel species. This also offers the 

opportunity to refine current molecular diagnostic tools. 
 
Keywords: soil microbiology, MALDI-TOF MS, WGS comparisons, novel species, isolation 
 
 
INTRODUCTION 
 
Leptospirosis is a bacterial disease that affects human and animals that are exposed to a 
contaminated environment; usually water or soils contaminated by the urine of reservoir animals. 
The global burden of leptospirosis is estimated to more than 1 million cases and 60,000 fatalities 
annually, mostly impacting rural or suburban impoverished populations in tropical and subtropical 
regions worldwide (Costa et al., 2015). 

Leptospires  are  thin helical-shaped  bacteria  from the phylum of Spirochaetes.  One century 
ago,  freshwater  saprophytic  leptospires  and  pathogenic  leptospires,  the etiological  agents of 
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leptospirosis, had been first described and rats had been identified 
as the main animal reservoirs of virulent strains (Ido et al., 1917; 
Noguchi, 1917). Prophetically, in the same issue of The Journal 
of Experimental Medicine, Noguchi questioned the survival of 
leptospires in nature, including in water and soils, and studied the 
interactions of Leptospira with other bacteria (Noguchi, 1918a). 
The foundations of the epidemiology and taxonomy of Leptospira 
were therefore clearly established in a very short period of time 
one century ago (Noguchi, 1918b). 

Pathogenic Leptospira have then been classified as L. 
interrogans    sensu  lato  while   saprophytes   were   named   L. 
biflexa sensu lato for decades (both denominations being now 
inappropriate  in modern  taxonomy), until the 1980’s and the 
description  of Leptospira  inadai (Schmid  et  al.,  1986). This 
species later proved to be the first representative of the so-called 
“intermediate” cluster (Hookey et al., 1993). At the end of the 
twentieth century, there were 16 validly described  Leptospira 
species, with the description of a second  intermediate species 
Leptospira  fainei (Perolat et al., 1998) and further  molecular 
reclassification of collection strains (Brenner et al., 1999). 

In the recent years, a pan-Leptospira  genome project supported  
by the National  Institute  of Allergy and Infectious Disease  
(NIAID)  Genome  Sequencing  Center  has  provided the 
scientific community with hundreds of whole-genome 
sequences allowing large comparative genomic analyses 
(Lehmann et al., 2013, 2014; Fouts et al., 2016). This has 
offered new insights into the phylogeny of the genus Leptospira, 
notably  confirming the  discrimination of  the  three major 
clades (“pathogens,” “intermediates,” and “saprophytes”) by 
whole-genome analysis. Within the pathogens, this has also 
allowed  to identify  sub-clusters  of varying  pathogenicity  (Xu 
et al., 2016). Our recent genomic study of environmental isolates 
from  New  Caledonia,  a  tropical  island  where  leptospirosis 
is endemic,   suggested that more heterogeneity  in  virulence 
exists in the cluster named “pathogens” and that virulence was 
acquired independently in “pathogens” and “intermediates” 
(Thibeaux  et  al.,  2018). However,  major questions  are still 
open about  the  comparative  virulence  (Picardeau,  2017) as 
some species from the cluster “intermediates” are increasingly 
recognized in human  disease (Tsuboi  et al., 2017; Puche et al., 
2018). 

MALDI-ToF  spectra-based  identification  is  a  powerful  tool 
to identify Leptospira at the species level. In parallel, the 
biodiversity revealed  from these  environmental  isolates  also 
questions  molecular  diagnosis.  Therefore,  we  evaluated  two 
real   time   PCR assays   for  leptospirosis   diagnosis   (Merien 
et  al., 2005; Stoddard   et  al., 2009) and  discuss   possible 
improvement   as    well   as    their   applicability   in   different 
contexts. 
 
 
MATERIALS AND METHODS 

Leptospira Reference Strains and 
Environmental Isolates 
Leptospira strains used in this study (Supplementary Table 1) were 
from the bacterial collections of the Institut Pasteur in New 
Caledonia and in Paris. 

Environmental isolates as well as isolation procedure have been 
described  previously  (Thibeaux  et  al.,  2018). Briefly, 5 g of 
topsoil were  mixed  with 5 mL of PBS (phosphate  buffered 
saline) and 2 mL of supernatant were filtered through  a sterile 
0.45 µm filter  into a tube filled  with 2.5 mL of Ellinghausen- 
McCullough-Johnson-Harris  (EMJH) medium  2x and  0.5 mL 
of 10X concentrated STAFF  (sulfamethoxazole,  trimethoprim, 
amphotericin  B, fosfomycin,  and 5-fluorouracil)  (Chakraborty 
et al., 2011).  Cultures  were  incubated  at  30◦ C  and when 
spirochetes were observed, 100-µL of the diluted culture (1:100 
and 1:1,000) was plated onto solid EMJH agar (12 g/L) using 
sterile glass  beads  and incubated at 30◦ C  until  individual 
subsurface  colonies  were visible. One to  five characteristic 
subsurface  individual  colonies  from each plate were  collected 
with a sterile tip, for confirmation of a Leptospira  morphology 
and motility by dark field microscopy before clonal subculture 
in liquid EMJH. The isolation procedure is summarized in Figure 
1A. 
 
 
DNA Extraction and 16S RNA Molecular 
Typing 
Genomic DNA was extracted  from 200 µL  of EMJH liquid 
clonal cultures. Extraction was performed using a commercial kit 

In this study, we  isolated  Leptospira  from soils  suspected (QIAamp⃝R
 DNA Mini Kit, Qiagen, Australia) according to the 

to  be   contamination sources   in  New  Caledonia. Isolates 
were  submitted  to a  polyphasic  approach  for identification, 
with  three  sequential  steps.  First,  a  melting  curve  analysis 
of the 16S  ribosomal  RNA gene  achieved  a  fast  presumptive 
identification  of the cluster  (i.e.,  pathogens,  intermediates,  or 
saprophytes). A proteomic analysis based on matrix-assisted 
laser desorption ionization time-of-flight (MALDI-ToF) mass 
spectrometry using the MALDI Biotyper Systems allowed species 
identification through pairwise comparison with reference 
spectra of the 23 validly described Leptospira species. Whole- 
genome sequencing  (WGS) for  formal identification of  all 
26 isolates  provided  unambiguous  identification  of  clusters 
and species, thus allowing to evaluate the relevance of the 
identification scheme.  In  total, whole-genome  sequencing 
confirmed  the  relevance  of this  approach  and  showed  that 

manufacturer’s instructions. DNA elution was performed with 
50 µL of buffer AE. The quantity of DNA was measured with 
NanoDropTM (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) 
and adjusted to 0.1 ng/µL. 

Amplification  of a  fragment  of the  16S  rRNA gene  was 
performed  in  a  total  volume  of  10 µL  on  a  LightCycler 
480 II.  The  reaction  mixture  consisted  in 2 µL  PCR grade 
water,   5  µL   of  2X  reaction   SYBR   Green   Mix   (LC480 
SYBR Green I Master kit, Roche, New Zealand), 0.5 µL of 
forward   primer   (5′ -GGCGGCGCGTCTTAAACATG-3′ ),  0.5 
µL   of  reverse   primer   (5′ -CTTAACTGCTGCCTCCCGTA- 
3′ ),  and 2  µL  (0.2  ng)   of  DNA  (Mérien   et   al.,   1992). 
After  amplification,  the  melting  temperature  of  the amplified   
product  was    analyzed   using   LightCycler   480 
Software. 
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FIGURE 1 | Leptospira isolation on EMJH agar plates. (A) Global isolation strategy. (B) Macroscopic aspect of colonies. (C) Closer view from (A) showing colonies of 
different sizes. (D) Opaque (yellow arrow) and transparent (red arrow) colonies. (E) Translucent colonies. 

 
 
MALDI-ToF Mass Spectrum  Analysis: 
Sample Preparation and Construction of a 
Database 
Samples were prepared as described in an earlier study (Rettinger 
et al., 2012) with minor changes. Briefly,  Leptospira cells from 
liquid EMJH culture were harvested by centrifugation (18,000 g 
for 10 min) of 1 mL of an exponential 8-day old culture in EMJH 
culture  medium.  The pellet  was resuspended  in 200 µL PBS 
to wash cells  and remove the excess of protein  coming  from 
the EMJH culture medium. Bacterial cells were pelleted again 
by identical centrifugation (18,000 g for 10 min). The pellet was 
resuspended and homogenized in 300 µL sterile distilled water 
before addition  of 900 µL absolute  ethanol.  At this  step,  the 
sample can be stored up to 6 months at −20◦ C. The cells were 
pelleted again (18,000 g for 10 min), the pellet was dried under a 
hood. Finally, the dry pellet was thoroughly homogenized in 30 
µL 70% formic acid before addition of 30 µL pure acetonitrile. 

The homogeneous mixture was centrifuged 2 min at 15,000 g 
and 1 µL of the supernatant was spotted on a MSP-96 polished 
steel target plate (Bruker Daltonics, Wissembourg, France) and 
allowed to dry at room temperature. The sample was overlaid 
with 1.2 µL matrix (10 mg α-cyano-4-hydroxy-cinnamic acid / 
mL in 50% acetonitrile/2.5% trifluoroacetic acid). Mass spectra 
(MS) were acquired using a Microflex mass spectrometer (Bruker 
Daltonics,  Wissembourg,  France)  in  the  linear  mode  and  a 
mass  range of 2–20 kDa  using the  automated  functionality 
of flexControl  3.0 software  (Bruker Daltonics,  Wissembourg, 
France).  To create  reference  spectra,  at  least  20 raw spectra 
(8 spots read 3 times each) were used to generate a main 
spectrum. A database was constructed with the reference MS of 
43 strains (30 pathogenic, 6 intermediates and 7 saprophytes, 

Supplementary Table 1) encompassing representative of all 23 
validly described species. 

To identify isolates, samples were prepared similarly. The MS 
database was loaded into MALDI Biotyper 3.0 software (Bruker 
Daltonics)  and  used to compare  the  MS of the isolate  with 
the MS database.  The software  MALDI  Biotyper calculates  a 
similarity score considering the proportion of matching peaks 
between  the  analyzed MS and  all  MS in  the  database.  The 
similarity score values range from 0 (no similarity) to 3 (absolute 
identity). An identification score  ≥2.3  was  considered  valid 
for identification  at the species  level  as  recommended by the 
manufacturer and confirmed in a previous study (Rettinger et al., 
2012). We first loaded reference MS created in another laboratory 
(Rettinger et al., 2012) to evaluate the inter-laboratory portability 
of reference  MS. Using  this  imported  database,  we submitted 
our routine  strains  and isolates  (bold lines  in Supplementary 
Table 1) to identification. We considered that an identification 
score in the range 2.0–2.3 could reveal “possible” novel species 
whereas a score below 2.0 was regarded as a “probable” novel 
species (Table 1). The main spectra library (MSP) dendrogram 
was  created  by the standard  MALDI  Biotyper MSP creation 
method (Bruker Daltonics, Bremen, Germany), where distance 
values are relative and are always normalized to a maximum value 
of 1,000. 
 
Whole-Genome Sequencing  and 
Phylogenetic Analysis 
The methods for DNA extraction, Whole-genome sequencing, 
assembly  and  species  identification  have  been  described  in 
an  earlier  study  (Thibeaux  et  al.,  2018). Briefly, genomic 
DNA  was  prepared  by collection  of cells  by centrifugation 
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TABLE 1 | Summary of the stepwise identification process using 26 environmental isolates. 
 

STEP I: 
Clade identification 

STEP II: 
Maldi ToF identification 

STEP III: 
Identification through  WGS 

 

Isolate 16S rRNA Tm Clades  Maldi-ToF  score Maldi-ToF  identification  Formal identification 

 
ATI2-C-A1 

 
85.11 

 
Saprophyte   

1.93 
 

probable novel saprophyte   
L. macculloughii sp. nov. (sp. nov sapro 4) 

FH2-B-B2 85.17 Saprophyte  1.88 probable novel saprophyte  L. harrisiae sp. nov. (sp. nov sapro 1) 

MCA2-B-A1 85.17 Saprophyte  1.93 probable novel saprophyte  L. levettii sp. nov. (sp. nov sapro 2) 

JW2-C-A2 85.20 Saprophyte  1.86 probable novel saprophyte  L. brenneri sp. nov. (sp. nov sapro 3) 

CN6-C-A1 85.24 Saprophyte  1.90 probable novel saprophyte  L. levettii sp. nov. (sp. nov sapro 2) 

CN1-B-A1 85.31 Saprophyte  1.97 probable novel saprophyte  L. levettii sp. nov. (sp. nov sapro 2) 

ATI2-C-A2 85.31 Saprophyte  2.42 L. meyeri  L. meyeri 

FH2-B-A1 85.33 Saprophyte  2.04 possible novel saprophyte  L. harrisiae sp. nov. (sp. nov sapro 1) 

ES1-C-A1 85.37 Saprophyte  2.31 L. meyeri  L. meyeri 

ES1-C-A2 85.40 Saprophyte  2.31 L. meyeri  L. meyeri 

FH4-C-A1 85.81 Pathogenic  1.87 probable novel pathogen  L. barantonii sp. nov. (sp. nov patho 2) 

ATI7-C-A5 85.84 Pathogenic  1.50 probable novel pathogen  L. ellisii sp. nov. (sp. nov. patho 1) 

FH2-B-D1 85.92 Pathogenic  1.49 probable novel pathogen  L. adleri sp. nov. (sp. nov. patho 3) 

FH2-B-C1 85.95 Pathogenic  1.33 probable novel pathogen  L. adleri sp. nov. (sp. nov. patho 3) 

ATI7-C-A3 85.95 Pathogenic  1.41 probable novel pathogen  L. ellisii sp. nov. (sp. nov. patho 1) 

JW2-C-B1 86.15 Pathogenic  2.41 L. kmetyi  L. kmetyi 

JW3-C-A1 86.18 Pathogenic  2.42 L. kmetyi  L. kmetyi 

MCA2-B-A3 86.52 Intermediate  1.82 probable novel intermediate  L. hartskeerlii sp. nov. (sp. nov inter 5) 

FH4-C-A2 86.52 Intermediate  1.45 probable novel intermediate  L. saintgironsiae sp. nov. (sp. nov. inter 3) 

ES4-C-A1 86.60 Intermediate  1.35 probable novel intermediate  L. neocaledonica sp. nov. (sp. nov inter 2) 

ATI7-C-A4 86.62 Intermediate  1.48 probable novel intermediate  L. haakeii sp. nov. (sp. nov inter 4) 

ATI7-C-A2 86.64 Intermediate  1.70 probable novel intermediate  L. haakeii sp. nov. (sp. nov inter 4) 

FH2-C-A2 86.64 Intermediate  2.07 possible  novel intermediate  L. wolffii 

MCA1-C-A1 86.7 Intermediate  1.79 probable novel intermediate  L. hartskeerlii sp. nov. (sp. nov inter 5) 

FH1-B-B1 86.82 Intermediate  0.52 probable novel intermediate  L. perolatii sp. nov. (sp. nov inter 1) 

FH1-B-C1 86.95 Intermediate  0.94 probable novel intermediate  L. perolatii sp. nov. (sp. nov inter 1) 

MALDI-ToF identification scores ≥2.3 (in red) reliably identify the species. Scores in the uncertainty range 2.00–2.29 (bold) do not provide definitive identification. Color shade in Tm 

values indicates the clustering by increasing Tm values. 

 
 

from an exponential-phase  liquid culture  and extraction  with 
MagNA Pure 96 Instrument (Roche Life Science, Auckland, New 
Zealand).  Next-generation  sequencing  was  performed  by the 
Mutualized Platform for Microbiology (P2M) at Institut Pasteur, 
using the Nextera XT DNA Library Preparation kit (Illumina), 
the NextSeq 500 sequencing systems (Illumina), and the CLC 
Genomics Workbench 9 software (Qiagen) for analysis. The 
whole genome sequences were studied as described previously 
and novel species  were  identified  by pairwise  comparisons  of 
overall genomic  relatedness  indices  ANI  and AAI  (Thibeaux 
et al., 2018). 

 
Ability of Routine Diagnostic PCR to 
Detect the Pathogenic Species 
The biological diagnosis of leptospirosis increasingly uses real 
time PCR. Here, we tested both a Taq-Man  based PCR targeting 
lipL32 for detection  (Stoddard  et  al., 2009)  and  a lfb1 SYBR 
Green I  real time PCR that is used  for both detection  and 
genotyping (Merien et al., 2005; Perez and Goarant, 2010). Both 
techniques  are used  in a  number of diagnostic  or reference 
laboratories  globally. The  lfb1 and lipL32 sequences   were 

retrieved from whole-genomes by blastn (Altschul et al., 1990), 
aligned and compared to the primers and probe described before 
(Supplementary Figure 1). Degenerate primers were designed to 
evaluate a possible improved detection of lipL32 from all 
pathogens: lipL32-47Fd (GCATTACMGCTTGTGGTG) and 
lipL32-301Rd (CCGATTTCGCCWGTTGG) were used together 
with lipL32-189P (Stoddard et al., 2009) using the same PCR 
cycles.  Using  both qPCR designs,  0.2  ng  pure  DNA  were 
amplified in a LightCycler 480 (lipL32) or in a LightCycler 2.0 
(lfb1). Ct values were compared with the Ct values obtained from 
the same concentrations of pure DNA for each species with the 
original and the degenerate primers. 
 
Scanning Electron  Microscopy Imaging 
and Morphology 
Glass coverslips (12 × 12 mm, Menzel-Glaser) were placed into 
24-well polystyrene  plates  (Corning) with 1 mL of a  bacterial 
suspension  at  106 bacteria  /  mL and  were  incubated  for 2 
days. Coverslips were removed and rinsed once in PBS, then fixed 
in 4% paraformaldehyde  / 1% glutaraldehyde  for 15 min. 
Coverslips  were  rinse  again  in  PBS  and   stained  with  1% 
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osmium tetroxide (OsO4 in PBS, Acros Organics) for 1 h. After 
staining, samples were dehydrated through  a series of ethanol 
concentrations  (25, 50, 70, 90, and 100% for 10 min  each) 
before being desiccated using hexamethyldisilazane (HMDS, 
Acros Organics). Before visualization, samples were submitted 
to carbon sputtering to increase their electrical conductance (Em 
ACE600, Carbon Coater, Leica) and examined under a Jeol JSM 
IT-300 IntouchScope microscope (SED detector, 10 kV). Length, 
width and helix  pitch were  measured  on 6–10 representative 
isolated cells to calculate mean dimensions. 

 
 
RESULTS 

Environmental Strain Isolation 
The major difficulty for isolating environmental leptospires 
resides in the ability to recover a clonal pure Leptospira culture 
from a  complex   polymicrobial  arrangement.  This  procedure 
has been  greatly  facilitated  by using  the STAFF  combination 
of antimicrobial agents (Chakraborty et al., 2011) which allows 
selective isolation of leptospires from contaminated samples. 
Earlier work has used quite similar combinations of agents to 
grow leptospires selectively with some success (Cousineau and 
McKiel, 1961; Jones et al., 1981). Although  very effective, this 
is not sufficient to recover pure cultures as multiple Leptospira 
species can be present alongside in the initial sample. An 
additional step of clonal isolation from an individual isolated 
colony on an agar plate was necessary to recover clonal Leptospira 
cultures. We applied this procedure to attempt Leptospira 
isolation  in  27 soil  samples  collected  from 7 different sites 
throughout the mainland of New Caledonia (Thibeaux  et  al., 
2018). After 5–10 days of liquid culture with STAFF, 23 cultures 
displayed the growth of Leptospira-like motile helical-shaped 
bacteria by dark-field microscopy. Positive liquid cultures were 
plated on solid agar plates and 26 individual colonies were sub- 
cloned in liquid EMJH according to their size, color and opacity 
(Figure 1). 

 
16S rRNA Tm Analysis for Rapid 
Identification of Leptospira at the 
Clade-Level 
The melting temperature analysis of the amplicon of a region 
of the 16S rRNA gene (Mérien et al., 1992) conserved in the 
entire Leptospira  genus allowed a rapid putative identification 
of the clade. Melting temperature values ranged from 85.26 to 
86.65 and could separate the three clades within the Leptospira 
genus. Tm values of the saprophytic species were the lowest, 
ranging from 85.26 to 85.76 without overlapping with Tm values 
of the other species. Intermediate species had the highest melting 
temperature (86.45–86.54) while pathogenic species had Tm 

values ranging from 85.84 to 86.20, with the remarkable 
exception of Leptospira weilii, belonging to the pathogenic cluster 
but had the highest Tm value: 86.65◦ C, making this particular 
species the only outlier reported in this study (Figure 2.). Using 
these cluster-specific Tm ranges, we presumptively identified 10 
saprophytic, 9 intermediate and 7 pathogenic Leptospira strains 
from pure cultures (Table 1, Step I). 

MALDI-ToF Analysis for Rapid 
Identification of Leptospira Species 
Using the imported MS database on our MALDI-ToF apparatus 
with our strain collection, culture medium and preparation 
reagents,  we correctly identified all 27 reference  strains at 
the species level with identification scores ≥2.30 and not 
significantly different from scores obtained with our in-house 
database (data not shown). These results confirm the portability 
of MS databases.  MALDI-ToF MS was then  used to attempt 
identification of our 26 isolates. Pairwise comparison with 
reference  spectra  representative  of the  23 known Leptospira 
species was performed to identify isolates at the species level. 
Referring  to the most  complete database  of reference  spectra 
is a prerequisite to make use of the MALDI-ToF as an 
identification  strategy  of unknown species.  In  this  case,  an 
identification that fail to be matched with reference species MS 
with a valid score ≥2.3 would possibly point to a novel species 
deserving  WGS  analysis.  Applying this  identification  strategy 
to our environmental  isolates, 5 isolates had a high-confidence 
identification score  (≥2.3)  and were identified as  L. kmetyi 
(n =  2), and L. meyeri (n = 3) (Table 1, Step II). The other 
21 isolates failed to be matched with known species, suggesting 
possible novel species. Interestingly, we noticed for these isolates 
that even though the score was below the identification threshold, 
the proposed closest hit was always in good agreement with the 
proposed clade putatively assigned with the Tm of the 16S rRNA 
PCR product (Table 1, Step II). 

Furthermore, we have refined  the identification of these 21 
unidentified cultures by performing pairwise comparison with 
each other to identify isolates belonging to the same species, if 
any.  Some cultures  were  identified as  identical putative novel 
species  (comparison  score  ≥2.3),  pointing to 13 possible  or 
putative novel species (Table 1 and Figure 3). 
 

Whole-Genome Sequencing 
As the last step of the stepwise identification, the whole-genome 
sequence  of all 26 isolates  were determined.  The 5 isolates 
identified  by MALDI-ToF  MS as  L. meyeri  (n = 3) or L. 
kmetyi  (n = 2) were  confirmed  members  of these  species  by 
ad-hoc analysis  of whole-genome  sequences  (Thibeaux  et  al., 
2018). Of 21 unknown isolates possibly representing novel 
species,  one isolate  (FH2-C-A2), assigned  to a  possible  novel 
intermediate species, was formally identified as L. wolffii. Of note, 
the MALDI-ToF identification score with L. wolffii Khorat-H2T 

was 2.07, in the range of the species uncertainty suggested in a 
former study (Rettinger et al., 2012) and recommended by the 
manufacturer. In addition, 20 isolates were confirmed to belong 
to 12 novel Leptospira species (3 pathogens, 5 intermediates and 
4 saprophytes) by WGS and genome analysis (Thibeaux et al., 
2018) (Table 1, step III). 
 

Description of Novel Species 
Figure 4 shows the morphology  of novel species  obtained  by 
scanning electron microscopy. The position of novel species in 
a 16S rRNA phylogenetic tree is shown in Supplementary Figure 
2. We propose the following names and descriptions for the novel 
species: 
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FIGURE 2 | Melting peaks and melting temperatures (Tm ) of a 16S rRNA PCR product for representative strains from all 23 validly described Leptospira species, 
evidencing the clustering of Tm values with the notable exception of Leptospira weilii. 

 

 
 

 
 

FIGURE 3 | Dendrogram based on the comparison of MALDI-ToF mass spectra of the 35 Leptospira species. Novel species are indicated in bold. 

 
 

Description of Leptospira ellisii sp. nov 
Leptospira ellisii (e.li’si.i N.L gen. masc. n. ellisii of Ellis, named 
after Dr William A. Ellis, an Irish veterinary microbiologist who 
made significant  contributions to the study of Leptospira and 
leptospirosis in animals). Morphology observed under scanning 
electron microscopy is consistent with those for the genus. Cells 
have helical morphology, finely thin and usually curved at each 
end, forming a semicircular  hook. Cells are 11.13 ± 1 µm long 

and 221 ± 18 nm in diameter with a pitch of 396 ± 44 nm. Motile 
and aerobic. Cells grow well in liquid and solid EMJH medium 
(1.2% agar)  at 30◦ C.  Growth in the  presence  of antibiotics, 
such  as 5-fluorouracil,  1 mg/mL;  Amphotericin  B, 50 µg/mL; 
Sulfamethoxazole, 400 µg/mL;  Trimethoprim,  200 µg/mL and 
Fosmomycin, 4 mg/mL was also observed. The genomic G+C 
content  of the type strain  is  47.8%. This  strain  could neither 
induce  signs  or symptoms  of infection  in the hamster  model 
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FIGURE 4 | SEM morphology of representative cells of novel Leptospira species. L, length; W, width. 

 
 

nor be recovered  from hamster blood. Similarly, it could not 
be  detected  in mouse urine  or kidney  after inoculation.  The 
type strain  isolated  to date  is  ATI7-C-A5T,  isolated  from a 
soil sample in the South Province of New Caledonia. Genome 
Accession Number is NPEF00000000. Belonging to the cluster of 
“pathogens,” this species was formerly described as Leptospira sp. 
nov. patho 1 (Thibeaux et al., 2018). 

Description of Leptospira barantonii sp. nov 
Leptospira   barantonii (ba.ran.to’ni.i. N.L  gen. masc.   n. 
barantonii of  Baranton,  named after  Pr  Guy Baranton,    a 
French microbiologist  who made significant contributions to the 
study  of Spirochaetes).  Morphology observed  under  scanning 
electron microscopy is consistent with those for the genus. Cells 
have helical morphology, finely thin and usually curved at each 
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end, forming a semicircular  hook. Cells are 13.26 ± 2.16 µm long 
and 208 ± 33 nm in diameter with a pitch of 448 ± 31 nm. Motile 
and aerobic. Cells grow well in liquid and solid EMJH medium 
(1.2% agar)  at 30◦ C.  Growth in the  presence  of antibiotics, 
such  as 5-fluorouracil,  1 mg/mL;  Amphotericin  B, 50 µg/mL; 
Sulfamethoxazole, 400 µg/mL;  Trimethoprim,  200 µg/mL and 
Fosmomycin, 4 mg/mL was also observed. The genomic  G+C 
content of the type strain is 43.96%. This strain could neither 
induce  signs  or symptoms  of infection  in the hamster  model 
nor be recovered from hamster blood. Similarly, it could not be 
detected in mouse urine or kidney after inoculation. The type 
and only strain isolated to date is FH4-C-A1T , isolated from a 
soil sample in the North Province of New Caledonia. Genome 
Accession Number is NPDS00000000. Belonging to the cluster of 
“pathogens,” this species was formerly described as Leptospira sp. 
nov. patho 2 (Thibeaux et al., 2018). 

 
Description of Leptospira adleri sp. nov 
Leptospira  adler  (a.dle’ri. N.L gen. masc.  n. adleri of Adler, 
named after Pr Ben Adler,  an Australian microbiologist who 
made significant research contributions in many aspects of 
Leptospira and leptospirosis). Morphology observed under 
scanning electron microscopy is consistent with those for the 
genus. Cells have helical morphology, finely thin and usually 
curved at each end, forming a semicircular hook. Cells are 11.52 
± 1.73 µm long and 178 ± 17 nm in diameter with a pitch of 
454 ± 31 nm. Motile and aerobic. Cells grow well in liquid and 
solid EMJH medium (1.2% agar) at 30◦ C. Growth in the presence 
of antibiotics, such  as 5-fluorouracil, 1 mg/mL; Amphotericin 
B,  50 µg/mL;  Sulfamethoxazole,   400 µg/mL;   Trimethoprim, 
200 µg/mL and Fosmomycin, 4 mg/mL was also observed. The 
genomic G+C content of the type strain is 43.55%. This strain 
could neither  induce  signs  or symptoms  of infection  in the 
hamster model nor be recovered from hamster blood. Similarly, it 
could not be detected in mouse urine or kidney after inoculation. 
The type strain isolated to date is FH2-B-D1T , isolated  from a 
soil sample in the North Province of New Caledonia. Genome 
Accession Number is NPDU00000000. Belonging to the cluster 
of “pathogens,” this species was formerly described as Leptospira 
sp. nov. patho 3 (Thibeaux et al., 2018). 

 
Description of Leptospira perolatii sp. nov 
Leptospira perolatii  (pe.ro.la’ti.i.  N.L  gen. masc. n. perolatii of 
Perolat, named after Dr Philippe Perolat, a French microbiologist 
who made significant contributions to the study of Leptospira). 
Morphology  observed  under  scanning  electron  microscopy 
is consistent with those for the genus. Cells have helical 
morphology, finely thin and usually curved at each end, forming 
a  semicircular  hook but spiralstructure  of this  isolate  appear 
more relaxed.  Cells are  11.35  ± 1.13 µm  long  and  153 ± 
20 nm in diameter  with a  pitch of 596 ± 58 nm.  Motile  and 
aerobic.  Cells  grow  well  in liquid and  solid  EMJH medium 
(1.2% agar)  at 30◦ C.  Growth in the  presence  of antibiotics, 
such  as 5-fluorouracil,  1 mg/mL;  Amphotericin  B, 50 µg/mL; 
Sulfamethoxazole, 400 µg/mL;  Trimethoprim,  200 µg/mL and 
Fosmomycin, 4 mg/mL was also observed. The genomic  G+C 
content  of the type strain  is  42.36%. The  type strain  isolated 
to date is FH1-B-B1T , isolated from a soil sample in the North 

Province of New Caledonia.  Genome  Accession  Number is 
NPDZ00000000. Belonging to the cluster of “intermediates,” this 
species was formerly described as Leptospira  sp. nov.  inter 1 
(Thibeaux et al., 2018). 
 
Description of Leptospira neocaledonica sp. nov 
Leptospira  neocaledonica (neo.ca.le.do.ni’ca.  N.L gen. fem. adj. 
neocaledonica reflecting its geographic origin in New Caledonia). 
Morphology  observed  under  scanning  electron  microscopy 
is  consistent with  those  for  the genus.  Cells have  helical 
morphology, finely thin and usually curved at each end, forming 
a semicircular hook. Cells are 11.82 ± 1.13 µm long and 152 
± 20 nm in diameter  with a  pitch of 498 ± 49 nm.  Motile 
and aerobic. Cells grow well in liquid and solid EMJH medium 
(1.2% agar)  at 30◦ C.  Growth in the  presence  of antibiotics, 
such  as 5-fluorouracil,  1 mg/mL;  Amphotericin  B, 50 µg/mL; 
Sulfamethoxazole, 400 µg/mL;  Trimethoprim,  200 µg/mL and 
Fosmomycin, 4 mg/mL was also observed. The genomic G+C 
content of the type strain is 40.17%. The type and only strain 
isolated to date is ES4-C-A1T , isolated from a soil sample in the 
North Province of New Caledonia. Genome Accession Number 
is NPEA00000000. Belonging to the cluster of “intermediates,” 
this species was formerly described as Leptospira sp. nov. inter 2 
(Thibeaux et al., 2018). 
 
Description of Leptospira saintgironsiae sp. nov 
Leptospira   saintgironsiae   (saint.gi.ron’si.ae.   N.L  gen.  fem. 
n.  saintgironsiae  of  Saint-Girons,  named  after  Dr  Isabelle 
Saint-Girons,  a  French  microbiologist  who made  significant 
contributions   to  the   study   of  Spirochaetes).   Morphology 
observed under scanning electron microscopy is consistent with 
those for the genus. Cells have helical morphology, finely thin 
and usually curved at each end, forming  a semicircular  hook. 
Cells are 13.06 ± 1.27 µm long and 152 ± 14 nm in diameter 
with a pitch of 469 ± 74 nm. Motile and aerobic. Cells grow well 
in liquid and solid EMJH medium (1.2% agar) at 30◦ C. Growth 
in the presence of antibiotics, such  as 5-fluorouracil, 1 mg/mL; 
Amphotericin   B,   50 µg/mL;  Sulfamethoxazole,    400 µg/mL; 
Trimethoprim, 200 µg/mL and Fosmomycin, 4 mg/mL was also 
observed. The genomic G+C content of the type strain is 45.82%. 
The type and only strain isolated to date is FH4-C-A2T , isolated 
from a soil sample in the North Province of New Caledonia. 
Genome Accession Number is NPDR00000000. Belonging to the 
cluster of “intermediates,” this species was formerly described as 
Leptospira sp. nov. inter 3 (Thibeaux et al., 2018). 
 
Description of Leptospira haakeii sp. nov 
Leptospira haakeii (ha.a’kei.i. N.L gen. masc. n. haakeii of Haake, 
named after Pr David Haake, an American microbiologist  who 
made significant contributions to the study of Leptospira, notably 
on the role of outer membrane proteins in the pathophysiology 
of leptospirosis). Morphology observed under scanning electron 
microscopy is consistent with those for the genus. Cells have 
helical morphology, finely thin and usually curved at each end, 
forming a semicircular hook. Cells are 13.89 ± 1.06 µm long and 
183 ± 5 nm in diameter with a pitch of 444 ± 58 nm.  Motile 
and aerobic. Cells grow well in liquid and solid EMJH medium 
(1.2% agar)  at 30◦ C.  Growth in the  presence  of antibiotics, 
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such  as 5-fluorouracil,  1 mg/mL;  Amphotericin  B, 50 µg/mL; 
Sulfamethoxazole, 400 µg/mL;  Trimethoprim,  200 µg/mL and 
Fosmomycin, 4 mg/mL was also observed. The genomic  G+C 
content of the type strain is 39.8%.The type strain isolated to 
date is ATI7-C-A4T , isolated from a soil sample in the South 
Province of New Caledonia.  Genome  Accession  Number is 
NPEG00000000. Belonging to the cluster of “intermediates,” this 
species was formerly described as Leptospira  sp. nov.  inter 4 
(Thibeaux et al., 2018). 

 
Description of Leptospira hartskeerlii sp. nov 
Leptospira   hartskeerlii   (hart.skeer’li.i. N.L  gen.  masc.   n. 
hartskeerlii  of  Harskeerl  named  after  Dr  Rudy Harskeerl, 
an Dutch microbiologist who made significant contributions to 
the study of all aspects of leptospirosis, notably diagnosis and 
epidemiology). Morphology observed under scanning electron 
microscopy is consistent with those for the genus. Cells have 
helical morphology, finely thin and usually curved at each end, 
forming a semicircular hook. Cells are 11.41 ± 2.51 µm long and 
147 ± 7 nm in diameter with a pitch of 345 ± 45 nm.  Motile 
and aerobic. Cells grow well in liquid and solid EMJH medium 
(1.2% agar)  at 30◦ C.  Growth in the  presence  of antibiotics, 
such  as 5-fluorouracil,  1 mg/mL;  Amphotericin  B, 50 µg/mL; 
Sulfamethoxazole, 400 µg/mL;  Trimethoprim,  200 µg/mL and 
Fosmomycin, 4 mg/mL was also observed. The genomic  G+C 
content of the type strain is 40.47%. The type strain isolated to 
date is MCA2-B-A3T , isolated from a soil sample in the North 
Province of New Caledonia.  Genome  Accession  Number is 
NPDL00000000. Belonging to the cluster of “intermediates,” this 
species was formerly described as Leptospira  sp. nov.  inter 5 
(Thibeaux et al., 2018). 

 
Description of Leptospira harrisiae sp. nov 
Leptospira  harrisiae (ha.rri’si.ae.  N.L  gen. fem. n.  harrisiae 
of Harris  named after  Dr  Virginia  G. Harris,  an  American 
microbiologist who made significant contributions to the study 
of nutrition and physiology of Leptospira). Morphology observed 
under scanning electron microscopy is consistent with those for 
the genus. Cells have helical morphology, finely thin and usually 
curved at each end, forming a semicircular hook. Cells are 10.31 
± 1.38 µm long and 202 ± 8 nm in diameter with a pitch of 
481 ± 58 nm. Motile and aerobic. Cells grow well in liquid and 
solid EMJH medium (1.2% agar) at 30◦ C. Growth in the presence 
of antibiotics, such  as 5-fluorouracil, 1 mg/mL; Amphotericin 
B,  50 µg/mL;  Sulfamethoxazole,   400 µg/mL;   Trimethoprim, 
200 µg/mL  and Fosmomycin,  4 mg/mL was  also observed. 
The genomic  G+C  content  of the type strain  is  37.86%. The 
type strain isolated to date is FH2-B-A1T , isolated from a soil 
sample in the North Province of New Caledonia. Genome 
Accession Number is NPDX00000000. Belonging to the cluster of 
“saprophytes,” this species was formerly described as Leptospira 
sp. nov. sapro 1 (Thibeaux et al., 2018). 

 
Description of Leptospira levettii sp. nov 
Leptospira levettii (le’vet.ti.i. N.L gen. masc. n. levettii of Levett 
named after Dr Paul N. Levett, a Canadian microbiologist  who 
made significant  contributions to the study of Leptospira and 

leptospirosis). Morphology observed under scanning electron 
microscopy is consistent with those for the genus. Cells have 
helical morphology, finely thin and usually curved at each end, 
forming a semicircular hook. Cells are 12.88 ± 1.45 µm long and 
184 ± 14 nm in diameter with a pitch of 563 ± 14 nm.  Motile 
and aerobic. Cells grow well in liquid and solid EMJH medium 
(1.2% agar)  at 30◦ C.  Growth in the  presence  of antibiotics, 
such  as 5-fluorouracil,  1 mg/mL;  Amphotericin  B, 50 µg/mL; 
Sulfamethoxazole, 400 µg/mL;  Trimethoprim,  200 µg/mL and 
Fosmomycin, 4 mg/mL was also observed. The genomic G+C 
content  of the type strain  is  37.61%. The  type strain  isolated 
to date  is MCA2-B-A1T ,  isolated  from a  soil  sample  in the 
North Province of New Caledonia. Genome Accession Number 
is  NPDM00000000. Belonging  to the cluster  of “saprophytes,” 
this species was formerly described as Leptospira  sp. nov. sapro 
2 (Thibeaux et al., 2018). 
 
Description of Leptospira brenneri sp. nov 
Leptospira  brenneri  (bre.nne.ri. N.L  gen. masc.  n. brenneri 
of Brenner named after Dr Don J. Brenner, an American 
microbiologist who made significant contributions to the study of 
Leptospira, notably pioneered the field of molecular taxonomy). 
Morphology  observed  under  scanning  electron  microscopy 
is  consistent with  those  for  the genus.  Cells have  helical 
morphology, finely thin and usually curved at each end, forming a 
semicircular hook. Cells are 11.17 ± 2.12 µm long and 175 
± 7 nm in diameter with a pitch of 538 ± 30 nm.  Motile and 
aerobic.  Cells  grow  well  in liquid and  solid  EMJH medium 
(1.2% agar)  at 30◦ C.  Growth in the  presence  of antibiotics, 
such  as 5-fluorouracil,  1 mg/mL;  Amphotericin  B, 50 µg/mL; 
Sulfamethoxazole, 400 µg/mL;  Trimethoprim,  200 µg/mL and 
Fosmomycin, 4 mg/mL was also observed. The genomic G+C 
content of the type strain is 38.34%. The type and only strain 
isolated to date is JW2-C-A2T , isolated from a soil sample in the 
North Province of New Caledonia. Genome Accession Number is 
NPDQ00000000. Belonging to the cluster of “saprophytes,” this 
species  was formerly  described  as Leptospira  sp. nov.  sapro  3 
(Thibeaux et al., 2018). 
 
Description of Leptospira macculloughii  sp. nov 
Leptospira   macculloughii   (mac.cu.llou’ghi.i.  N.L  gen. masc. 
n.  macculloughii  of  McCullough named after  Dr.  Willard 
G.   McCullough,   an   American   microbiologist   who  made 
significant contributions to  the  study  of  the  nutritional 
requirements of  Leptospira).  Morphology    observed   under 
scanning electron microscopy is consistent with those for the 
genus.  Cells  have helical  morphology, finely  thin and usually 
curved at each end, forming a semicircular  hook. Cells are 11.11 
± 1.63 µm long and 190 ± 8 nm in diameter with a pitch of 514 
± 46 nm. Motile and aerobic. Cells grow well in liquid and solid 
EMJH medium (1.2% agar) at 30 ◦ C. Growth in the presence 
of antibiotics, such  as 5-fluorouracil, 1 mg/mL; Amphotericin 
B,  50 µg/mL;  Sulfamethoxazole,   400 µg/mL;   Trimethoprim, 
200 µg/mL and Fosmomycin, 4 mg/mL was also observed. The 
genomic G+C content of the type strain is 37.93%. The type 
and only strain isolated to date is ATI2-C-A1T, isolated from a 
soil sample in the North Province of New Caledonia. Genome 
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Accession Number is NPEK00000000. Belonging to the cluster of 
“saprophytes,” this species was formerly described as Leptospira 
sp. nov. sapro 4 (Thibeaux et al., 2018). 

 
Evaluation and Optimization of qPCR 
Targeting the Pathogenic Species 
Alignments of lipL32 and lfb1 gene sequences from previously 
described and novel pathogenic species revealed polymorphisms 
resulting in mismatches in the primers and probe of the 
diagnostic qPCR designs tested. Using routine protocols, the 
novel species were still amplified and detected, but with much 
higher Cycle threshold (Ct) values, pointing to a low sensitivity 
of these diagnostic PCR for these novel species as well as others. 
Figure 5 shows the real-time PCR amplification curves and Ct 
values for qPCR using lipL32  as the target. The degenerate lipL32 
primers lipL32-47Fd and lipL32-301Rd (Supplementary Figure 
1) used in conjunction with the probe lipL32-189P  described 
in the original design (Stoddard  et  al., 2009)  demonstrated  a 
higher efficacy to detect all species from the cluster “pathogens,” 
Indeed, using these degenerate lipL32 primers, an astonishing Ct 
gain (showing improved sensitivity) of 16.94 cycles was observed 
for L. alexanderi. PCR sensitivity was also greatly increased for 
L. mayottensis (a 12.34-cycle gain), L. alstonii (7.06 cycles), L. 
kmetyi (6.72 cycles), L. adleri sp. nov. (3.6 cycles), L. ellisii sp. 
nov. (1.82 cycles), L. weilii (1.58 cycles) and L. barantonii sp. 
nov. (1.22 cycles). For L. borgpetersenii, L. noguchii, L. kirschneri, 
L. interrogans  and L. santarosai,  PCR sensitivity  was  barely 
affected with respectively + 0.17 cycle, −0.26 cycle, −0.08 cycle, 
−0.17 cycle, +0.16 cycle. All these results are summarized in 
Supplementary Table 2. A proper evaluation of this new qPCR 
design in terms of sensitivity and specificity would still be needed 
before it could be used for diagnostic purpose. 

Concerning Ct values and amplification curves for qPCR 
using lfb1 as a target, important discrepancies were also observed 
with Ct values ranging  from 23.43 to 47.48 also resulting from 
important sequence polymorphisms affecting primer match. 
Comparative  Ct  values  and  Melting  temperatures  obtained 
with  the  lfb1 qPCR (Merien  et  al.,  2005) are  presented  in 
Supplementary Table 3. 

 
 
DISCUSSION 

 
In the last decade, the size of the genus Leptospira has increased 
through the description of novel species from clinical specimens, 
either belonging to  the intermediate  cluster like Leptospira 
broomii (Levett et al., 2006), Leptospira  licerasiae  (Matthias 
et al., 2008), Leptospira  wolffii (Slack et  al., 2008),  Leptospira 
venezuelensis (Puche et al., 2018) or to the pathogenic cluster with 
Leptospira mayottensis (Bourhy et al., 2014) and novel species 
from soils (Thibeaux et al., 2018). Simultaneously,  concern is 
increasing about intermediate species being etiological agents of 
human disease (Tsuboi et al., 2017). This highlights both the need 
to continue Leptospira isolation to better evaluate the diversity of 
this genus (Girault et al., 2017) and a growing need for a universal 
PCR assay for the diagnostic of both intermediate and pathogenic 
Leptospira from clinical specimens. 

In this  study,  we first  report  the stepwise  identification  of 
26 Leptospira  isolates  from tropical  freshwater  soils  in New 
Caledonia.  Studying  Leptospira  in  water and soil  has  first 
revealed (Ganoza  et al., 2006;  Viau and Boehm,  2011), then 
confirmed an overlooked biodiversity within the genus Leptospira 
(Thibeaux et al., 2018). These studies support the concept that 
leptospires are primarily telluric saprophytic bacteria and that 
only some members have evolved toward pathogenicity. From an 
epidemiological viewpoint, this illustrates the importance of soils 
in the infection cycle by virulent strains, pointing to the notion 
that ecosystems that support the survival of virulent leptospires 
should be considered as a passive, yet major reservoir in the 
epidemiology of the disease. Not only water content and pH, but 
a number of soil parameters may determine the suitability of a 
soil to leptospires and condition the risk to human and animal 
health. 

To progress in this understanding, the discovery of this high 
biodiversity  also reinforces the need of accurate isolation and 
identification techniques as well as relevant diagnostic tools. For 
isolation, an essential technical step was to plate positive liquid 
cultures on EMJH-agar to pick each isolate from a single colony, 
as shown by the diversity on plates from a single liquid culture 
(Figure 1). For identification,  we  used  a polyphasic  approach 
based on three sequential steps: (i) melting temperature analysis 
of a PCR product within the 16S rRNA gene, (ii) MALDI-ToF 
MS pairwise comparisons to a broad MS database and (iii) WGS 
analyses. 

The recovery of isolates from the cluster “pathogens” from the 
environment is fastidious and challenging (Henry et al., 1971). 
Pathogenic leptospires have been historically isolated from soils 
in Malaysia (Baker and Baker, 1970; Alexander et al., 1975), using 
inoculation to a large number of susceptible animals, a technique 
nowadays ethically unacceptable. In addition, this animal-based 
strategy is biased since only strains leading to hamster disease 
could be  recovered.  Only virulent strains  at  a concentration 
above the infective dose can be recovered with this technique. 
Attempts  to isolate  Leptospira  from the environment   has led 
to the description of L. kmetyi from soil and other successful 
isolation of pathogenic leptospires from the environment in 
Malaysia (Slack et al., 2009; Ridzlan et al., 2010; Benacer et al., 
2013). The use of selective agents to isolate leptospires from 
complex  samples was imagined in the early 1960s (Cousineau and 
McKiel, 1961), successfully used later (Jones et al., 1981), and a 
revised combination was successfully used recently (Chakraborty 
et al., 2011). 

Comparative analysis of the small ribosomal 16S rRNA 
subunit gene  has  been regarded   as  a  standard   for bacterial 
species identification for decades. In Leptospira, this gene was 
also  largely  used   as  a  target  for diagnostics  (Mérien  et  al., 
1992;  Smythe  et al., 2002) and typing  (Ahmed  et  al.,  2006; 
Guernier et al., 2018).  Sequences of partial  16S  rRNA gene 
are also widely used to identify Leptospira at the species level, 
either by direct sequencing (Benacer et al., 2013; Saito  et al., 
2014; Chaiwattanarungruengpaisan et al., 2018) or using High 
Resolution Melting (Pelaez Sanchez et al., 2017). However, partial 
sequences of the 16S rRNA gene might not be able to differentiate 
between closely-related species (Guernier et al., 2018), possibly 
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FIGURE 5 | Real-time PCR amplification curves and Ct gains using the original (Merien et al., 2005) and a modified qPCR using degenerate primers (d) described in 
this paper targeting lipL32 to detect pathogenic Leptospira. 

 
 

leading to inconclusive or even improper identification at the 
species level. In recent studies, many isolates were putatively 
identified  as L. alstonii, L. wolffii, or L. licerasiae based on their 
16S rRNA gene sequence (Chakraborty et al., 2011; Benacer et al., 
2013; Saito  et al., 2013; Azali et al., 2016). Here,  we suggest 
that these isolates would  deserve further characterization. Hence, 
we propose that the simple melting temperature after real time 
PCR of a short portion of the 16S rRNA gene can presumptively 
classify an isolate in one of the 3 Leptospira clusters (pathogens, 
intermediates and saprophytes), with the notable exception of 
L. weilii (Table 1 and Figure 2). 

We then used MALDI-ToF to identify pure cultures by 
creating  a  broad  MS database  allowing  automated  pairwise 
comparison to all validly described species. This technology is 
emerging in the field of medical microbiology  and already used 
in the genus Leptospira (Djelouadji et al., 2012; Rettinger et al., 
2012; Calderaro et al., 2014). As expected from previous work, we 
were able to identify some environmental isolates as members of 
species already described in all three Leptospira clusters. The MSP 
dendrogram  deduced from the MALDI-ToF MS fingerprints 
clearly separated the three main clusters within the genus 
Leptospira and successfully distinguished all previously described 

species  (Figure 3).  Lastly,  we  used  whole-genome  sequence 
analyses to provide an identification of species (Thibeaux et al., 
2018). This unambiguous identification of species confirmed the 
validity of the MALDI-ToF identifications, with correct species 
assignment for identification scores ≥2.3. WGS analyses also 
identified  one isolate as L. wolffii; pairwise comparisons of MS 
to L. wolffii Khorat KH2T  had an identification score of 2.07, 
in the “uncertain identification” range. Within this range, all 
other  isolates  corresponded  to novel species  not included  in 
the MS database.  Lastly,  isolates  with an identification  score 
below 2.0 all corresponded to novel species. After WGS analyses 
and phylogenetic assignment of novel species, we confirmed the 
correct identification of the cluster based on 16S rRNA melting 
peaks (Figure 2). Compared to MALDI-ToF identifications, we 
also noted that the closest match was always a species from the 
same Leptospira cluster (Figure 3). Taken together, we propose a 
sequential approach to isolate and identify environmental 
Leptospira. Although MALDI-ToF bacterial identification is not 
readily available in every research laboratory, the possibility to 
halt  the identification  process  by freezing  the protein  extract 
(see  section  Materials  and  Methods)  offers  the  possibility 
to refer specimens  to distant  laboratories.  MALDI-ToF-based 
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species  identification  requires  a broad  MS database,  which is 
provided for research use as part of our article (Supplementary: 
MspExport_BDD-UREL.btmsp file available online). 

The diagnostic and surveillance of leptospirosis has mostly 
used  serology  and  culture for decades.  Since  the  advent  of 
molecular techniques, PCR and real time PCR have been most 
widely used,  frequently leading  to abandon  culture isolation 
(Perez  and Goarant, 2010; Girault et al., 2017). However, 
most of the current molecular techniques specifically target the 
pathogenic cluster of Leptospira, or take L. interrogans sequences 
as the model target. The real time PCR primers (and eventually 
probe) may not be fitted to all relevant species. We tested two 
real time  PCR assays widely used for diagnosis over the 10 validly 
described pathogenic species as well as the 3 novel pathogens. 
Surprisingly,  we  found that  a  TaqMan-based  real  time  PCR 
targeting lipL32 that is widely used (Stoddard et al., 2009) was 
poorly sensitive for the detection of several Leptospira from the 
pathogenic cluster, including L. alexanderi and L. mayottensis 
(Supplementary Table 2). Using a new set of degenerate primers 
with the original  probe  of a TaqMan   assay used  widely,  we 
significantly improved the detection of these species (Figure 5 
and Supplementary Table 2). Similarly, a SYBR-Green I technique 
targeting lfb1 that is used for diagnostic purpose (Merien et al., 
2005)  was poorly sensitive  for the detection  of L. alstonii,  L. 
kmetyi and the novel pathogenic species (Supplementary Table 
3). This suggests that the high specificity of diagnostic PCR might 
lead to miss the detection of several rare or atypical Leptospira 
strains. The modified design proposed here should be tested 
further for validation of sensitivity and specificity, but may already 
be useful for exploratory studies. 

LipL32 is  known to be  present  in  all  species  from both 
“pathogens” and “intermediate” clusters. However, this gene is 
not necessary  for virulence (Murray  et  al.,  2009) and is  also 
present  in low-virulence  species  described  recently (Thibeaux 
et  al., 2018). In  addition  and because   of  gene   sequence 
polymorphisms,  the  most  used  real  time  PCR techniques 
targeting  lipL32 do not  detect  intermediate  species  (Levett 
et al., 2005; Stoddard  et al., 2009).  Genus-specific  targets 
might be used in clinical specimens, where only virulent 
leptospires are expected to be present. However and because 
recent work strongly suggests  very distinct virulence levels 
within  the  pathogenic  cluster  (Lehmann et  al., 2014; Xu 
et al., 2016; Thibeaux et al., 2018), molecular detection in 
environmental samples should either be followed by typing 
(Thibeaux  et  al.,  2017) or  interpreted  with  caution  until 

validated virulence-specific detection methods are available. The 
identification of relevant target genes by comparative genomics 
will help improve the relevance of future diagnostic tools. 
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6XPPDU\ 

 
 

/HSWRVSLURVLV LV  DQ  LPSRUWDQW DQG  RIWHQ LJQRUHG   GLVHDVH 
DIIHFWLQJ PRUH   WKDQ RQH  PLOOLRQ SHRSOH   D  \HDU   ZRUOGZLGH, 
IURP ZKLFK 50,000 GLH. 1R VHURYDU   LV NQRZQ WR EH   DGDSWHG 
WR   KXPDQV,   VR KXPDQV   DFTXLUH    WKH GLVHDVH  GLUHFWO\  IURP 
DQLPDOV   (FRQWDFW ZLWK XULQH RU WLVVXHV) RU  LQGLUHFWO\ (FRQWDFW 
ZLW K  XULQ H  FRQ WDPLQ D W HG   ZDWHU).   7KH WKUHH   PDLQ 
HQYLURQPHQWV VKRZLQJ WUDQVPLVVLRQ   ULVNV DUH  ZDWHU-EDVHG, 
URGHQW-ERUQH    DQG     OLYHVWRFN/SHW-ERUQH  HQYLURQPHQWV. 
/HSWRVSLURVLV RFFXUV  ZRUOGZLGH   EXW LW  LV    PRUH IUHTXHQWO\ 
IRXQG   LQ KXPLG WURSLFDO FOLPDWHV,   HVSHFLDOO\   LQ UHJLRQV ZLWK 
SRRU VDQLWDU\  LQIUDVWUXFWXUH,  GHILFLHQW  GUDLQDJH,  DQG DV D 
UHVXOW   ODUJH QXPEHUV   RI UDWV.   7KH FRQWDFW  ZLWK   QDWXUDO 
ERGLHV  RI ZDWHU (ZHW  IDUPLQJ) LQFUHDVHV   WKH ULVN RI 
LQIHFWLRQ. 2XWEUHDNV  WHQG  WR RFFXU  GXULQJ  UDLQ\  VHDVRQV DQG LW    
KDV  EHHQ   DVVRFLDWHG ZLWK  IORRGLQJ.  7KH GLVHDVH KDV  D 
EURDG JHRJUDSKLFDO  GLVWULEXWLRQ  GXH   WR WKH ODUJH   VSHFWUXP 
RI   K R V W V   L Q F O X G L Q J   G R P H V W L F   D Q G   Z L O G   PDPPDOV.  
/HSWRVSLURVLV  DIIHFWV ULVN JURXSV WKDW DUH   H[SRVHG WR  DQLPDO 
UHVHUYRLUV RU  XULQH  FRQWDPLQDWHG HQYLURQPHQWV DQG  SHRSOH 
LQ  FRQWDFW  ZLWK  QDWXUDO ERGLHV    RI ZDWHU.  /HSWRVSLURVLV  LV 
UHJDUGHG  DV WKH PRVW ZLGHVSUHDG ]RRQRVLV. 

 
/HSWRVSLURVLV  LV   FDXVHG  E\  VSLURFKHWHV  RI WKH  JHQXV 

/HSWRVSLUD   ZKLFK FRPSULVHV   20   VSHFLHV    WKDW     D U H 
SK\ORJHQHWLFDOO\   VHSDUDWHG LQWR  3 FOXVWHUV:  9 SDWKRJHQLF, 6 
VDSURSK\WLF,  DQG  5 LQWHUPHGLDWH.  7KH HWLRORJLF DJHQWV   RI 
WKLV   GLVHDVH DUH SDWKRJHQLF   DQG   LQWHUPHGLDWH VSHFLHV   RI 
/HSWRVSLUD  ZKLFK   FRPSULVH  PRUH WKDQ   260   VHURYDUV. 
3DWKRJHQLF DQG LQWHUPHGLDWH   FOXVWHUV KDYH  EHHQ   UHSRUWHG WR 
FDXVH  LQIHFWLRQ DQG  LQ   WKLV  WH[W  ZH ZLOO  UHIHU    WR WKHP  DV 
SDUDVLWLF  /HSWRVSLUD. 7KH RUJDQLVP LV  D  WKLQ VSLURFKHWH RI 
0.1 WR  0.2 cP LQ GLDPHWHU DQG  6 WR  12 cP LQ OHQJWK,  VR  WKDW 
LW   FDQ EH ILOWHUHG  WKURXJK  0.45  cP ILOWHUV.   ,W  LV  YHU\ PRWLOH 
VKRZLQJ WUDQVODWLRQDO  PRWLOLW\,   WUDYHOOLQJ DSSUR[LPDWHO\ 20 
kP LQ 2 WR  3 VHFRQGV  LQ RUGLQDU\  PHGLD. 

 
/HSWRVSLURVLV LV  FRQVLGHUHG  D QHJOHFWHG  GLVHDVH, DQG  WKH 

VSLURFKHWH FDXVLQJ WKLV GLVHDVH, /HSWRVSLUD LV GLIILFXOW  WR 
UHFRYHU    LQ  FXOWXUH  DQG  RQO\   UHFHQWO\ PROHFXODU  JHQHWLFV 
WRROV  KDYH  EHHQ  GHYHORSHG  VXLWDEOH IRU   WKH VWXG\   RI WKLV 
VSLURFKHWH. 7KHVH   IDFWRUV  KDYH   FRQWULEXWHG  WR D  ODJ   LQ  WKH 
XQGHUVWDQGLQJ  RI L WV   YLUXOHQFH  PHFKDQLVPV, L W V 
LPPXQRJHQLF SURS HU W L H V DQG  IL QD OO\ D ODJ  L Q W K H 
GHYHORSPHQW  RI YDFFLQHV  WKDW  PD\ LQGXFH  VWURQJ DQG 
GXUDEOH  SURWHFWLRQ. 

 
7R GDWH, GLIIHUHQW PHWKRGV   IRU  LQDFWLYDWLRQ  RI 

OHSWRVSLUHV IRU XVH DV YDFFLQHV KDYH EHHQ  DSSOLHG,  WKHVH 
LQFOXGH IRUPDOLQ,   SKHQRO,   HWKDQRO, KHDW, IUHH]H   DQG   WKDZ 
DQG   UDGLDWLRQ; DQG   DIWHU 100  \HDUV   WKH RQO\   OLFHQVHG 
YDFFLQHV  DUH ZKROH  OHSWRVSLUD  LQDFWLYDWHG EDFWHULQV.   7KHVH 
KDYH EHHQ  XVHG WR  LPPXQL]H DQLPDOV, PDLQO\  GRJV,   FDWWOH 
DQG  SLJV.   EHFDXVH RI SUREOHPV   ZLWK FRPSRQHQWV   RI WKH 
FXOWXUH  PHGLD  DQG UHDFWRJHQLFLW\,   VXFK   EDFWHULQV KDYH  QRW 
EHHQ  ZLGHO\   DFFHSWHG  IRU  XVH LQ KXPDQV,  KRZHYHU KXPDQ 
EDFWHULQ YDFFLQHV  KDYH  EHHQ   XVHG  VXFFHVVIXOO\   LQ VHYHUDO 
UHJLRQV,  LQFOXGLQJ &KLQD,  -DSDQ, &XED, DQG (XURSH.  1R OLYH 
YDFFLQHV  DUH FXUUHQWO\ OLFHQVHG. 

 
6WXGLHV  RI SDUDVLWLF  /HSWRVSLUD LQ WKH HQYLURQPHQW   DUH 

/HSWRVSLUD DQG /HSWRVSLURVLV 
 
YHU\   OLPLWHG PDLQO\  EHFDXVH LW   LV  GLIILFXOW    WR  LVRODWH  WKHVH 
VSLURFKHWHV  IURP VXUIDFH   ZDWHUV  RU  VRLO  ZLWKRXW    JHWWLQJ 
FRQWDPLQDWLRQ ZLWK VDSURSK\WLF  /HSWRVSLUD. +RZHYHU, 
JHQRPLF VWXGLHV  VXJJHVW WKDW SDUDVLWLF    /HSWRVSLUD HYROYHG 
IURP DQ  HQYLURQPHQWDO (IUHH  OLYLQJ) /HSWRVSLUD  IRXQG  LQ 
ZDWHU  RU PXG, VLPLODUO\   WR WKH FRQWHPSRUDU\ PHPEHUV RI 
WKH  VDSURSK\WLF FOXVWHU  (VXFK  DV /. ELIOH[D). 7KHUH VHHPV WR 
EH VRPH HYROXWLRQDU\ YDULDWLRQ ZLWKLQ  SDUDVLWLF  OHSWRVSLUHV; 
VRPH VSHFLHV (VXFK   DV /. LQWHUURJDQV) KDYH UHWDLQHG JHQHV 
DVVRFLDWHG     WR   HQYLURQPHQWDO   VXUYLYDO ZKHUHDV     RWKHU 
SDUDVLWLF  OHSWRVSLUHV   (VXFK   DV /. ERUJSHWHUVHQLL)  VHHP  WR 
KDYH  ORVW  WKHVH    JHQHV.  /HSWRVSLUDO    VXUYLYDO LQ  ZDWHU   LV 
EROVWHUHG  E\  YLVFRXV  PDWHULDO VXFK   DV  DJDU   (DQG   SRVVLEO\ 
ELRILOP).  6RPH VWUDLQV  RI SDUDVLWLF  /HSWRVSLUD   DUH DEOH WR 
SURGXFH  ELRILOPV ZKHQ  LQFXEDWHG  LQ IUHVK  ZDWHU HYHQ  XQGHU 
WKH DEVHQFH    RI QXWULHQWV,   IXUWKHUPRUH   /. LQWHUURJDQV 
(3DWKRJHQLF FOXVWHU) KDV EHHQ IRXQG  LQ QDWXUH DVVRFLDWHG  WR 
ELRILOPV IRUPHG E\ HQYLURQPHQWDO EDFWHULD. 6RPH SDUDVLWLF 
OHSWRVSLUD   DUH  DEOH   WR SURGXFH ELRILOP ZKHQ  LQFXEDWHG  LQ 
GLVWLOOHG   ZDWHU (ORZ   QXWULHQW   FRQGLWLRQV)  DQG  VHHPHG   WR 
GHWHFW  QXWULHQWV  VXFK   DV IDWW\ DFLGV  FDXVLQJ WKH  GLVSHUVLRQ 
(UHOHDVH)  RI OHSWRVSLUDO   FHOOV  IURP WKH  ELRILOP.  ,W KDV   EHHQ 
REVHUYHG WKDW OHSWRVSLUDO   ELRILOP   KDV D ILYH WR  VL[IROG 
LQFUHDVH LQ  DQWLELRWLF UHVLVWDQFH   LQ  DOO WKH  VWUDLQV   XVHG.   ,W LV 
WHPSWLQJ WR VSHFXODWH   WKDW  ELRILOPV PD\ SURWHFW  SDWKRJHQLF 

/HSWRVSLUD DJDLQVW  RWKHU WR[LF  FRPSRXQGV LQ W K H 
HQYLURQPHQW.  7KH UROH  RI ELRILOP   LQ  WKH WUDQVPLVVLRQ RI 

/HSWRVSLUD WR VXVFHSWLEOH   KRVWV DUH  VWLOO  XQFOHDU. 
 

6RLO  PD\ DOVR SOD\    D  UROH LQ  HQYLURQPHQWDO  VXUYLYDO; 
VRPH UHVHDUFKHUV KDYH  VKRZQ WKDW  /HSWRVSLUD VXUYLYHG  LQ 
WKH ZHW   VRLO RQ GU\  GD\V  DQG DSSHDUHG LQ  WKH VXUIDFH ZDWHU 
RQ UDLQ\ GD\V,  VXJJHVWLQJ WKDW  VRLO  FRXOG   EH   D  UHVHUYRLU IRU 
OHSWRVSLUHV  LQ  WKH HQYLURQPHQW. (YHQ  WKRXJK OHSWRVSLUHV DUH 
FRQVLGHUHG  DV IUDJLOH  VSLURFKHWHV,  VWXGLHV KDYH   VKRZQ WKDW 
WKH\  FDQ   VXUYLYH DQG  HYHQ  PDLQWDLQ  WKHLU  YLUXOHQFH  GHVSLWH 
XQIDYRUDEOH   FRQGLWLRQV VXFK   DV  FROG  DQG   QXWULHQW-SRRU 
DFLGLF  ZDWHUV  DIWHU XS WR  20 PRQWKV. 

 
7KHUH LV QR   VWDQGDUG  SURWRFROV   WR FXOWXUH SDUDVLWLF 

VSHFLHV  RI /HSWRVSLUD  IURP ERGLHV  RI IUHVK  ZDWHU  RU  VRLO. 

7KHUH  DUH RQO\  IHZ UHSRUWV  GHVFULELQJ LVRODWLRQ  RI SDUDVLWLF 
/HSWRVSLUD  IURP HQYLURQPHQWDO VDPSOHV   DQG   WKH UHSRUWV 
VKRZ OLWWOH   VXFFHVV;   WKH PDLQ GLIILFXOW\  LQ  WKH  LVRODWLRQ  RI 
WKHVH VSHFLHV   LV WKH RYHUJURZWK RI HQYLURQPHQWDO  EDFWHULD 
RU  WKH IDVW-JURZLQJ  VDSURSK\WLF /HSWRVSLUD. 0ROHFXODU 
WHFKQLTXHV DUH D  ORW  PRUH  SURPLVLQJ DW  GHWHFWLQJ  SDUDVLWLF 
/HSWRVSLUD  LQ  WKH  HQYLURQPHQW.  0DQ\ 3&5  SURWRFROV  KDYH 
EHHQ  GHYHORSHG XVLQJ PDLQO\   JHQHV  WKDW  DUH SUHVHQW RQO\   LQ 
SDWKRJHQLF   /HSWRVSLUD   VXFK   DV  WKH KHPRO\VLV-DVVRFLDWHG 
SURWHLQ-1JHQH, OLS/32, RU  SDWKRJHQLF VSHFLILF VHTXHQFHV RI 
JHQHV   VXFK  DV IOD%,  VHF<,  DQG  166  ULERVRPDO  JHQH.  7KH 
PDLQ OLPLWDWLRQ  RI PDQ\ RI WKHVH DQDO\VHV   LV  WKDW  WKH\   IDLO WR 
GHWHFW  SDUDVLWLF   /HSWRVSLUD  RI WKH  LQWHUPHGLDWH    FOXVWHU 
ZKLFK   DUH FRPPRQO\ IRXQG   LQ ZDWHU. 'HWHFWLRQ RI JHQRPLF 

'1$ VHTXHQFHV GR QRW  JXDUDQW\ WKH  YLDELOLW\  RI EDFWHULD  LQ 
ZDW HU  RU  RWKHU VDPSOHV. 51$ PHWKRGV   DUH XQG HU 
GHYHORSPHQW WR GHWHFW  YLDEOH EDFWHULD. 
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/HSWRVSLUD DQG /HSWRVSLURVLV  

 

 

1.O   ( SL GHP LR OR J\   R I   W K H   'L VH DVH   D Q G  

3DWKRJHQ(V)  
/HSWRVSLURVLV LV D GHDGO\ EDFWHULDO LQIHFWLRQ  FDXVHG E\ 

SDWKRJHQLF  PHPEHUV RI WKH  JHQXV  /HSWRVSLUD. +XPDQ 
OHSWRVSLURVLV KDV ORQJ EHHQ UHFRJQL]HG  DV DQ HQYLURQPHQWDO 
GLVHDVH,  ZLWK GRFXPHQWHG UHSRUWV GDWLQJ  DW OHDVW D  FHQWXU\ 
DJR (1RJXFKL, 1918). 7RGD\, LW  LV FOHDUO\   DFNQRZOHGJHG WKDW 
PRVW   KXPDQ LQIHFWLRQV   RULJLQDWH   IURP HQYLURQPHQWDO 
H[SRVXUH  WR ZDWHU   DQG   VRLOV FRQWDPLQDWHG  E\  WKH  XULQH 
H[FUHWHG E\  LQIHFWHG DQLPDOV.  +XPDQ H[SRVXUH W R 
FRQWDPLQDWHG ZDWHU PRVWO\  RFFXUV  WKURXJK EDWKLQJ RU 
VZLPPLQJ LQ  QDWXUDO IUHVKZDWHU   ERGLHV,    EXW  LVRODWHG 
FRQWDPLQDWLRQ  RI ZDWHU  VXSSOLHV  KDV  DOVR EHHQ   LQYROYHG LQ 
RXWEUHDNV RI OHSWRVSLURVLV (UHYLHZHG   LQ /HYHWW, 2001). 

 
/HSWRVSLURVLV LV  YHU\ FKDOOHQJLQJ WR  GLDJQRVH FOLQLFDOO\. 
(GXFDWLQJ FOLQLFLDQV DERXW FRQVLGHULQJ  OHSWRVSLURVLV ZKHQ 
SDWLHQWV SUHVHQW  ZLWK  DFXWH  IHEULOH  V\QGURPHV, SDUWLFXODUO\ 
ZKHQ WKHUH  KDV  EHHQ   UHFHQW H[SRVXUH WR  IUHVKZDWHU,  FRXOG 
JUHDWO\ LPSURYH    GLDJQRVLV.  $OWKRXJK   OHSWRVSLUHV DUH 
FRQVLGHUHG   WR    EH   YHU\   IUDJLOH EDFWHULD, EHLQJ    KLJKO\  
VXVFHSWLEOH   WR D QXPEHU   RI SK\VLFDO DQG  FKHPLFDO  DJHQWV 
()DLQH HW DO.,   1999), WKH\  SUHVHQW DQ  DVWRQLVKLQJ FDSDFLW\ WR 
VXUYLYH   LQ  IUHVKZDWHU HFRV\VWHPV   IRU  ZHHNV   WR   PRQWKV. 
+RZHYHU,  OLWWOH  LV    NQRZQ  DERXW    WKH  IDWH  RI SDWKRJHQLF 
OHSWRVSLUHV LQ  ZDWHU,   GHVSLWH  WKH LPSRUWDQFH  RI VXFK 
NQRZOHGJH    WRZDUGV SUHYHQWLQJ WKLV   SRWHQWLDOO\     ID WD O  
EDFWHULDO  LQIHFWLRQ    LQ   KXPDQV. 

 
7KHUH DUH  WKUHH PDLQ UHDVRQV  IRU  OLPLWHG NQRZOHGJH DERXW 
WKH IDWH  RI OHSWRVSLUHV LQ ZDWHU.   )LUVW,  WKH JHQXV /HSWRVSLUD 
FRPSULVHV ERWK   YLUXOHQW VSHFLHV, ZKLFK  DUH  WKH HWLRORJLFDO 
DJHQWV RI KXPDQ DQG   DQLPDO   OHSWRVSLURVLV, DQG   VDSURSK\WLF 
VSHFLHV, ZKLFK  DUH  QRQ-YLUXOHQW  QRUPDO LQKDELWDQWV  RI 
IUHVKZDWHU HFRV\VWHPV. 6HFRQG,  WKH  WD[RQRP\ RI WKH  JHQXV 
KDV ORQJ EHHQ EDVHG RQ VHURORJ\,  ZKLFK  GLVWLQJXLVKHG 
DOPRVW 300 VHURYDUV JURXSHG LQWR PRUH WKDQ 23 VHURJURXSV, 
EXW RQO\   WZR  VSHFLHV  (/HSWRVSLUD  LQWHUURJDQV VHQVX   ODWR, 
ZKLFK JURXSHG DOO YLUXOHQW    VSHFLHV, DQG  /HSWRVSLUD  ELIOH[D 
VHQVX ODWR IRU   DOO  VDSURSK\WLF  VSHFLHV XQWLO WKH  1980V). 7KH 
WZR SUHYLRXV VSHFLHV JURXSLQJ RI WKH 1980V KDYH VLQFH EHHQ 
GHFODUHG   LQYDOLG, EDVHG RQ  PRUH   UHFHQW FKDUDFWHUL]DWLRQ 
XVLQJ  JHQHWLF PROHFXODU WD[RQRP\,  ZKLFK WR GDWH  KDV 
GLVFULPLQDWHG  DW   OHDVW   35  VSHFLHV  (%UHQQHU  HW DO.,    1999; 
5DPDGDVV HW DO.,   1992; <DVXGD HW DO.,   1987; 7KLEHDX[ HW  DO., 
2018E;  7KLEHDX[ HW DO.,   2018D). ,Q DGGLWLRQ,  DQRWKHU  JURXS 
RI /HSWRVSLUD  (QDPHG nLQWHUPHGLDWHVo)    KDV   DOVR  EHHQ 
GHVFULEHG (6FKPLG HW DO.,   1986; 3HURODW  HW DO.,   1998), ZKLFK 
FXUUHQWO\ LQFRUSRUDWHV  11 VSHFLHV ZLWK DW OHDVW VRPH 
GLVSOD\LQJ VRPH  GHJUHH RI YLUXOHQFH. (DUO\ VFLHQWLILF UHSRUWV 
GLG QRW DOZD\V   GHVFULEH ZKHWKHU WKH  OHSWRVSLUHV    VWXGLHG 
KDG VRPH  YLUXOHQFH  SRWHQWLDO. 7KH ROGHU    OLWHUDWXUH WKHUHIRUH 
QHHGV   WR EH   LQWHUSUHWHG ZLWK  FDXWLRQ  WR FRQVLGHU   WKHVH 
WD[RQRPLFDO  GLIIHUHQFHV.  7KLUG,  DQG ILQDOO\, \HW DV 
LPSRUWDQWO\,  SDWKRJHQLF   VWUDLQV   RI /HSWRVSLUD   DUH VORZ- 
JURZLQJ, DQG  FDQ  HDVLO\ EHFRPH  RYHUJURZQ E\  VDSURSK\WLF 
VSHFLHV   DQG   RWKHU PLFURRUJDQLVPV,   HYHQ ZLWK VHOHFWLYH 
FXOWXUH  PHGLXP. 6WLOO, WKH  ERG\ RI OLWHUDWXUH  SXEOLVKHG RYHU 
WKH  ODVW FHQWXU\ LV  SURYLQJ   XVHIXO LQ EXLOGLQJ VRPH 
NQRZOHGJH DERXW   WKH RFFXUUHQFH, SHUVLVWHQFH DQG  VXUYLYDO 
RI OHSWRVSLUHV LQ ZDWHU.   3XWWLQJ  WKLV  NQRZOHGJH WRJHWKHU FDQ 
KHOS  LPSURYH    SUHYHQWLRQ RI WKLV    VLJQLILFDQW,   SRVVLEO\ 

 
UHHPHUJLQJ, HQYLURQPHQWDO  GLVHDVH. 

 
1.1 *OREDO %XUGHQ RI 'LVHDVH 
 

 
1.1.1  *OREDO GLVWULEXWLRQ 
 

 
2QH RI WKH  ILUVW  GHVFULSWLRQV  RI WKH GLVHDVH   QRZ NQRZQ 

DV  OHSWRVSLURVLV ZDV   UHSRUWHG E\  /DUUH\ LQ  1812, GXULQJ  D 
EORFNDGH  RI 1DSROHRQmV   WURRSV LQ &DLUR;  DQG  PRUH WKDQ D 
FHQWXU\  DJR $GROSK :HLO  GHVFULEHG  D  VHYHUH IRUP RI WKH 
GLVHDVH, VLQFH NQRZQ DV :HLOmV GLVHDVH. /HSWRVSLURVLV LV DQ 
LPSRUWDQW DQG   RIWHQ LJQRUHG   GLVHDVH DIIHFWLQJ   PRUH WKDQ 
RQH  PLOOLRQ SHRSOH  SHU \HDU  ZRUOGZLGH,   ZLWK 58,900 GHDWKV 
(&RVWD  HW DO.,   2015; .R HW DO.,   2009). /HSWRVSLURVLV  RFFXUV 
ZRUOGZLGH, EXW LW LV   PRUH IUHTXHQWO\ IRXQG   LQ KXPLG WURSLFDO 
FOLPDWHV, HVSHFLDOO\ LQ UHJLRQV  ZLWK SRRU  VDQ LWDU\ 
LQIUDVWUXFWXUH, GHILFLHQW GUDLQDJH,  DQG DV D UHVXOW, ODUJH 
QXPEHUV  RI D  NH\ DQLPDO   UH VH UYR LU:  UD W V. :K L O H 
LQDSSURSULDWH  PDQDJHPHQW RI KXPDQ H[FUHWD  PD\ VXSSRUW 
URGHQW    GHQVLWLHV  DQG   WKHUHE\   EH   D  FRQWULEXWLQJ IDFWRU, 
KXPDQ LQIHFWLRQV DUH RIWHQ DVVRFLDWHG ZLWK H[SRVXUHV WR 
QDWXUDO ERGLHV   RI ZDWHU (ZHW  IDUPLQJ). 2XWEUHDNV   WHQG WR 
RFFXU  GXULQJ  UDLQ\  VHDVRQV DQG  LW   KDV  EHHQ   DVVRFLDWHG ZLWK 
IORRGLQJ  ('HOOD  5RVVD  HW DO.,    2016; *DQR]D HW DO.,    2006; 
7UHYHMR  HW  DO.,    1998; &RQFHSFLRQ-$FHYHGR  HW  DO.,    2018; 
5HDUGRQ,  2017). 7KH GLVHDVH KDV  D  EURDG   JHRJUDSKLFDO 
GLVWULEXWLRQ GXH    WR WKH ODUJH VSHFWUXP   RI KRVWV,  LQFOXGLQJ 
GRPHVWLF  DQG   ZLOG  PDPPDOV, LQFOXGLQJ  UDWV DQG    PLFH, 
ZKLFK  KDUERU WKH  EDFWHULXP LQ  WKHLU NLGQH\V DQG UHOHDVH  LW 
WKURXJK  WKHLU XULQH   (&DUPRQD  *DVFD HW DO.,   2013; 'LHWULFK 
HW DO.,    2015; .R HW DO.,    2009). 9DULRXV   DQLPDO   KRVWV DUH 
IXUWKHU GLVFXVVHG  LQ 6HFWLRQ  1.3.2. /HSWRVSLURVLV   DIIHFWV  ULVN 
JURXSV  WKDW   DUH H[SRVHG   WR   DQLPDO    UHVHUYRLUV RU  XULQH- 
FRQWDPLQDWHG HQYLURQPHQWV, VXFK  DV  YHWHULQDULDQV, DEDWWRLU 
ZRUNHUV, VHZDJH   ZRUNHUV,   PLOLWDU\ SHUVRQQHO,  SHRSOH   LQ 
FRQWDFW  ZLWK   QDWXUDO ERGLHV    RI ZDWHU,  DQG  LQFUHDVLQJO\ 
LQFOXGLQJ    LQGLYLGXDOV SDUWDNLQJ   LQ  ZDWHU  VSRUWV DQG 
UHFUHDWLRQ  ($JDPSRGL HW DO.,   2014; .DW] HW DO.,   2002; .R HW 
DO.,  2009; /DX HW DO.,   2010; 0RUJDQ HW DO.,   2002; 6HMYDU  HW 
DO.,   2003 ).  /HSWRVSLURVLV    LV    UHJDUGHG   DV    WKH   PR V W 
ZLGHVSUHDG    ]RRQRWLF   GLVHDVH ((YDQJHOLVWD  DQG  &REXUQ, 
2010)  DQG LV UHHPHUJLQJ LQ UHJLRQV RQFH WKRXJKW WR EH 
UHODWLYHO\ IUHH   RI WKH  SDWKRJHQ,  VXFK DV  QRUWKHUQ  6ZHGHQ 
(6WUDQG HW DO.,   2015)  (VHH 7DEOH 1 EHORZ). 

 
1.1.2  6\PSWRPDWRORJ\ (PRUELGLW\ DQG FDVH-IDWDOLW\  UDWLRV) 
 

 
7KH V\PSWRPV RI OHSWRVSLURVLV  YDU\ IURP DV\PSWRPDWLF 

WR D  VHYHUH   KHPRUUKDJLF   DQG/RU PXOWL-RUJDQ GLVHDVH.  7KH 
VHYHULW\  RI WKH GLVHDVH   GHSHQGV RQ WKH  /HSWRVSLUD VSHFLHV 
($OVW RQ, 1935)  DQG WKH DEL O L W\ RI WKH V W UDLQ WR FDXVH 
LQIHFWLRQ.  7KH GLVHDVH FDQ  EH  GLYLGHG LQ WZR  VWDJHV; LQ WKH 
ILUVW  VWDJH (VHSWLFHPLF  SKDVH),   OHSWRVSLUHV PXOWLSO\    LQ  WKH 
KRVWmV EORRG    DQG    RWKHU  WLVVXHV DQG  FDXVH  IHYHU,  FKLOOV, 
KHDGDFKH,  DQRUH[LD, P\DOJLD (PDLQO\ LQ FDOYHV) DQG  QDXVHD 
RU  IXOPLQDQW  FDVHV,   DQG   LQ WKH LPPXQH SKDVH FRQMXQFWLYDO 
VXIIXVLRQ  DQG  MDXQGLFH. +HDGDFKH,   SKRWRSKRELD, QDXVHD, 
UHWUR-RUELWDO  SDLQ PD\ LQGLFDWH   WKH  SUHVHQFH RI /HSWRVSLUD 
LQ WKH FHUHEURVSLQDO   IOXLG (3LFDUGHDX, 2013). 6HYHUH 
OHSWRVSLURVLV (:HLOmV    GLVHDVH   RU   VHYHUH   SXOPRQDU\ 
KHPRUUKDJH V\QGURPH)  FDQ GHYHORS   DIWHU WKH VHSWLFHPLF 
SKDVH.    :HLOmV  GLVHDVH LV   FKDUDFWHUL]HG  E\  KHPRUUKDJH, 
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MDXQGLFH,  DQG   UHQDO IDLOXUH (%KDUWL HW DO.,   2003), ZKLOH 
VHYHUH SXOPRQDU\ KHPRUUKDJH LV OLQNHG   WR PDVVLYH LQWUD- 
DOYHRODU  EOHHGLQJ.   0RUWDOLW\ GXH  WR WKHVH   2 V\QGURPHV PD\ 
UDQJH IURP 5l15% DQG   UHQDO IDLOXUH PD\ DIIHFW  16l40% RI 
FDVHV.  3XOPRQDU\   SDWKRORJ\ PD\ RFFXU   LQ 20l70% RI WKH 
FDVHV  DQG   V\PSWRPV  PD\ UDQJH  IURP FRXJK, G\VSQHD, 
KHPRSW\VLV, WR UHVSLUDWRU\   GLVWUHVV  V\QGURPH ($GOHU DQG GH 
OD  3HgD-0RFWH]XPD, 2010). 'HDWK  FDQ  RFFXU IURP NLGQH\ 
IDLOXUH, SXOPRQDU\ KHPRUUKDJH, RU RWKHU VHULRXV PXOWL- 
RUJDQ V\VWHP G\VIXQFWLRQ. 

 
1.2  7D[RQRPLF &ODVVLILFDWLRQ RI WKH $JHQW(V) 

 
/HSWRVSLURVLV  LV   FDXVHG  E\  VSLURFKHWHV  RI WKH  JHQXV 

/HSWRVSLUD, ZKLFK FXUUHQWO\ FRPSULVHV 35 VSHFLHV WKDW DUH 
SK\ORJHQHWLFDOO\   VHS DU DW HG   LQWR   W K U H H   FOXVW HU V:   13  
SDWKRJHQLF, 11 VDSURSK\WLF, DQG 11 LQWHUPHGLDWH ($GOHU DQG 
GH   OD  3HgD-0RFWH]XPD,  2010; 7KLEHDX[  HW  DO.,    2018E; 
7KLEHDX[ HW DO.,   2018D). 7KH HWLRORJLF DJHQWV  RI WKLV  GLVHDVH 
DUH  SDWKRJHQLF   DQG   LQWHUPHGLDWH VSHFLHV   RI /HSWRVSLUD, 
ZKLFK  FRPSULVH PRUH  WKDQ  260  VHURYDUV  ($GOHU,  2015D). 
3DWKRJHQLF DQG LQWHUPHGLDWH   FOXVWHUV KDYH  EHHQ   UHSRUWHG WR 
FDXVH  LQIHFWLRQ DQG,   LQ  WKLV &KDSWHU,  ZH ZLOO  UHIHU    WR WKHP 
DV  nYLUXOHQWo /HSWRVSLUD. 7KH RUJDQLVP LV  D WKLQ VSLURFKHWH 
RI 0.1 WR  0.2 cP LQ GLDPHWHU DQG  6 WR  12 cP LQ OHQJWK,  VR  LW 
PD\ HYHQ SDVV WKURXJK 0.22  cP ILOWHUV.  +HQFH 0.22  cP SUH- 
ILOWUDWLRQ   LV  RIWHQ  XVHG   WR GHFRQWDPLQDWH  /HSWRVSLUD 
FXOWXUHV   IURP RWKHU  EDFWHULD   ((YDQJHOLVWD  DQG  &REXUQ, 
2010). ,W  LV  D KLJKO\  PRWLOH EDFWHULXP   VKRZLQJ WUDQVODWLRQDO 
PRWLOLW\,   WUDYHOOLQJ DSSUR[LPDWHO\ 20 kP LQ  2 WR  3 VHFRQGV 
LQ RUGLQDU\ PHGLD.   ,W KDV  EHHQ   GHPRQVWUDWHG   WKDW   VXFK  D 
PRWLOLW\  LV GXH   WR   LWV  FRLOHG SHULSODVPLF  IODJHOOXP   WKDW 
URWDWHV  DW WKH  OHDGLQJ HQG,  JHQHUDWLQJ D KHOLFDO ZDYH WKDW 
SURSHOV WKH  FHOO E\ UROOLQJ LQ DQ  GLUHFWLRQ RSSRVLWH   WR  WKDW  RI 
WKH  IODJHOODU J\UDWLRQ    (*ROGVWHLQ  DQG   &KDURQ,   1988, 
3LFDUGHDX HW DO.,   2001). 

 
1.3  7UDQVPLVVLRQ 

 

 
1.3.1  5RXWHV RI WUDQVPLVVLRQ 

 

 
/HSWRVSLUD, DV D IUDJLOH VSLURFKHWH, LV QRW UHVLVWDQW WR 

GHVLFFDWLRQ, VR  DTXHRXV   HQYLURQPHQWV  DUH  QHFHVVDU\    IRU 
VXUYLYDO DQG    WUDQVPLVVLRQ   DPRQJ  PDPPDOV VKDULQJ   D 
FRPPRQ  HQYLURQPHQW   ($GOHU,  2015D).  7UDQVPLVVLRQ   RI 
/HSWRVSLUD  WR  VXVFHSWLEOH KRVWV XVXDOO\  RFFXUV   WKURXJK 
FRQWDFW ZLWK XULQH RU ZDWHU  VRXUFHV  FRQWDPLQDWHG   ZLWK 
DQLPDO   XULQH (.R HW DO.,   2009). 6LFN  DQLPDOV XVXDOO\ VKHG 
YLUXOHQW  OHSWRVSLUHV    GXULQJ    WKH LPPXQH SKDVH  DQG 
FRQYDOHVFHQFH  RI WKH  GLVHDVH    (DV\PSWRPDWLF   FDUULHUV). 
5RGHQWV, RQ WKH RWKHU  KDQG,  XVXDOO\ DUH UHVLVWDQW  WR GLVHDVH, 
EXW FDQ  UHPDLQ   LQIHFWHG DQG  DFW DV  FRQWLQXRXV   UHVHUYRLUV, 
VKHGGLQJ     LQIHFWLQJ    OHSWRVSLUHV WKURXJK    XULQH   W R 
HQYLURQPHQW IRU OLIH (7KLHUPDQQ, 1981). 0RVW PDPPDOV  FDQ 
FDUU\  OHSWRVSLUHV ZLWK  QR   VLJQV   RI GLVHDVH RU  RQO\   PLOG 
FOLQLFDO PDQLIHVWDWLRQV.    6XFK VXEFOLQLFDO   LQIHFWLRQV   DUH 
FDXVHG PDLQO\  (EXW  QRW H[FOXVLYHO\)   E\  KRV W-DGDS WHG 
VHURYDUV.  7KH WKUHH  PDLQ HQYLURQPHQWV   LQGLFDWLQJ KXPDQ 
WUDQVPLVVLRQ ULVNV DUH  ZDWHU-EDVHG,    URGHQW-ERUQH   DQG 
OLYHVWRFN/SHW-ERUQH HQYLURQPHQWV. 

1.3.2  +XPDQ, DQLPDO, DQG HQYLURQPHQWDO   UHVHUYRLUV 
 

 
/HSWRVSLURVLV  LV  SULPDULO\   DQ  DQLPDO  GLVHDVH DIIHFWLQJ 

ZLOG DQG  GRPHVWLF PDPPDOV. $FXWH OHSWRVSLURVLV  LQ  DQLPDOV 
FDQ   SUHVHQW ZLWK  WKH VDPH FOLQLFDO SDWWHUQV  DV  LQ  KXPDQV, 
PRVWO\   LQ \RXQJ DQLPDOV.  $IWHU WKH  VHSWLFHPLF SKDVH,  RQFH 
WKH FLUFXODWLQJ DQWLERG\   WLWHUV   KDYH  ULVHQ, SDWKRJHQLF 
VHURYDUV   RI /HSWRVSLUD    XVXDOO\ DFFXPXODWH  LQ NLGQH\V, 
LQVLGH   WKH  UHQDO   WXEXOHV;    VR   WKDW LQIHFWHG  DQLPDOV   VKHG 
SRWHQWLDOO\ LQIHFWLQJ OHSWRVSLUHV   WR WKH HQYLURQPHQW WKURXJK 
WKHLU XULQH.   ,W  FDXVHV    LPSRUWDQW    ORVVHV  WR   O LY H V WR F N 
RSHUDWLRQV (HVSHFLDOO\  FDWWOH  DQG VZLQH),  PDLQO\  EHFDXVH RI 
DERUWLRQ DQG  LQIHUWLOLW\.  ,Q GRJV WKH GLVHDVH   VKRZV DW  OHDVW 
WKUHH GLIIHUHQW  SDWKRORJLF    V\QGURPHV:  LFWHULF   V\QGURPH, 
XUHPLF V\QGURPH  DQG KHPRUUKDJLF V\QGURPH  ($GOHU DQG GH 
OD  3HgD-0RFWH]XPD, 2010). 6HURSUHYDOHQFH LQ  FDWWOH PD\ EH 
DV KLJK   DV 84%  DQG  LQ GRJV   35%  (GH   )UHLWDV HW DO.,   2010, 
(OOLV  HW DO.,   1986E,  2OLYHLUD /DYLQVN\ HW DO.,   2012, 6FKXOOHU HW 
DO.,  2015). /RZHU LQFLGHQFHV KDYH  EHHQ   IRXQG   LQ RWKHU 
GRPHVWLF  DQLPDOV  DPRQJ WKHP  VKHHS DFWLQJ PDLQO\   DV 
DV\PSWRPDWLF  UHVHUYRLUV  (&HUUL  HW DO.,    1996, (OOLV    HW  DO., 
1994, /LOHQEDXP HW DO.,   2009); LQ KRUVHV  WKH GLVHDVH  XVXDOO\ 
KDV  D  FKURQLF  FRXUVH  UHVXOWLQJ   LQ  UHFXUUHQW   XYHLWLV ((58) 
EHLQJ WKH  PDLQ  FDXVH RI HTXLQH  EOLQGQHVV (+DOOLZHOO HW  DO., 
1985, 0DODODQD HW DO.,   2015, :ROODQNH HW DO.,   2001). &DWV DUH 
XVXDOO\     UHVLVWDQW WR  LQIHFWLRQ     XQOHVV   D   FRQFXUUHQW 
LPPXQRVXSSUHVVLYH GLVHDVH  PLJKW  EH  DIIHFWLQJ WKHP,  VXFK 
DV IHOLQH OHXNHPLD   YLUXV RU  IHOLQH  $,'6 ($]RFDU-$HGR HW  DO., 
2014, +DUWPDQQ  HW DO.,   2013). 2XWEUHDNV  RI OHSWRVSLURVLV 
KDYH  DOVR EHHQ   GHVFULEHG   LQ ZLOG  DQLPDOV   VXFK   DV VHD OLRQV 
LQ &DOLIRUQLD  ($YDORV-7eOOH] HW DO.,   2016, &RODJURVV-6FKRXWHQ 
HW DO.,   2002, 3UDJHU HW DO.,   2013). 2WKHU ZLOG VSHFLHV VXFK  DV 
UKLQRFHURVHV DQG  ZROYHV  PD\ VXIIHU RI DFXWH  OHSWRVSLURVLV, 
EXW SUREDEO\   RQO\  ZKHQ   NHSW   LQ  FDSWLYLW\   (1HLIIHU  HW   DO., 
2001). 5RGHQWV  SOD\   DQ  LPSRUWDQW UROH LQ WUDQVPLVVLRQ   DQG 
DUH  FRQVLGHUHG   WKH SULQFLSDO  UHVHUYRLUV WKDW   PDLQWDLQ 
OHSWRVSLUHV  SUHVHQW  LQ  HQYLURQPHQW DQG  WKH  PDLQ  VRXUFH RI 
LQIHFWLRQ    WR  VXVFHSWLEOH    KRVWV  VXFK   DV  SLJV, GRJV, ]RR 
DQLPDOV DQG  KXPDQV ($WKDQD]LR HW DO.,   2008, &RVWD    HW DO., 
2014, +DDNH   DQG  /HYHWW, 2015). 'H )DULD  HW  DO.   (2008) 
UHSRUWHG     WKD W XS WR    80.3%   RI 1RUZD\  UDWV    ( 5 D W W X V 
QRUYHJLFXV), D VSHFLHV WKDW  VSUHDG  DOPRVW DOO  RYHU  WKH JOREH, 
ZHUH  FXOWXUH SRVLWLYH DQG   68.1%  ZHUH VKRZQ  SRVLWLYH  E\ 
DQWLERG\  WLWHUV   RI DW  OHDVW   1:100  LQ D  PLFURVFRSLF 
DJJOXWLQDWLRQ  WHVW   (0$7). 2WKHU  VSHFLHV  RI ZLOG  PDPPDOV 
KDYH EHHQ  GHWHFWHG  DV  OHSWRVSLUDO FDUULHUV  ($QGUHROL HW  DO., 
2014, 'XQFDQ HW DO.,   2012, 3LQQD HW DO.,   2012, 6FLDOID HW  DO., 
2013). ,Q )UDQFH, VHURSRVLWLYLW\   UDWHV ZHUH IRXQG WR  UDQJH 
IURP 31% LQ IDUPHG $PHULFDQ PLQN, 74% LQ ZLOG  (XURSHDQ 
PLQN  DQG XS WR  89% LQ VWRQH PDUWHQV   (0RLQHW HW DO.,   2010). 
,Q WKH 8QLWHG   .LQJGRP,  VHURSRVLWLYLW\    UDWHV  ZHUH 6.2%  LQ 
ZDWHU   YROHV  (*HOOLQJ  HW  DO.,    2015). %DWV   IURP GLIIHUHQW 
FRQWLQHQWV KDYH   DOVR  EHHQ VKRZQ  DV  FDUULHUV  RI GLIIHUHQW 
/HSWRVSLUD VSHFLHV,   ZLWK  D  YDULDEOH H[FUHWLRQ  UDWHV  (IURP 6 
WR   45%)  ('LHWULFK  HW  DO.,    2015). 0RVW   LQIHFWHG DQLPDOV 
UHFRYHU DQG  EHFRPH DV\PSWRPDWLF FDUULHUV IRU ORQJ  SHULRGV 
RI WLPH,  VKHGGLQJ   OHSWRVSLUHV WKURXJK    WKHLU XULQH    ('HOOD 
5RVVD HW DO.,   2016, .R HW DO.,   2009, 9LOODQXHYD  HW DO.,   2014). 
6RPH VHURYDUV DUH DGDSWHG  WR D VSHFLILF DQLPDO VSHFLHV, 
VHURYDU &DQLFROD  WR  GRJV (0RUULVRQ DQG :ULJKW,  1976), 
VHURYDU  +DUGMR   WR   FDWWOH   ((OOLV  HW  DO.,    1986E),   VHURYDUV 
3RPRQD DQG %UDWLVODYD   WR SLJV ((OOLV HW DO.,   1986D; 6WDOKHLP, 
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1968), VHURYDU  3RPRQD WR KRUVHV    (+DOOLZHOO  HW DO.,    1985, 
9HUPD HW DO.,    2013D),  VHURYDU %DOOXP   WR   PLFH (&DUPRQD 
*DVFD HW DO.,   2013; GD   6LOYD   HW DO.,   2010; %UHP HW DO.,   1995), 
VHURYDU ,FWHURKDHPRUUKDJLDH   WR   UDWV   (7KLHUPDQQ,  1981; 
$GOHU  DQG   GH  OD 3HgD-0RFWH]XPD, 2010). ([FHSW LQ VSHFLILF 
HQGHPLF  VHWWLQJV   (*DQR]D HW  DO.,    2010), FKURQLF  UHQDO 
FDUULDJH   LQ KXPDQV LV  YHU\   UDUH DQG  GRHV  QRW VLJQLILFDQWO\ 
FRQWULEXWH   WR WKH  HSLGHPLRORJ\ RI OHSWRVSLURVLV.  +XPDQ WR 
KXPDQ WUDQVPLVVLRQ   LV D YHU\   UDUH HYHQW DQG KXPDQV  PRVWO\ 
DFTXLUH   WKH GLVHDVH  GLUHFWO\ IURP DQLPDOV (L.H.,  FRQWDFW ZLWK 
XULQH  RU  WLVVXHV) RU  PRUH IUHTXHQWO\ LQGLUHFWO\  (L.H., FRQWDFW 
ZLWK XULQH-FRQWDPLQDWHG  ZDWHU)  (.RL]XPL HW DO.,   2009, .R HW 
DO., 2009). 

 
1.3.3  ,QFXEDWLRQ SHULRG 

 

 
/HSWRVSLURVLV  KDV  D  YDULDEOH LQFXEDWLRQ  SH U L R G 

GHSHQGLQJ  RQ  YLUXOHQFH  RI WKH LQIHFWLQJ    VWUDLQ, LQIHFWLQJ 
GRVH DQG WKH SDWLHQW VXVFHSWLELOLW\   (/HYHWW, 2001). (QWUDQFH 
RI SDWKRJHQLF /HSWRVSLUD  WR VXVFHSWLEOH   KRVWV RFFXUV 
WKURXJK  PXFRXV PHPEUDQHV RU  VNLQ  DEUDVLRQV   ($GOHU DQG 
GH  OD 3HgD-0RFWH]XPD, 2010; /HYHWW, 2001). /HSWRVSLUHV 
UHDFK   WKH EORRGVWUHDP   DQG   UHSOLFDWH   LQ   WKH  DEVHQFH  RI 
VSHFLILF   DQWLERGLHV (OHSWRVSLUHPLD),  GLVVHPLQDWLQJ WR  PDQ\ 
WLVVXHV (&RXWLQKR HW DO.,   2014, .R HW DO.,   2009). 7KLV SKDVH LV 
FDOOHG VHSWLFHPLF   SKDVH   DQG   W\SLFDOO\  LV  FKDUDFWHUL]HG  E\ 
IHYHU, P\DOJLD, DUWKUDOJLD,  HU\WKHPD  DQG FHSKDOJLD ($OVWRQ, 
1935)  DQG ODVWLQJ IURP WKUHH WR WHQ GD\V. $IWHU WKLV SKDVH, 
VHUXP     DQWLERGLHV EHFRPH HOHYDWHG DQG    OHSWR VSLU HV 
FRUUHVSRQGLQJO\  GLVDSSHDU IURP WKH  EORRGVWUHDP (.R HW  DO., 
2009; /HYHWW,  2001). 6WXGLHV LQ DQLPDOV,   SDUWLFXOD UO\ 
KDPVWHUV,   KDYH   UHYHDOHG WKDW   PRVW    WLVVXHV DUH   LQYDGHG, 
HVSHFLDOO\ NLGQH\V,   ZKHUH   OHSWRVSLUHV   DOORFDWH LQWR WKH UHQDO 
WXEXOHV  DZD\ IURP WKH FLUFXODWLQJ VSHFLILF   DQWLERGLHV 
(&RXWLQKR HW DO.,   2014). /HSWRVSLUHV  DUH VXEVHTXHQWO\  VKHG 
WR WKH  HQYLURQPHQW  YLD XULQH (OHSWRVSLUXULD). 7KLV  VHFRQG 
SKDVH  RI WKH  GLVHDVH,    LQ  ZKLFK  OHSWRVSLUHV DUH  VKHG,    LV 
FDOOHG   WKH  LPPXQH SKDVH DQG FDQ  ODVW  IRU  ORQJ  SHULRGV RI 
WLPH,   HYHQ   IRU  OLIH LQ UHVHUYRLU DQLPDOV   (.R HW DO.,   2009). 
0DQ\ RI WKH VHYHUH   V\PSWRPV RI WKLV  SKDVH RI WKH  GLVHDVH 
PD\ EH GXH WR  LPPXQRSDWKRORJ\ ()UDJD  HW DO.,   2011). 

 
1.3.4  3HULRG RI FRPPXQLFDELOLW\ 

 

 
$OWKRXJK   YHU\   UDUH FDVHV  RI LQWHU-KXPDQ  WUDQVPLVVLRQ 

KDYH  EHHQ  VXVSHFWHG DQG  UHSRUWHG,   OHSWRVSLURVLV LV QRW D 
FRQWDJLRXV GLVHDVH. 7KHUHIRUH,   WKLV VHFWLRQ    GLVFXVVHV 
FRPPXQLFDELOLW\  IURP WKH DQLPDO    UHVHUYRLU DQG   KXPDQ 
VXVFHSWLELOLW\.  7KUHH PDLQ  IDFWRUV  LQWHUYHQH WR GHILQH    WKH 
SHULRG GXULQJ ZKLFK  VLFN DQLPDOV, DV\PSWRPDWLF  FDUULHUV RU 
UHVHUYRLUV   PD\ VKHG   LQIHFWLQJ   OHSWRVSLUHV WR   W K H 
HQYLURQPHQW ($GOHU DQG   GH  OD 3HgD-0RFWH]XPD, 2010; +ROW 
HW DO.,   2006). 

 
1.  6HURYDU  YLUXOHQFH. 9LUXOHQFH  REYLRXVO\   DQG  GLUHFWO\ 

UHODWHV WR WKH LQIHFWLYH   GRVH.   ,W KDV EHHQ VKRZQ  WKDW 
/HSWRVSLUD     VHURYDUV YDU\    L Q     W K H L U    O H Y H O    RI 
SDWKRJHQLFLW\.   7KHUH  DUH GLIIHUHQFHV  LQ YLUXOHQFH 
(OHYHO  RI SDWKRJHQLFLW\),  HYHQ DPRQJ LVRODWHV  RI WKH 
VDPH    VHURYDU. 6RPH  H[WUHPHO\  YLUXOHQW   VHURYDUV 
KDYH DQ  H[SHULPHQWDO /'50   RI IRXU   RU  OHVV EDFWHULD 

(&)8) SHU   DQLPDO   LQ  WKH KDPVWHU PRGHO   (6dQFKH], 

2008; :DWDQDEH HW DO.,   2014). ,Q DQ\ FDVH, WKH 
LQIHFWLRXV    GRVH    LV  FUXFLDO   WR  WKH  VHYHULW\   RI WKH 
GLVHDVH.   (YHQ WKRXJK  VRPH VS HFL H V - D G DS W H G 
VHURYDUV PD\ FDXVH PLOG RU QR REYLRXV VLJQV RI 
GLVHDVH, WKH\  PD\ VWLOO   EH   VKHG   WR WKH HQYLURQPHQW 
WKURXJK  XULQH. 

2.  ,PPXQH  VWDWXV  RI WKH KRVW.  $QLPDOV WKDW  KDYH QHYHU 
EHHQ   LQ FRQWDFW ZLWK D  YLUXOHQW  /HSWRVSLUD  VHURYDU, 
\RXQJ RU LPPXQRVXSSUHVVHG   LQGLYLGXDOV DUH  PRUH 
SURQH WR DFTXLUH   D  VHYHUH  FOLQLFDO LQIHFWLRQ,   UHODWLYH 
WR  DGXOWV   RU   LPPXQH FRPSHWHQW  LQGLYLGXDOV    WKDW 
GHYHORS D PLOG  GLVHDVH. 6HYHUH  FOLQLFDO LQIHFWLRQ   PD\ 
HQG   LQ  GHDWK  RI VLFN DQLPDOV.   &KURQLF   FDUULHUV, LQ 
FRQWUDVW,  PD\ VKHG   LQIHFWLRXV  OHSWRVSLUHV IRU   ORQJ 
SHULRGV  RI WLPH,  HYHQ  IRU  OLIH. 2I QRWH,  OHSWRVSLURVLV 
LPPXQLW\ LV ERWK  VKRUW ODVWLQJ DQG   VHURJURXS- 
VSHFLILF.  3HRSOH  LQ K\SHUHQGHPLF DUHDV PD\ JHW 
OHSWRVSLURVLV VHYHUDO  WLPHV,   HLWKHU IURP VWUDLQV 
EHORQJLQJ  WR   GLIIHUHQW VHURJURXSV    RU  DIWHU SRVW- 
LQIHFWLRQ LPPXQLW\ KDV GHFOLQHG. 

3.  7KH VHURYDU  l DQLPDO  VSHFLHV UHODWLRQVKLS.   ,W LV ZHOO 
NQRZQ WKDW   VSHFLHV-DGDSWHG   VHURYDUV GHYHORS  PLOG 
RU  VXEFOLQLFDO  LQIHFWLRQV  LQ WKH FRUUHVSRQGLQJ DQLPDO 
VSHFLHV, IUHTXHQWO\ OHDGLQJ WR FKURQLF FDUULDJH LQ 
WKHLU   DQLPDO   KRVW DQG   FKURQLF   XULQDU\   VKHGGLQJ 
(/HYHWW, 2001). ,Q FRQWUDVW, VHURYDUV  QRQ-DGDSWHG WR 
WKH LQIHFWHG  VSHFLHV   XVXDOO\  SURGXFH VHYHUH RU HYHQ 
IDWDO LQIHFWLRQV,  EXW UHVXOW LQ VKRUW-WHUP  H[FUHWLRQ. 

 
'HSHQGLQJ   RQ WKHVH WKUHH IDFWRUV,  DQ  DQLPDO   PD\, RQ 

WKH  RQH KDQG, EHFRPH  VHYHUHO\  VLFN DQG  HYHQ  GLH IURP WKH 
OHSWRVSLUDO LQIHFWLRQ,   VR  WKDW WKH   SHULRG  RI VKHGGLQJ PLJKW EH   
VKRUW RU  HYHQ   QRQ-H[LVWHQW.   2Q WKH  RWKHU   KDQG,   LI WKH 
LQIHFWLRQ   LV QRW VR  VHYHUH   DV  WR   NLOO  WKH SDWLHQW/DQLPDO,   WKH 
UHODSVH DQG  UHFRYHU\   FDQ  OHDG   WR D   VWDWH RI FKURQLFLW\  DQG 
DQLPDOV    WKHQ  EHFRPH DV\PSWRPDWLF  FDUULHUV IRU   ORQJ 
SHULRGV  RI WLPH  DQG   HYHQ   IRU  OLIH ($GOHU, 2015D). 1XPEHUV 
VKHG  LQ XULQH DUH UDUHO\  UHSRUWHG,  EXW DUH XVXDOO\  KLJK, H.J. 
*LOOHVSLH DQG  5\QR UHSRUWHG  D  GLUHFW PLFURVFRSLF FRXQW  RI 
XS WR   108  OHSWRVSLUHV SHU   PLOOLOLWHU   VKHG   LQ  FRZmV   XULQH 
(*LOOHVSLH DQG 5\QR, 1963). 

 
1.3.5  3RSXODWLRQ   VXVFHSWLELOLW\ 
 

 
$V PHQWLRQHG DERYH,  OHSWRVSLURVLV DIIHFWV   PRUH WKDQ RQH 

PLOOLRQ  SHRSOH  D \HDU  ZRUOGZLGH,   DQG  DOPRVW 60,000 IDWDO 
FDVHV SHU \HDU  (&RVWD HW DO.,   2015; .R HW DO.,   2009). )DUPHUV 
DQG VXEXUEDQ VOXP LQKDELWDQWV   DUH   DW WKH KLJKHVW   ULVN RI 
LQIHFWLRQ  (&RVWD HW DO.,   2014), KRZHYHU WKHUH LV RQH   UHSRUW 
VXJJHVWLQJ  WKDW  QDWXUDO    ERGLHV  RI ZDWHU  LQ XUEDQ   VHWWLQJV 
PD\ SRVH   KLJKHU   ULVNV RI VHYHUH   OHSWRVSLURVLV  WKDQ  UXUDO 
RQHV  (*DQR]D HW DO.,    2006). 7KHUH   KDYH  EHHQ   UHSRUWV RI 
KXPDQ OHSWRVSLURVLV  RXWEUHDNV    DVVRFLDWHG   ZLWK   XULQH 
FRQWDPLQDWLRQ RI ZDWHU VRXUFHV  SUHVHQWLQJ D IDWDOLW\  UDWH  RI 
8.6%  (3  RXW   RI 35)  ( &DFFLDSXRWL   HW  DO.,     1987 ).  0RVW 
RXWEUHDNV KRZHYHU DUH  UHODWHG WR IORRGLQJ IROORZLQJ KHDY\ 
H[FHSWLRQDO    RU  VHDVRQDO  UDLQIDOO   (:\QZRRG HW  DO.,    2014; 
6PLWK  HW  DO.,    2013; (DVWRQ,  1999; *D\QRU  HW  DO.,    2007; 
:HLQEHUJHU  HW DO.,   2014). +RZHYHU, WKHUH    LV  DW  OHDVW  RQH 
UHSRUW ZKHUH    WKH   PDLQ ULVN  IDFWRU    ZDV WKH   RSSRVLW H, 
VXEQRUPDO UDLQIDOO   WKDW PD\ KDYH   FRQWULEXWHG   WR WKH ULVN RI 
H[SRVXUH  LQ  PLOLWDU\  SHUVRQQHO   H[SRVHG  WR   FRQWDPLQDWHG 
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ZDWHU  VRXUFHV   (&RUZLQ  HW DO.,    1990). 7KH HQYLURQPHQWDO 
H[SRVXUH LV GHWDLOHG  LQ  VHFWLRQ   2. 2I QRWH, PDOHV  DUH 
LQIHFWHG  PRUH IUHTXHQWO\   WKDQ IHPDOHV,  SRVVLEO\ UHIOHFWLQJ 
ERWK  DQ  RFFXSDWLRQDO   QDWXUH RI WKH WUDQVPLVVLRQ  DQG   VH[- 

UHODWHG VXVFHSWLELOLW\   (&RVWD HW DO.,   2014; +DDNH  DQG /HYHWW, 
2015; *RPHV HW  DO.,    2018). *OREDO    LQFLGHQFH    UDWHV DUH 
LQGLFDWHG LQ 7DEOH   1. 

 
 
 
 

7DEOH 1. ,QFLGHQFH RI GLDJQRVHG GLVHDVH   IRU   YLUXOHQW /HSWRVSLUD 
 

*HRJUDSKLFDO $UHD RI 6WXG\ *HQGHU ,QFLGHQFH SHU 1OO,OOO  ,QKDELWDQWVD
 <HDU RI 'DWD &ROOHFWLRQ 

:RUOG-ZLGH %RWK 1.03(+06 FDVHV /\HDU 1970  WR  2008 

$IULFD )HPDOH 8.6 1970  WR  2008 

$IULFD 0DOH 25.5 1970  WR  2008 

$PHULFDV )HPDOH 6.6 1970  WR  2008 

$PHULFDV 0DOH 23.3 1970  WR  2008 

$VLD DQG 2FHDQLD )HPDOH 10.9 1970  WR  2008 

$VLD DQG 2FHDQLD 0DOH 37.5 1970  WR  2008 

(XURSH )HPDOH 2.3 1970  WR  2008 

(XURSH 0DOH 7.8 1970  WR  2008 

 
 
 
 

6RXUFH: &RVWD   HW DO.,   2015 
 

DSHU 100,000 LQKDELWDQWV XQOHVV  RWKHUZLVH  QRWHG EXW,  QR  GDWD DYDLODEOH IRU  SUHYDOHQFH  RU VHDVRQDOLW\ 
 
 
1.4 3RSXODWLRQ DQG  ,QGLYLGXDO  &RQWURO 0HDVXUHV 

 

 
1.4.1  9DFFLQHV 

 

 
$IWHU  WKH  ILUVW LVRODWLRQ   RI /HSWRVSLUD   LQ -DSDQ   LQ 1914, 

-DSDQHVH UHVHDUFKHUV VKRZHG  WZR \HDUV ODWHU  WKDW  D SKHQRO- 
LQDFWLYDWHG   FXOWXUH   RI D   YLUXOHQW /HSWRVSLUD  HOLFLWHG 
LPPXQLW\ DJDLQVW  LQIHFWLRQ  LQ *XLQHD SLJV (,GR HW DO.,   1916; 
$GOHU, 2015E).  7R GDWH, GLIIHUHQW PHWKRGV IRU LQDFWLYDWLRQ RI 
OHSWRVSLUHV IRU XVH DV YDFFLQHV KDYH EHHQ  DSSOLHG,  WKHVH 
LQFOXGH IRUPDOLQ,   SKHQRO,   HWKDQRO, KHDW, IUHH]H   DQG   WKDZ 
DQG   UDGLDWLRQ. $IWHU  100  \HDUV, WKH RQO\   OLFHQVHG  YDFFLQHV 
DUH ZKROH  /HSWRVSLUD   LQDFWLYDWHG EDFWHULQV   ($GOHU, 2015E). 
$V OHSWRVSLURVLV   LV ODUJHO\ D ]RRQRWLF  GLVHDVH, LW LV   LPSRUWDQW 
WR   FRQVLGHU DQLPDO  LPPXQL]DWLRQ    DV   SDUW  RI D  FRQWURO 
VWUDWHJ\  l KHQFH WKH GHWDLOHG GLVFXVVLRQ   LQ  WKLV VHFWLRQ    RQ 
YDFFLQHV.   &XUUHQW SUDFWLFH VKRXOG FRQVLGHU  LPPXQL]DWLRQ RI 
ORFDO DQLPDOV, VXFK DV GRJV,  FDWWOH  DQG SLJV. 

 
/HSWRVSLURVLV  LV  FRQVLGHUHG D QHJOHFWHG GLVHDVH, DQG  WKH 
VSLURFKHWH FDXVLQJ WKLV  GLVHDVH, /HSWRVSLUD, LV  YHU\ GLIILFXOW 
WR  UHFRYHU  LQ FXOWXUH. 2QO\ UHFHQWO\ KDYH  PROHFXODU  JHQHWLFV 
WRROV  EHHQ  GHYHORSHG WKDW DUH   VXLWDEOH   IRU   WKH VWXG\   RI WKLV 
VSLURFKHWH ($GOHU, 2015D;(YDQJHOLVWD DQG &REXUQ,  2010; .R 
HW DO.,   2009). 7KHVH IDFWRUV  KDYH   FRQWULEXWHG  WR D  ODJ   LQ WKH 
XQGHUVWDQGLQJ  RI L WV   YLUXOHQFH  PHFKDQLVPV, L W V 
LPPXQRJHQLF SURS HU W L H V DQG  IL QD OO\ D ODJ  L Q W K H 
GHYHORSPHQW RI YDFFLQHV WKDW  PD\ LQGXFH  UREXVW DQG  ODVWLQJ 
SURWHFWLRQ ($GOHU, 2015E;  (YDQJHOLVWD DQG &REXUQ, 2010). 

 
1.4.1.1 *OREDO FRYHUDJH  DQG IXWXUH SURVSHFWV 

 

 

7R GDWH,   DYDLODEOH  /HSWRVSLUD  YDFFLQHV RQO\  SURYLGH D 
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VKRUW ODVWLQJ DQG VHURJURXS-VSHFLILF LPPXQLW\. 3UREOHPV 
ZLWK FRPSRQHQWV   RI WKH  FXOWXUH   PHGLD  DQG UHDFWRJHQLFLW\ 
KDYH  DOVR EHHQ   VXVSHFWHG,   DOWKRXJK  QRW GHPRQVWUDWHG 
(%HQEULN HW DO.,   2001). 7KHUHIRUH,  VXFK EDFWHULQV KDYH  QRW 
EHHQ  ZLGHO\   XVHG LQ KXPDQV. +RZHYHU KXPDQ EDFWHULQ 
YDFFLQHV   KDYH   EHHQ   XVHG   VXFFHVVIXOO\    LQ VHYHUDO UHJLRQV, 
LQFOXGLQJ &KLQD, -DSDQ,   &XED,   DQG  (XURSH (9HUPD HW   DO., 
2013E ;  =DPRUD HW   D O. ,      2005 ) ,   QRWDEO\    WR    S U H Y H Q W 
RFFXSDWLRQDO OHSWRVSLURVLV  LQ  VHZDJH-ZRUNHUV ('H 6HUUHV HW 
DO., 1995; 1DUGRQH HW DO.,   2004). ,PSRUWDQWO\, DQLPDO 
YDFFLQDWLRQ PLJKW    V WL O O     SURYH    XVHIXO   LQ  U H G XFL Q J 
OHSWRVSLURVLV EXUGHQ   LQ KXPDQV, E\ GHFUHDVLQJ W K H 
HQYLURQPHQWDO FRQWDPLQDWLRQ.  ,Q WKLV  UHJDUG, GRJ 
YDFFLQDWLRQ LV URXWLQ HO\   SHUIRUPHG LQ D QXPEHU RI 
FRXQWULHV,  DLPLQJ DW  SURWHFWLQJ   ERWK  WKH GRJ DQG LWV  RZQHU ( 
*D\   HW   DO.,     2014 ).  /LYHVWRFN    YDFFLQDWLRQ   LV    ZLGHO\ 
LPSOHPHQWHG    LQ  1HZ   =HDODQG    DQG    FRUUHODWHG ZLWK  D 
VLJQLILFDQW GHFUHDVH  LQ KXPDQ FDVHV (7KRUQOH\ HW DO.,   2002). 
)XUWKHU GHWDLOV RQ  YDFFLQHV  DUH SUHVHQWHG LQ $SSHQGL[ $. 
 

 
1.4.2  +\JLHQH PHDVXUHV 
 

 
&XUUHQWO\, LPSOHPHQWLQJ    URGHQW   FRQWURO   WKURXJK 

LPSURYHG VDQLWDWLRQ  DQG IRRG UHVLGXDOV  PDQDJHPHQW VHHPV 
WKH PRVW   HIIHFWLYH  PHDVXUHV WR OLPLW OHSWRVSLURVLV.   )DUPHUV 
DQG   RWKHU SURIHVVLRQDOV  LQ RFFXSDWLRQV   DW  ULVN VKRXOG   XVH 
SURWHFWLYH  JHDU (DSURQ,  JORYHV, ERRWV  DQG   SURWHFWLYH PDVN), 
H.J. LQ  DEDWWRLUV RU  ZKHQ  XVLQJ KLJK  SUHVVXUH  ZDWHU  (IRU 
FOHDQLQJ)  WR DYRLG    LQIHFWLRQ    E\  DHURVROL]HG DQLPDO   XULQH. 
$GGLWLRQDOO\, DQLPDO  YDFFLQDWLRQ PD\ UHGXFH OHSWRVSLUDO 
VKHGGLQJ  (6XEKDUDW HW DO.,   2012). )RU ZRUNHUV H[SRVHG  WR 
PXQLFLSDO ZDVWHZDWHUV  (H.J. VHZDJH  ZRUNHUV), YDFFLQDWLRQ, 
HYHQ LQ GHYHORSHG  UHJLRQV  ZRXOG   VHHP DSSURSULDWH IRU ULVN 
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6HZDJH 100%  
&XOWXU H RI 20 P/ 

&RJKODQ DQG 
(FDWWOH PDUNHW DQG IDUPV) (2/2)  

VHURJUR
LG 

XS 7DUDVVRYL 
.PHW\, 1987 

QWLILHG 
 

 
PDQDJHPHQW ('H 6HUUHV HW DO.,   1995), KRZHYHU  YDFFLQHV IRU 
KXPDQV DUH DYDLODEOH RQO\  LQ D IHZ FRXQWULHV. 

 
2 . O     ( Q Y L U R Q P H Q W D O     2 F F X U U H Q F H     D Q G  
3 HU V LV W HQF H  

 
6WXGLHV  RI YLUXOHQW  /HSWRVSLUD  LQ WKH HQYLURQPHQW   DUH 

YHU\   OLPLWHG, PDLQO\  EHFDXVH LW   LV  GLIILFXOW    WR  LVRODWH  WKHVH 
VSLURFKHWHV  IURP VXUIDFH   ZDWHUV  RU  VRLO  Z L W K R X W 
FRQWDPLQDWLRQ ZLWK VDSURSK\WLF   /HSWRVSLUD. +RZHYHU, WKHUH LV 
D  JURZLQJ LQWHUHVW LQ  XQGHUVWDQGLQJ WKH  OLIHVW\OH  DQG 
VXUYLYDO  FDSDELOLWLHV  RI YLUX OH QW  /HSWRVSLUD   LQ W K H 
HQYLURQPHQW. ,Q DGGLWLRQ, JHQRPLF VWXGLHV VXJJHVW WKDW 
YLUXOHQW   /HSWRVSLUD  HYROYHG  IURP DQ  HQYLURQPHQWDO (IUHH- 
OLYLQJ) /HSWRVSLUD SUHVHQW LQ ZDWHU  RU  PXG, VLPLODUO\   WR WKH 
FRQWHPSRUDU\ PHPEHUV RI WKH  VDSURSK\WLF FOXVWHU  (VXFK DV 
/. ELIOH[D)  (6DLWR  HW  DO.,    2013; 7KLEHDX[  HW  DO.,    2018E; 
7KLEHDX[   H W   DO.,     2018D ).  7KHUH  VHHPV   WR  EH     VRPH 
HYROXWLRQDU\   YDULDWLRQ ZLWKLQ  YLUXOHQW OHSWRVSLUHV;    VRPH 
VSHFLHV  (VXFK    DV  /. LQWHUURJDQV)  KDYH  UH WDLQHG  JHQHV 
DVVRFLDWHG   WR HQYLURQPHQWDO VXUYLYDO ZKHUHDV RWKHU  YLUXOHQW 
PHPEHUV   (VXFK DV  /. ERUJSHWHUVHQLL)  VHHP  WR  KDYH  ORVW 
WKHVH  JHQHV.   7KHVH  ILQGLQJV KDYH EHHQ  FRUURERUDWHG  E\  LQ 
YLWUR   H[SHULPHQWV VKRZLQJ   WKDW   /. LQWHUURJDQV  VXUYLYHV 
EHWWHU  LQ  GLVWLOOHG ZDWHU  WKDQ /. ERUJSHWHUVHQLL  (%XODFK HW 
DO., 2006, 3LFDUGHDX HW DO.,   2008), ZKLFK PD\ LPSO\ WKDW  /. 
ERUJSHWHUVHQLL LV QRW  WUDQVPLWWHG   E\ ZDWHU   EXW  UDWKHU UHOLHV 
RQ   GLUHFW KRVW-WR-KRVW WUDQVPLVVLRQ (%XODFK HW DO.,   2006). 

 
/HSWRVSLUDO    VXUYLYDO LQ  ZDWHU  LV  EROVWHUHG    E\  YLVFRXV 
PDWHULDO, VXFK  DV DJDU,  ZKLFK  SRVVLEO\ WUDQVODWHV   WR  ELRILOP 
L Q   Q D W X U D O   HQYLURQPHQWV.   6RPH   V W UD LQ V   RI   YL U XO HQ W  
/HSWRVSLUD   DUH DEOH WR  SURGXFH  ELRILOPV ZKHQ   LQFXEDWHG  LQ 
IUHVK  ZDWHU,  HYHQ  LQ WKH DEVHQFH RI QXWULHQWV  (%DUUDJDQ HW 

DO., 2011; 5LVWRZ HW DO.,   2008). )XUWKHUPRUH /. LQWHUURJDQV 
(SDWKRJHQLF FOXVWHU)  KDV EHHQ IRXQG  LQ QDWXUH  DVVRFLDWHG 
ZLWK ELRILOPV IRUPHG   E\  HQYLURQPHQWDO   EDFWHULD  (9LQRG 
.XPDU HW DO.,   2015D). 6RPH YLUXOHQW  /HSWRVSLUD DUH DEOH WR 
SURGXFH ELRILOP ZKHQ   LQFXEDWHG    LQ  GLVWLOOHG   ZDWHU  (ORZ 
QXWULHQW   FRQGLWLRQV) DQG   DSSHDU    VHQVH  WKH SUHVHQFH   RI 
QXWULHQWV,  VXFK   DV IDWW\ DFLGV,  ZKLFK WULJJHUV  UHOHDVH RI 
OHSWRVSLUDO   FHOOV IURP WKH  ELRILOP (%DUUDJDQ HW DO.,   2011). ,W 
KDV EHHQ REVHUYHG WKDW ELRILOP-ERUQH OHSWRVSLUDO FHOOV 
GLVSOD\ D ILYH- WR VL[-IROG  LQFUHDVH LQ DQWLELRWLF WROHUDQFH 
(9LQRG .XPDU HW DO.,   2016D). ,W KDV  DOVR EHHQ   VSHFXODWHG WKDW  
ELRILOPV  SURWHFW  SDWKRJHQLF /HSWRVSLUD  DJDLQVW  RWKHU WR[LF  
FRPSRXQGV  DQG VWUHVVRUV  LQ  WKH  HQYLURQPHQW.  7DNHQ 
WRJHWKHU,  /HSWRVSLUD VXUYLYDO  LQ  WKH  HQYLURQPHQW VHHPV   WR 
EH  IDYRUHG E\  ELRILOP IRUPDWLRQ, ZKLFK  FRXOG   FRQWULEXWH WR 
GLVHDVH  WUDQVPLVVLRQ   DPRQJ ULVN  JURXSV   VXFK  DV VHZDJH 
DQG   DJULFXOWXUDO ZRUNHUV ('HOOD 5RVVD HW DO.,   2016; *DQR]D 
HW DO.,   2006; .RL]XPL HW DO.,   2009; 7UXHED HW DO.,   2004). 
 
6RLO  PD\ DOVR SOD\   D  UROH LQ HQYLURQPHQWDO   VXUYLYDO. 6RPH 
UHVHDUFKHUV KDYH  VKRZQ WKDW  /HSWRVSLUD VXUYLYHG   LQ WKH ZHW 
VRLO RQ   GU\ GD\V   DQG  DSSHDUHG   LQ VXUIDFH  ZDWHU RQ  UDLQ\ 
GD\V, VXJJHVWLQJ   WK DW   VRLO    FRXOG   EH   D   UHVHUYRLU IRU 
OHSWRVSLUHV   LQ  WKH HQYLURQPHQW (6DLWR HW DO.,   2013; 7KLEHDX[ 
HW DO.,   2017). (YHQ  WKRXJK OHSWRVSLUHV DUH FRQVLGHUHG  IUDJLOH 
VSLURFKHWHV,   VWXGLHV KDYH   VKRZQ WKDW  WKH\  FDQ   VXUYLYH DQG 
HYHQ  PDLQWDLQ WKHLU YLUXOHQFH    IRU   XS WR  20 PRQWKV GHVSLWH 
XQIDYRUDEOH  FRQGLWLRQV, VXFK  DV FROG DQG  QXWULHQW-SRRU 
DFLGLF  ZDWHUV ($QGUH-)RQWDLQH HW DO.,   2015). +RZHYHU, WKHUH 
LV OLPLWHG   NQRZOHGJH DERXW SRVVLEOH GLIIHUHQFHV  LQ WKH 
QXWULWLRQDO UHTXLUHPHQWV RI VDSURSK\WLF DQG YLUXOHQW VSHFLHV 
DQG   DERXW  DELOLW\ RI YLUXOHQW  OHSWRVSLUHV    WR  PXOWLSO\  LQ 
VXUIDFH   ZDWHU RU VRLOV.  *HQHUDO   GDWD RQ   WKH RFFXUUHQFH  RI 
OHSWRVSLUHV  LQ WKH HQYLURQPHQW LV  SUHVHQWHG LQ 7DEOHV  2-5. 

 
 
 
 

7DEOH 2. 3DWKRJHQLF /HSWRVSLUD  RFFXUUHQFH LQ VHZDJH   DQG ZDVWHZDWHUV 
 
 

$UHD <HDU 6DPSOH  'HVFULSWLRQ 
2FFXUUHQFH 

3HUFHQW 3RVLWLYH 
(6DPSOH 1XPEHUV) 

 
'HWHFWLRQ 0HWKRG 5HIHUHQFH 

%UD]LO 
(6DOYDGRU, 

2011  WR 
2012 

 
6HZDJH :DWHU 36% 

 
/LS/32 T3&5 RQ 40 P/ &DVDQRYDV-0DVVDQD 

3DX GD 
/LPD) 

 
&RORPELD 
(&RUGRED) 

 
 
8. 

(-XO\ WR 
-DQXDU\) 

 
2009  WR 

2011  
:DVWH ZDWHU (IURP SLJ VWDEOH)

 

(121/335) 
 

 
 

5.56% 
(1/18) 

ZDWHU VDPSOH 

 
&XOWXUH HQULFKPHQW 

0.5 P/ ZLWK DQG 
ZLWKRXW ILOWUDWLRQ 

WKURXJK 0.45cP ILOWHU 

HW DO.,   2018 
 

 
 
&DOGHURQ HW  DO., 

2014  ; 

(/RQGRQ) 
1977  

H 

&XOWXUHD   20PO UHGXFHG 
WR  0.2PO 

8. 
(2[IRUG) 

1980  WR 
1981  

6HZDJH DQG VHZDJH  VOXGJHV
 

15.9% 
(30/189) 

9LD 
FHQWULIXJDWLRQ/ILOWUDWLRQ 

WDUUDVVRYL VHURW\SH 
LGHQWLILHG 

 

-RQHV HW DO.,   1981 
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%UD]LO 

6WDJQDQW
D 

:DWHU 
100%

 

(3HORWDV) 
15 (DEDQGRQHG VZ

ZLWK GHDG SRVV 
LPPLQJ SRRO 

(1/1) 
PV DQG  UDWV) 

 

&RPPXQLW\ ZDWHU VXSSOLHV, 0.1%  
OLS/-32 D

P/ 
QG 16VU51$  

9LWDO-%UD]LO HW  DO., 
VPDOO ODNHV, DQG  VXUIDFH  ZDWHU (1/100) 

ERWK JHQH
2010 

V DPSOLILHG   LQ 
 

 
D/LTXLG DQG VROLG  (0-+ VXSSOHPHQWHG   ZLWK 5-)OXRUR-8UDFLO (100  cJ/PO),  UDEELW  VHUXP 1%, $PSKRWHULFLQH % (50cJ/PO), 

6XOSKDWLD]ROH  (50  PJ//), QHRP\FLQ VXOSKDWH  (5 PJ//), DFWLGLRQH  (0.5  PJ//) DQG  LQFXEDWHG DW   29b&. ,GHQWLILFDWLRQ  E\ 
VHURORJLFDO W\SLQJ. 

 
 
 
 
 
 

7DEOH 3. 3DWKRJHQLF /HSWRVSLUD  RFFXUUHQFH LQ ZDWHU  VDPSOHV 
 
 
 

$UHD <HDU 6DPSOH  'HVFULSWLRQ 

2FFXUUHQFH 
3HUFHQW 3RVLWLYH 

(6DPSOH 
1XPEHUV) 

 
 
'HWHFWLRQ 0HWKRG 5HIHUHQFH 

 
 
 
 

%UD]LO 
(5LR GH 
-DQHLUR, 
3HWURSROLV) 

 
%UD]LO 

 
X 

 
2009 

(0D\ WR 
-XO\) 

 
2011  WR 

&XOWXUH ()HZ  'URSV) )RUVWHU HW DO.,   2013 

 
0XOWLSOH[ 3&5 RQ 125 
 
 
 

SDWKRJHQLF  VSHFLHV 

(6DOYDGRU, 
3DX GD /LPD) 

 
 

&KLOH 

2012 
(-XO\ WR 

-DQXDU\) 

2010  WR 
2012 

6WDQGLQJ :DWHU   
34% 

(82/250) 
 

 
 

19.3% 

OLS/32 T3&5 RQ 40 P/ 
ZDWHU VDPSOH 

 

 
 
OLS/32-3&5 RQ 50P/ WR 

&DVDQRYDV-0DVVDQD 
HW DO.,   2018 

 

 
 
0XgR]-=DQ]L HW  DO., 

(/RV 5LRV) 
 

 
 

&KLOH 
(/RV 5LRV) 

 

 
 

&KLOH 
(/RV 5LRV) 

 

 
 

&KLOH 

(1RYHPEHU 
WR  $SULO) 

2010  WR 
2012 

(1RYHPEHU 
WR  $SULO) 

2010  WR 
2012 

(1RYHPEHU 
WR  $SULO) 

2010  WR 
2012 

3XGGOHV 
 

 
 
 
:DWHU  LQ RSHQ  FRQWDLQHUV 
 

 
 
 

:DWHU &DQDOV/5LYHUV 

(36/306) 
 

 
 
45.5% 
(10/22) 

 
 

3.9% 
(4/103) 

 
 
27.3% 

1.0/ ZDWHU 
 

 
 
OLS/32-3&5 RQ 50P/ WR 

1.0/ ZDWHU 
 

 
 
OLS/32-3&5 RQ 50P/ WR 

1.0/ ZDWHU 
 

 
 
3&5 DQG VHTXHQFLQJ RQ 

2014 
 

 
 
0XgR]-=DQ]L HW  DO., 

2014 
 

 
 
0XgR]-=DQ]L HW  DO., 

2014 

(/RV 5LRV) 
 

 
 

&KLOH 
(/RV 5LRV) 

 

 
 

&KLOH 
(/RV 5LRV) 

(2FWREHU WR 
$SULO) 

2010  WR 
2012 

(2FWREHU WR 
$SULO) 

2010  WR 
2012 

(2FWREHU WR 
$SULO) 

3XGGOHV 
 

 
 
 
:DWHU  LQ RSHQ  FRQWDLQHUV 
 

 
 
 

:DWHU &DQDOV/5LYHUV 

(84/208) 
 

 
 
14.4% 

(28/194) 
 
 

9.7% 
(13/134) 

50 P/ WR  1/ ZDWHU 
0DVRQ  HW DO.,   2016 

 

 
 
3&5 DQG VHTXHQFLQJ RQ 

50 P/ WR  1/ ZDWHU 
0DVRQ  HW DO.,   2016

 
 

 
 
3&5 DQG VHTXHQFLQJ RQ 

50 P/ WR  1/ ZDWHU 
0DVRQ  HW DO.,   2016

 

 
&XOWXUH HQULFKPHQW 

&RORPELD 
(&RUGRED) 

 

 
 
 

&RORPELD 

2009  WR 

2011  
:HOO :DWHU

 
 
 
 
 

E
 

0% 
(0/18) 
 

 
 
 

0% 

0.5 P/ ZLWK DQG 
ZLWKRXW ILOWUDWLRQ 

WKURXJK 0.45cP ILOWHU 

15 P/ ZDWHU VDPSOHV 
FROOHFWHG RQ IDUPV 

&HQWULIXJHG 14,000 

&DOGHURQ HW  DO., 
2014 

 

 
 
 
(QVXQFKR-+R\RV HW 

(&RUGRED) 1$ 8QWUHDWHG ZDWHU VDPSOHV 
(0/13) USP / 5 PLQ. 3HOOHW 

ZDVKHG E\ 3%6. 3&5 

DQG 
VHTXHQFLQJ. 
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/HSWRVSLUD DQG /HSWRVSLURVLV 
 

 

DO., 2017 
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/HSWRVSLUD DQG /HSWRVSLURVLV  

 

 
 
 

$UHD <HDU 6DPSOH  'HVFULSWLRQ 

2FFXUUHQFH 
3HUFHQW 3RVLWLYH 

(6DPSOH 
1XPEHUV) 

 
 
'HWHFWLRQ 0HWKRG 5HIHUHQFH 
 
 
T3&5 RQ 50 P/ RI 

)UDQFH 
(/\RQ) 

 
 

,QGLD 

2008 
(6SULQJ) 

:DWHU
 

6.38% 
(3/47) 

ZDWHU 
103 WR  104 JHQRPH- 

HTXLYDOHQWV/P/ 

3&5 RQ 20 P/ ZDWHU 
VDPSOH, &HQWULIXJHG 

 

9HLQ HW DO.,   2012 

(1LFREDU  DQG 
$QGDPDQ 
,VODQGV) 

 
,QGLD 
(1LFREDU  DQG 
$QGDPDQ 
,VODQGV) 

 
,QGLD 
(1LFREDU  DQG 
$QGDPDQ 
,VODQGV) 

2012  8UEDQ :DWHU 6DPSOHV 
9.7% 

(11/113) 
 
 
 
 
2012  5XUDO :DWHU  6DPSOHV  

6.7% 

(9/133) 
 
 
 
 
2012  3DGG\  )LHOGV  

15.9% 

(18/113) 
 

 
 

:DWHU 

8,000 J IRU 10 PLQ. 
'1$ H[WUDFWHG IURP 

SHOOHW 

3&5 RQ 20 P/ ZDWHU 
VDPSOH, &HQWULIXJHG 
8,000 J IRU 10 PLQ. 
'1$ H[WUDFWHG IURP 

SHOOHW 

3&5 RQ 20 P/ ZDWHU 
VDPSOH, &HQWULIXJHG 
8,000 J IRU 10 PLQ. 
'1$ H[WUDFWHG IURP 

SHOOHW 

T3&5 RQ 300 P/ 

/DOO   HW DO.,   2016 
 
 
 
 
 
/DOO   HW DO.,   2016 
 
 
 
 
 
/DOO   HW DO.,   2016 

,VODQG RI 6W. 
.LWWV 

1$
 

((QYLURQPHQWDO  ZDWHU: SRQGV, 
SXGGOHV,  ZDWHU GDPV, 

PRXQWDLQ  VSULQJ  DQG VWUHDP) 

18.18% 
(8/44) 

HQYLURQPHQWDO  ZDWHU 
VDPSOH 

(20.6  WR  56 JHQRPHV 
SHU 300 P/) 

(QYLURQPHQWDO  VRXUFH 

 
5DZOLQV HW DO.,   2014 

,WDO\ 2005  :DWHU ()URP WRLOHW  DQG WDS)  
50% 

(2/4) 
 

2012  WR 
2013 

WUDFNLQJ DIWHU  IDWDO 
FDVH 

40 P/ RI ZDWHU ILOWHUHG 
WKURXJK 0.2cP, ILOWUDWH 

/XFKLQL HW DO.,   2008 

0DOD\VLD 
 

 
 

0DOD\VLD 

('HFHPEHU 
WR 

1RYHPEHU) 

:DWHU 
0% 

(0/72) 
FHQWULIXJHG 

4,000J/27b&/20 PLQ 
EHIRUH FXOWXUH. 

$]DOL HW DO.,   2016 

(/XEXN, <X, 
3DKDQJ) 

2011  6WDJQDQW :DWHU  
100% 

(8/8) 

3&5 RQ 100 P/ RI 
ZDWHU 

 
100 P/ VDPSOH, 

6DSLDQ HW DO.,   2012 

0DOD\VLD 
(.HODQWDQ) 

 
0DOD\VLD 
(.HODQWDQ 
DQG 
7HUHQJJDQX) 

 
0DOD\VLD 

2016 
(-XQH WR 

6HSWHPEHU) 
 
 

2009 
($SULO) 

 
2014  WR 

2015 

 
:DWHU 

 
 
 
:DWHU DIWHU FXOWXUH  SUH- 

HQULFKHPHQW 
 
 

:DWHU 

0% 
(0/21) 

 
 

6.78% 
(12/177) 
 
 

1.96% 

FXOWXUHG 1 P/ ILOWHUHG 
WKURXJK 0.22cP ZLWK 5- 

)OXRUR-8UDFLO 
 

3&5 DIWHU HQULFKPHQW 
LQ FXOWXUH,  5-10 GURSV 

XVHG 
 
 

3&5 RQ 50 P/ ZDWHU 

0RKG $OL  HW DO., 
2018 

 
 
 
5LG]ODQ HW DO.,   2010 

(6DUDZDN) 
 
 
 

0DOD\VLD 

($SULO WR 
)HEUXDU\) 

 
2012 

('UDLQ HIIOXHQW,  ULYHU, ODNH, 
SXGGOH) 

(6/324) 
 
 
 
7.5% 

VDPSOH  
3XL HW DO.,   2017E 

 
&XOWXUH ((0-+ PHGLD) 

DQG 3&5 

(7HUHQJJDQX) 
 

 

 
1HZ 
&DOHGRQLD 

()HEU
XDU\ 
DQG 

0DUFK
) 

 

 
 

2016 

:DWHU 
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/HSWRVSLUD DQG /HSWRVSLURVLV 
 

 

(3/40) 2.5 
PO RI 
0.22c

P 
ILOWUDWHG 
ZDWHU RU 

SHOOHW RI 985 
PO 

3&5/9LDEL
OLW\-3&5 

RQ 
10 
P/ 
RI 

ZDW
HU 

,VPDLO 
HW DO.,   
2014 

(1RUWK 
SURYLQFH 
UHJLRQV) 

(0DUFK WR 
-XQH) 

:DWHU  
0% 

(0/10) 

/LQNHG WKH LGHQWLW\  RI 
HQYLURQPHQWDO 

/HSWRVSLUD WR  KXPDQ 
LQIHFWLQJ VWUDLQ 

7KLEHDX[ HW  DO., 
2017 
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/HSWRVSLUD DQG /HSWRVSLURVLV  

 

 
 
 

$UHD <HDU 6DPSOH  'HVFULSWLRQ 

2FFXUUHQFH 
3HUFHQW 3RVLWLYH 

(6DPSOH 
1XPEHUV) 

 
 

'HWHFWLRQ 0HWKRG 5HIHUHQFH 
 
 
1 J VDPSOH  VXVSHQGHG 

5XVVLD 
(ODNH 1HUR, 
<DURVODY 
UHJLRQ) 

 
 

7KDLODQG 

 

1974 
(-XQH WR 

6HSWHPEHU) 
 
 
 

2011 

 

PDUVK DQG EDQN RI ODNH 
(PRLVWXUH: 69.5  WR  70.3%, 

S+  7.4 WR  7.8) 

 
1.1% 

(7/630) 
 

 
 
 

0% 

LQWR 5 PO 
,QRFXODWLRQ WR  KDPVWHUV 

,VRODWHG 4 VHURJURXSV 
JULSSRW\SKRVD DQG 1 

VHURJURXS KHEGRPDGLV 

1.5-6 / 
T3&5 

 
.DUDVHYD HW  DO., 

1977 
 

 
 
 
&KDWXURQJNDVXPULW 

(%DQJNRN) (1RYHPEHU) 
5LYHU :DWHU

 (0/2) %DFWHULD FROOHFWHG RQ 
0.2 cP ILOWHU  PHPEUDQH 

1.5 WR  6 / 
T3&5 

%DFWHULD FROOHFWHG RQ 

HW DO.,   2013 

 

7KDLODQG 
 

2011 
 

8.33% 0.2 cP ILOWHU  PHPEUDQH  &KDWXURQJNDVXPULW 

(%DQJNRN) 
 
 
 
 

7KDLODQG 
(%DQJNRN 
SURYLQFH, 
'RQ  0XDQJ 

(1RYHPEHU) 
)ORRG :DWHU 

 
 
 
 
 
 

2011 
(1RYHPEHU 

(1/12) 
 
 
 
 
 
 
 
0.9% 

(6LQJOH SRVLWLYH IURP 
XUEDQ UHVLGHQWLDO DUHD, 
VDPSOH ZDV WXUELG ZLWK 

S+  8.05,  9LEULR 
FKROHUDH GHWHFWHG) 

 
 

3&5 DQG   &XOWXUH RQ 
100 P/ RI IORRG  ZDWHU 

HW DO.,   2013 
 
 
 
 
 
 
 
7KDLSDGXQJSDQLW HW 

GLVWULFW  DQG 
1DNKRQ 
3DWKRP 
SURYLQFH) 

7KDLODQG 
(.KRQ .DHQ 

DQG 
'HFHPEHU) 
 
 
 

2005  WR 
2006 

)ORRGZDWHU (1/110) 
 
 
 
 
 

23% 

(50 P/ IRU 3&5,  50 P/ 
IRU  FXOWXUH) 

DO., 2013 
 
 
 
 
 
7DQVXSKDVLUL HW  DO., 

DQG 1DNKRQ 
5DWFKDVLPD 
3URYLQFH) 

(1RY WR 
-DQ) 

:DWHU 
(23/100) 

'XSOH[ 3&5 
 
 

5UV   QHVWHG 3&5 DQG 
0/67 SHUIRUPHG RQ 50 

P/ RI ZDWHU. 

2006 

7KDLODQG 
(1DQ 
3URYLQFH) 

2013  WR 
2016  

:DWHU
 

 

 
 
 

:DWHU IURP  FRDVWDO DQG QRQ- 

21.4% 
(3/14) 

8QGHUJURXQG ZDWHU 
VRXUFH XVHG LQ DQLPDO 

KXVEDQGU\, 
GULQNLQJ/FOHDQLQJ SHQV, 

DQG/RU ULFH  ILHOGV 

.XULOXQJ HW  DO., 
2017 

86$ 
(,/) 

1998 
(-XO\) 

FRDVWDO DUHDV 
/DNH 6SULQJILHOG 

(7ULDWKORQ) 

3.7% 
(1/27)  

3&5  0RUJDQ HW DO.,   2002
 

 

 
 
 
 
 

D15: 1RW 5HSRUWHG; E1$: 1RW  $YDLODEOH 
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/HSWRVSLUD DQG /HSWRVSLURVLV  

 

 

 
7DEOH 4. 3DWKRJHQLF /HSWRVSLUD  RFFXUUHQFH LQ  VRLO,  VRLO DQG ZDWHU, DQG PLVF. 

 
 
 
 

$UHD <HDU 6DPSOH  'HVFULSWLRQ 
 
 
 
 

,QGLD 
($UFKLSHODJR 

2FFXUUHQFH 
3HUFHQW 
3RVLWLYH 
(6DPSOH 

1XPEHUV) 

 
 
'HWHFWLRQ 0HWKRG 5() 
 

 
 
3&5 RQ ILYH VWHULOH 
JODVV URGV (EXULHG 
XS WR  3   GHHS LQ 

RI $QGDPDQ 
DQG 
1LFREDU) 

 
 
 
 
 

,QGLD 

15D :DWHUORJJHG SDGG\ 
ILHOG  VRLO 

60% 
(6/10) 

GLIIHUHQW 
ZDWHUORJJHG SDGG\ 

ILHOG  VRLOV DQG 
DOORZHG WR  UHVW  IRU 

48 K) 

3&5 RQ VWHULOH JODVV 
VOLGHV LQFXEDWHG IRU 

48 K LQ GLIIHUHQW 
VRXUFHV 

9LQRG .XPDU HW DO.,   2015E 

(1LFREDU 
DQG 
$QGDPDQ 
,VODQGV) 

 
 
 

-DSDQ 
(+RNNDLGR 

2014 
(-XO\ WR  $XJXVW) 
 
 
 
 
 
 

2014  WR  2016 

3DGG\ ILHOG :DWHU  DQG 
/HDYHV 

24% 
(34/142) 
 
 
 
 
 
 

9.1% 

RI ZDWHU. 3DGG\ 
OHDYHV ZHUH 

FROOHFWHG DQG   FXW   WR 
1 FP  LQ OHQJWK  DW 

DLU-OLTXLG 
LQWHUSKDVH 

20 J RI VRLO, FXOWXUH 
ZLWK 67$)) DQG 

 

9LQRG .XPDU HW DO.,   2016D 

DQG 
2NLQDZD) 

(-XO\ WR  $SULO)  
6RLO

 
 
 
 
 
2012  WR  2013 

(12/132) 166  U'1$ IRU 
LGHQWLILFDWLRQ 

1R VDPSOH YROXPH 
IRU VRLO 

VRLO UHVXVSHQGHG 

0DVX]DZD HW DO.,   2018 

0DOD\VLD 
 
 
 
 
 
 

0DOD\VLD 

('HFHPEHU WR 
1RYHPEHU) 

 
 
 
 
 

2016 

6RLO 
1.39% 
(1/72) 

 
 
 
 
 
 

33.3% 

ZLWK VWHULOH  ZDWHU, 
VXSHUQDWDQW 

ILOWHUHG WKURXJK 
0.2cP EHIRUH 

FXOWXUH. 

20 J VRLO VDPSOH, 
FXOWXUHG 1 P/ 

ZDVKLQJV ILOWHUHG 

$]DOL HW DO.,   2016 

(.HODQWDQ) 
 
 
 
 

0DOD\VLD 
(20 PLOHV 

(-XQH WR 
6HSWHPEHU) 

6RLO (7/21) WKURXJK 0.22cP 
ZLWK 5-)OXRUR- 

8UDFLO 

1 WR  5 PO RI ZDWHU 
0.5 PO ZDVKLQJ RI 

WRSVRLO 

0RKG $OL  HW DO.,   2018 

DURXQG 
.XDOD 
/XPSXU) 

 
 

0DOD\VLD 

1961  WR  1962  :DWHU  DQG 6RLO 
2.9% 

(397/13,848) 
,QRFXODWLRQ WR 

KDPVWHUV/JXLQHD 
SLJV 

VHURJURXS 3RPRQD 
LVRODWHGE

 

%DNHU DQG %DNHU, 1970 

(/XEXN, <X, 
3DKDQJ) 

0DOD\VLD 
(/XEXN, <X, 
3DKDQJ) 

2011  6XUIDFH   6RLO  
50% 

(2/4) 
 
 
2011  'HHS 6RLO (30 FP)   

12% 

(3/25) 
 

6XUURXQGLQJV RI 

3&5 RI 100 J RI VRLO 6DSLDQ HW DO.,   2012 
 

 
 
3&5 RI 100 J RI VRLO 6DSLDQ HW DO.,   2012 
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/HSWRVSLUD DQG /HSWRVSLURVLV 
 

 

0DOD\VLD 
(6DUDZDN) 

2014  WR  2015 
($SULO WR 

)HEUXDU\) 

KRXVLQJ DUHDV, 
ODQGILOOV, RSHQ ILHOG, 

DQG ODNH   VRLO 

11.6% 

(34/292) 
3&5 RQ 20 J 3XL HW DO.,   2017D
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/HSWRVSLUD DQG /HSWRVSLURVLV  

 

86$ 
1964  

%LJ  &UHHN ZDWHU 30% 
(,$)  

($
6H 

XJXVW   WR 
6DPSOHG ZLWK  VRLO 

WHPEHU) 
(1/3) 

 

 
 
 

$UHD <HDU 6DPSOH  'HVFULSWLRQ 
 
 
 
 

1HZ 

2FFXUUHQFH 
3HUFHQW 
3RVLWLYH 
(6DPSOH 

1XPEHUV) 

 
 
'HWHFWLRQ 0HWKRG 5() 
 

 
 

3&5/9LDELOLW\-3&5 
RQ 250 PJ VRLO 

3DWKRJHQLF 

&DOHGRQLD 
(1RUWK 
SURYLQFH 
UHJLRQV) 

 
 

1HZ 
&DOHGRQLD 
(1RUWK 
SURYLQFH 
UHJLRQV) 

 
 

3KLOLSSLQHV 

2016  (0DUFK WR 
-XQH) 

 
 
 
 
 
2016  (0DUFK WR 

-XQH) 
 
 
 
 

2014 

 
6RLO 

 
 
 
 
 
 
9HJHWDO  )ORDW GHEULV 

56.69% 
(30/52) 
 
 
 
 
 
12.2% 
(2/11) 

 
 
 
 

48% 

OHSWRVSLUHV ZHUH 
DOLYH DQG   SUHVHQW  LQ 
VRLOV VHYHUDO  ZHHNV 
DIWHU  WKH LQIHFWLQJ 

HYHQW 

 
3&5/9LDELOLW\-3&5 
RQ 250 PJ YHJHWDO 

GHEULV 

 
3&5 DQG FXOWXUH 

HQULFKPHQW RQ 10 J 
RI ZHW VRLO 

 
7KLEHDX[ HW DO.,   2017 
 
 
 
 
 
 
7KLEHDX[ HW DO.,   2017 

(/H\WH 
3URYLQFH) 

 
 
 
 

3RODQG 

(-DQXDU\) 
:HW  6RLO

 (11/23) (166  U51$ JHQH 
VHTXHQFH VLPLODU WR 

/. NPHW\L) 

7UDGLWLRQDO DQG 
1HVWHG 3&5 

WDUJHWLQJ OLS/-32 

6DLWR   HW DO.,   2014 

(/XEOLQ 
SURYLQFH) 

 
 
 
 

7DLZDQ 

2010  WR  2013  :DWHU  DQG 6RLO  
0.94% 

(2/212) 
(5/ RI ZDWHU DQG 

VRLOV ZHUH FROOHFWHG 
LQ 50P/ IDOFRQ 

WXEH) 

1HVWHG 3&5 RQ 100 
PJ VRLO VDPSOH 

:RMFLN-)DWOD HW DO.,   2014 

(<XQOLQ, 
&KLD\L, 
7DLQDQ) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

7KDLODQG 
(:HVWHUQ 
3DUW) 

2010 
(0D\-'HFHPEHU  

6RLO
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2016  
:DWHU  DQG 6RLO 

(1RYHPEHU) 

30.6% 
(33/108) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

35.3% 
(6/17) 

,QYHVWLJDWLRQ 
IROORZLQJ  WZR IORRG 

KD]DUGV GXH WR 
W\SKRRQV 0RUDNRW 

DQG )DQDSL 

&XOWXUHG  LQ OLTXLG 
DQG   VROLG (0-+ 

VXSSOHPHQWHG ZLWK 
100cJ/PO RI 5- 
)OXRUR-8UDFLO 

IROORZHG E\ D  UUV 
QHVWHG 3&5. 

:DWHU: 0.5 P/ 
ILOWHUHG WKURXJK 
0.22  cP IURP 30 
P/, FXOWXUHG DW 

28b& 
6RLO: 50 J, 

ZDVKLQJV ILOWHUHG 
WKURXJK 0.22cP 
FXOWXUHG   DW 28b& 

 
)XK HW DO.,   2011 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
&KDLZDWWDQDUXQJUXHQJSDLVDQ 

HW DO.,   2018 

 

8. (/RQGRQ) 1935  
6OLPH IURP /RQGRQ 

VHZHUV 

6.7 
(2/30) 

0.0% 

,QRFXODWLRQ   WR 
JXLQHD SLJV  

$OVWRQ, 1935
 

 
500 cO  WR 30 PO RI 

86$ 
()/, 7DPSD) 

2017 
('HFHPEHU) 
 
 
 

 
 

S 

:DWHU 
6RLO 

(0/15) 
 
0.0% (0/11) 

ZDWHU   FXOWLYDWHG LQ (0-+ 
PHGLXP ZLWK 
5-IOXRUXUDFLO 
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/HSWRVSLUD DQG /HSWRVSLURVLV 
 

 

,QRFXODW
LRQ WR 

JXLQHD 
SLJV 
5PO 

,QWUDSHULWRQHD
O LQMHFWLRQ 

 
6
W
H
U
Q   
H
W 
D
O
.
,   
2
0
1
0 

 
 
 
 

'LHVFK  
DQG 

0F&XOORF
K, 1966 
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/HSWRVSLUD DQG /HSWRVSLURVLV  

 

 
 
 

$UHD <HDU 6DPSOH  'HVFULSWLRQ 
 
 
 
 
 
 

86$ 

2FFXUUHQFH 
3HUFHQW 
3RVLWLYH 
(6DPSOH 

1XPEHUV) 

 
 
'HWHFWLRQ 0HWKRG 5() 
 

 
 

166  PHWDJHQRPLF 
VHTXHQFLQJ 

(,OOXPLQD 0L6HT 
SODWIRUP) 

94  UHJLRQ RI WKH 

(&$, /RQJ 
9DOOH\, /LWWOH 
+RW &UHHN 
6SULQJ) 

2015 

(-XQH) 
'HQGUROLWLF FRQH

 
100% 
(1/1) 

166  U51$ JHQH 
(SRVLWLRQV 519 WR 
802,  (VFKHULFKLD 
FROL QXPEHULQJ). 

'HQGUROLWLF FRQHV 
UDQJHG LQ KHLJKW 
IURP 0.5-2.0 FP 

 
%UDGOH\ HW DO.,   2017 

 
 
 
 

D15: 1RW 5HSRUWHG; E,VRODWHG IURP EORRG   FXOWXUHV RI PRULEXQG  DQLPDOV 
 
 
 
 
 
 

7DEOH 5. 3DWKRJHQLF /HSWRVSLUD  RFFXUUHQFH LQ GULQNLQJ   ZDWHU VDPSOHV 
 
 

$UHD <HDU 6DPSOH  'HVFULSWLRQ 
 

 
2010  WR 

2FFXUUHQFH 
3HUFHQW 3RVLWLYH 

(6DPSOH 1XPEHUV) 

 
'HWHFWLRQ 0HWKRG 5HIHUHQFHV 

&KLOH 2012 
D 14.5% OLS/32-3&5 RQ 0XgR]-=DQ]L HW  DO., 

(/RV 5LRV) 
 

 
 

&KLOH 
(/RV 5LRV) 

(1RYHPEHU 
WR  $SULO) 

2010  WR 
2012 

(1RYHPEHU 
WR  $SULO) 

2010  WR 

$QLPDO GULQNLQJ  ZDWHU 
 

 
 
 
+XPDQ GULQNLQJ VRXUFHV 

(12/83) 
 

 
 
19.1% 
(9/47) 

50P/ WR  1.0/ ZDWHU 
 

 
 

OLS/32-3&5 RQ 
50P/ WR  1.0/ ZDWHU 
 
 

3&5 DQG 

2014 
 

 
 
0XgR]-=DQ]L HW  DO., 

2014 

&KLOH 2012 
D 16.5% 

(/RV 5LRV) 
 

 
 

&KLOH 
(/RV 5LRV) 

 
&KLQD 
(1DQMLQJ, 
%HMKHNRX 
GULQNLQJ 
ZDWHU 
SODQW) 

(2FWREHU WR 
$SULO) 

2010  WR 
2012 

(2FWREHU WR 
$SULO) 

 
 
 

1$E
 

$QLPDO GULQNLQJ  ZDWHU 
 

 
 
 
+XPDQ GULQNLQJ VRXUFHV 
 
 
 
 
 

'ULQNLQJ  :DWHU 

(14/85) 
 

 
 

14.7% 
(14/95) 

 

 
 
 

0.45%  RI WRWDO 
PHWDJHQRPLF UHDGV 

VHTXHQFLQJ RQ 50 
P/ WR  1/ ZDWHU 

 
3&5 DQG 

VHTXHQFLQJ RQ 50 
P/ WR  1/ ZDWHU 

 
0HWDJHQRPLFV (454 

S\URVHTXHQFLQJ) 
/. LQWHUURJDQV VWLOO 
LQ WDS  ZDWHU   DIWHU 

FKORULQDWLRQ 
 
&XOWXUH HQULFKPHQW 

0.5 P/ ZLWK DQG 

0DVRQ HW DO.,   2016 
 

 
 
 
0DVRQ HW DO.,   2016 
 
 
 
 
 
+XDQJ HW DO.,   2014 

&RORPELD 2009  WR 
D 5.56% &DOGHURQ HW  DO., 

(&RUGRED) 2011  $QLPDO GULQNLQJ  ZDWHU (1/18) 
ZLWKRXW ILOWUDWLRQ 
WKURXJK 0.45cP 

ILOWHU 

2014 
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$UHD <HDU 6DPSOH  'HVFULSWLRQ 
 
 
 
 
 

&RORPELD 

2FFXUUHQFH 
3HUFHQW 3RVLWLYH 

(6DPSOH 1XPEHUV) 
 

 
 
 

0% 

 
'HWHFWLRQ 0HWKRG 5HIHUHQFHV 
 

 
15 P/ ZDWHU 

VDPSOHV FROOHFWHG 
RQ IDUPV 

&HQWULIXJHG 14,000 (QVXQFKR-+R\RV HW 

(&RUGRED) 
1$ 'ULQNLQJ :DWHU (0/13) USP / 5 PLQ. 3HOOHW 

ZDVKHG E\ 3%6. 
3&5 DQG 

VHTXHQFLQJ. 

1.5-6 / 

DO., 2017 

 

7KDLODQG 
 

2011 0%  T3&5 
 

&KDWXURQJNDVXPULW 

(%DQJNRN) (1RYHPEHU) 
7DS :DWHU (0/11) 

%DFWHULD FROOHFWHG 
RQ 0.2 cP ILOWHU 

PHPEUDQH 

1.5-6 / 

HW DO.,   2013 

 

7KDLODQG 
 

2011 0%  T3&5 
 

&KDWXURQJNDVXPULW 

(%DQJNRN) (1RYHPEHU) 
)LOWHUHG 7DS :DWHU (0/5) 

%DFWHULD FROOHFWHG 
RQ 0.2 cP ILOWHU 

PHPEUDQH 

HW DO.,   2013 

 
 
 
 

D1RQ-SRWDEOH GULQNLQJ ZDWHU IRU DQLPDOV;  E1$: 1RW  $YDLODEOH 
 
 
2.1 'HWHFWLRQ 0HWKRGV 

 
/HSWRVSLUHV PLJKW  EH  GHWHFWHG  E\  HLWKHU  FXOWXUH   DQG 

LVRODWLRQ RU  XVLQJ  PROHFXODU  WHFKQLTXHV OLNH  (TXDQWLWDWLYH) 
3&5.  /HSWRVSLUD VSS.  DUH IDVWLGLRXV VORZ-JURZLQJ  RUJDQLVPV 
ZLWK YHU\  VSHFLILF QXWULWLRQDO UHTXLUHPHQWV. +RZHYHU, DV IRU 
PRVW   EDFWHULDO VSHFLHV, LQLWLDO  ZRUN XVHG   FODVVLFDO, FXOWXUH- 
EDVHG  LVRODWLRQ   SURFHGXUHV.  $OWKRXJK   VHYHUDO   GLIIHUHQW 
F X O W X U H   PH G L D   K DYH   EH H Q   G HYH ORSHG   DQG   XVHG   I RU  
/HSWRVSLUD, PRVW VWXGLHV KDYH XVHG WKH ROHLF DFLG l DOEXPLQ 
FXOWXUH   PHGLXP (OOLQJKDXVHQ-0F&XOORXJK--RKQVRQ-+DUULV 
( (0-+) RU  WKH UDEELW  VHUXP-HQULFKHG  . R U W K R I m V 
HQULFKPHQWV; DV OLTXLG RU VHPL-VROLG   PHGLD  IRU DW  OHDVW  LQLWLDO 
FXOWXUH, WKXV SUHYHQWLQJ   TXDQWLILFDWLRQ. 6LQFH    WKH PLG 
1960V, WKH  FRQWURO   RI FRQWDPLQDQWV KDV  EHHQ   DFKLHYHG  E\ 
LQFOXGLQJ 5-)OXRUR-8UDFLO   LQWR WKH  FXOWXUH   PHGLXP (-RKQVRQ 
DQG  5RJHUV,   1964).  0RUH UHFHQWO\,  D   FRPELQDWLRQ    RI 
VHOHFWLYH DQWLPLFURELDO DJHQWV DV SURSRVHG E\ &KDNUDERUW\ HW 
DO.  (2011) KDV LQFUHDVLQJO\ EHHQ  XVHG (VXOIDPHWKR[D]ROH, 
40  kJ/P/; WULPHWKRSULP,  20  kJ/P/; DPSKRWHULFLQ  %, 5 
kJ/P/; IRVIRP\FLQ,  400  kJ/P/; DQG   5-IOXRURXUDFLO, 100 
kJ/P/). :KHWKHU WKHVH  FXOWXUH  PHGLD  DQG VHOHFWLYH  DJHQWV 
IDYRU   WKH JURZWK RI DOO  /HSWRVSLUD VSHFLHV DQG VWUDLQV  LV VWLOO 
XQNQRZQ,   DQG WKH  LVRODWLRQ  SURFHVV  PRVW  OLNHO\   UHVXOWV LQ 
WKH  ORVV  RI /HSWRVSLUD GLYHUVLW\. ,Q DGGLWLRQ, DOWKRXJK  YLDEOH 
EXW QRQ-FXOWXUDEOH  (9%1&)  /HSWRVSLUD  KDYH QRW  EHHQ 
UHSRUWHG,   WKH DELOLW\ RI GLIIHUHQW   VWUDLQV WR JURZ LQ  YLWUR LQ 
FXOWXUH PHGLD LV   VWLOO YHU\  SRRUO\  HVWDEOLVKHG. 

 
$V ZLWK DQ\ FXOWXUH-EDVHG LVRODWLRQ  WHFKQLTXH, IDVW-JURZLQJ 

VDSURSK\WLF   VSHFLHV  DUH PRVW  IUHTXHQWO\  LVRODWHG DQG    PD\ 
MHRSDUGL]H    WKH GHWHFWLRQ DQG   LVRODWLRQ  RI VORZHU-JURZLQJ 
YLUXOHQW OHSWRVSLUHV.    +LVWRULFDOO\,    WR  JDLQ    LQVLJKW LQWR 
SDWKRJHQLF /HSWRVSLUD   IURP ZDWHUV  DQG   VRLOV, G LU HFW  
LQRFXODWLRQ  RI HQYLURQPHQWDO VDPSOHV   LQWR   VXVFHSWLEOH 
DQLPDO PRGHOV  KDYH EHHQ  XVHG. 3DWKRJHQLF  OHSWRVSLUHV  WKDW 
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LQGXFH  LQIHFWLRQ DQG  GLVHDVH LQ VXFK  WHVW  DQLPDOV DQG 
FXOWXUHV  IURP WKHLU  EORRG   RU  WDUJHW RUJDQV   DOORZV IRU  WKH 
UHFRYHU\  RI SXUH   FXOWXUHV. ([DPSOHV DUH  SURYLGHG   LQ  WKH 
IROORZLQJ VHFWLRQ 2.2, SDWKRJHQLF OHSWRVSLUHV ZHUH LVRODWHG 
IURP UHFUHDWLRQDO  ZDWHUV   LQ  WKH 86$ DIWHU  LQRFXODWLRQ   LQWR 
JXLQHD SLJV ('LHVFK  DQG 0F&XOORFK, 1966). 

 
$ Q X P E H U    R I  S D W K R J H Q L F  O H S W R V S L U H V    Z H U H   V L P L O D U O \ 
UHFRYHUHG  IURP VRLOV   DQG  ZDWHUV LQ 0DOD\VLD   D I W H U 
LQRFXODWLRQ   RI KDPVWHUV  (%DNHU  DQG  %DNHU,  1970). 7KLV 
WHFKQLTXH  XVHG  PDQ\  VXVFHSWLEOH DQLPDOV   (KDPVWHUV   RU 
JXLQHD SLJV),  DQG LV  FXUUHQWO\ XQDFFHSWDEOH   IURP DQ HWKLFDO 
SHUVSHFWLYH.  2I QRWH,    WKLV WHFKQLTXH GRHV  QRW DOORZ D 
TXDQWLWDWLYH  DVVHVVPHQW,   VLQFH  WKH SDWKRJHQLF  OHSWRVSLUHV 
DUH DPSOLILHG   RU ORVW LQ   WKH  WHVW DQLPDOV  E\  LPPXQH 
FOHDUDQFH, GHSHQGLQJ ERWK RQ  WKHLU  RZQ YLUXOHQFH DQG  WKHLU 
LQLWLDO  FRQFHQWUDWLRQ   LQ WKH VDPSOH VWXGLHG (PLQLPDO 
LQIHFWLYH   GRVH).   $QLPDOV    PLJKW    DOVR GLH  IURP DQRWKHU 
LQIHFWLRQ   WKDW    PD\  PDVN D    Y LUXOHQ W OHSW RVSLU H.    7R 
VXPPDUL]H, WKLV   WHFKQLTXH  KDV  DQ  H[FHOOHQW VSHFLILFLW\  LI 
/HSWRVSLUD LVRODWLRQ  LV VXFFHVVIXO,   EXW PD\ VXIIHU IURP D ORZ 
VHQVLWLYLW\    SUHVXPDEO\    OHDGLQJ WR    D  QXPEHU    RI I D OV H 
QHJDWLYH  UHVXOWV.  &RQVHTXHQWO\,  WKH SURSRUWLRQ   RI SRVLWLYH 
VDPSOHV   REVHUYHG  ZLWK WKLV  DQLPDO-HQULFKPHQW WHFKQLTXH 
DUH H[SHFWHG  WR  XQGHUHVWLPDWH WKH WUXH RFFXUUHQFH. 

 
2QFH WKH  OHSWRVSLUHV    DUH   LVRODWHG,   WKHUH   LV  QR  HDV\  DQG 
VSHFLILF SKHQRW\SLF  WHFKQLTXH IRU  WKHLU LGHQWLILFDWLRQ,   HYHQ 
DW  WKH    VSHFLHV    OHYHO. 7KLV  IXUWKHU FRPSOLFDWHG   WKH HDUO\ 
VWXGLHV   RI /HSWRVSLUD  LQ  WKH HQYLURQPHQW,    EXW  PRGHUQ 
PROHFXODU   PHWKRGV   DUH  QRZ UHGXFLQJ  WKLV   SUREOHP.  7KH 
,QWHUQDWLRQDO  /HSWRVSLURVLV 6RFLHW\   UHJXODUO\  SURGXFHV   D 
SRVLWLRQ VWDWHPHQW RQ  WKH VSHFLDWLRQ  RI /HSWRVSLUDO LVRODWHV, 
Z K L F K L V    S X E O L F O \   D Y D L O D E O H 
(KWWSV://OHSWRVRFLHW\.RUJ/UHVRXUFHV). 7KH PRVW  UHFHQW 
UHFRPPHQGDWLRQ  LV  WR  XVH    :KROH *HQRPH 6HTXHQFLQJ 
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WHFKQLTXHV DQG  JHQRPLF FRPSDULVRQV  IRU VSHFLDWLRQ. 

 

 
2.1.1  &XOWXUH IURP HQYLURQPHQWDO VDPSOHV 

 

 
7KHUH LV QR  VWDQGDUG  SURWRFRO  IRU  FXOWXULQJ  YLUXOHQW 

VSHFLHV  RI /HSWRVSLUD  IURP ERGLHV  RI IUHVK  ZDWHU  RU  VRLO. 
)XUWKHUPRUH,  WKHUH DUH  RQO\   D  IHZ UHSRUWV  GHVFULELQJ  WKH 
LVRODWLRQ  RI YLUXOHQW  /HSWRVSLUD  IURP HQYLURQPHQWDO 
VDPSOHV;   DV GLVFXVVHG DERYH,   WKH  PDLQ  GLIILFXOW\    LQ  WKH 
LVR OD WLRQ  RI WKHVH VSHFLHV   LV  W K H   RYHUJURZ WK  RI 
HQYLURQPHQWDO    EDFWHULD  RU  WKH IDVW-JURZLQJ  VDSURSK\WLF 
/HSWRVSLUD  (%DUUDJDQ  HW DO.,    2011; %HQDFHU  HW DO.,    2013; 
6DLWR   HW DO.,   2013). &XOWXUH-EDVHG   SURWRFROV  LQFOXGH  WKH XVH 
(0-+ ((OOLQJKDXVHQ  DQG 0F&XOORXJK  PRGLILHG E\  -RKQVRQ 
DQG    +DUULV)    FXOWXUH PHGLXP FRQWDLQLQJ     FRFNWDLOV  RI 
DQWLEDFWHULDO DQG     DQWL-IXQJDO     FRPSRXQGV    VXFK  D V 
VXOIDPHWKR[D]ROH,  WULPHWKRSULP, DPSKRWHULFLQ %, 
IRVIRP\FLQ, DQG  5-IOXRURXUDFLO (%HQDFHU HW DO.,   2013; 6DLWR 
HW DO.,   2015; 6DLWR   HW DO.,   2013). $OWHUQDWLYHO\  EDFWHULDO 
FRQWDPLQDWLRQ LQ ZDWHU VDPSOHV   FDQ  EH  UHGXFHG  E\ XWLOL]LQJ 
0.22  cP ILOWUDWH   EHIRUH   HQULFKLQJ   LQ (0-+ PHGLXP, WKHQ 
LVRODWLQJ FRORQLHV   RQ   VROLG PHGLXP (6DLWR  HW  DO.,    2015; 
:XWKLHNDQXQ HW DO.,   2013). 

 

 
2.1.2  0ROHXODU  EDVHG  PHWKRGV:   DPSOLILFDWLRQ RI OHSWRVSLUDO 
'1$ IURP HQYLURQPHQWDO VDPSOHV 

 

 
'XH  WR GLIILFXOWLHV LQ FXOWXULQJ   /HSWRVSLUD IURP 

HQYLURQPHQWDO  VDPSOHV, QXPHURXV 3&5-EDVHG   WHFKQLTXHV 
KDYH EHHQ  GHYHORSHG WKDW  PDLQO\ WDUJHW  JHQHV RQO\ SUHVHQW 
LQ SDWKRJHQLF   /HSWRVSLUD, VXFK DV  OLS/32 (0XgR]-=DQ]L HW 
DO., 2014; 9LQRG .XPDU HW DO.,   2016E;  $YLDW  HW DO.,   2010)  RU 
SDWKRJHQLF  VSHFLILF VHTXHQFHV  RI JHQHV,   VXFK  DV IOD% 
(9LOODQXHYD  HW DO.,   2014), VHF<  (3HUH] DQG  *RDUDQW, 2010; 
*XHUQLHU  HW DO.,   2018)  DQG WKH 166  U51$ JHQH (*DQR]D HW 
DO.,   2006).  %HFDXVH  RI VHTXHQFH SRO\PRUSKLVPV,   3&5 
WDUJHWLQJ OLS/32 RU VHF< IDLO WR GHWHFW YLUXOHQW /HSWRVSLUD RI 
WKH LQWHUPHGLDWH   FOXVWHU (H.J. /. IDLQHL, /. EURRPLL, /. LQDGDL, 
/ ZROIILL, /. OLFHUDVLDH), ZKLFK  DUH FRPPRQO\ IRXQG   LQ ZDWHU 
(*DQR]D HW DO.,   2006, 7KDLSDGXQJSDQLW HW DO.,   2013). 

 
$ VHFRQG SUREOHP ZLWK 3&5 PHWKRGV XVHG  WR GDWH LV  WKDW 
GHWHFWLRQ RI JHQRPLF '1$ VHTXHQFHV  SURYLGHV QR  LQGLFDWLRQ 
RI WKH  YLDELOLW\  RI EDFWHULD LQ ZDWHU  RU  RWKHU PDWULFHV.   ,Q 
DGGLWLRQ  WR WKH SRVVLEOH   XVH   RI 30$ RU (0$ WR  UHGXFH FHOO 
PHPEUDQH FRPSURPLVHG RU IUHH  '1$ GHWHFWLRQV  (7KLEHDX[ 
HW DO.,   2017; 6RXSe-*LOEHUW HW DO.,   2017), WDUJHWLQJ SUH-51$ 
DSSHDUV WR  EH DQ DOWHUQDWLYH  ZLWK SRVVLEO\   JUHDWHU SUHFLVLRQ 
LQ GHWHFWLQJ  YLDEOH EDFWHULD  (&DQJHORVL, 2009; *HGDODQJD 
DQG 2OVRQ, 2009). :KLOH  \HW WR EH   UHSRUWHG  IRU  /HSWRVSLUD, 

VRXUFHV (+XDQJ HW DO.,   2014; =KDQJ HW DO.,   2017; (VFREHGR- 
+LQRMRVD DQG  3DUGR-/RSH], 2017). 6WXGLHV XVLQJ  VXFK  VR- 
FDOOHG QH[W   JHQHUDWLRQ   '1$ VHTXHQFLQJ  DSSURDFKHV  ZLOO 
OLNHO\  SURYLGH LPSURYHG   LQIRUPDWLRQ RQ  /HSWRVSLUD   HFRORJ\ 
LQ WKH FRPLQJ  \HDUV. 

 
2.2 'DWD RQ 2FFXUUHQFH 
 

 
2.2.1  ([FUHWD LQ WKH HQYLURQPHQW 
 

 
3DWKRJHQLF /HSWRVSLUD  OLYH  DQG   PXOWLSO\   LQ WKH SUR[LPDO 

NLGQH\ WXEXOHV  RI UHVHUYRLU  DQLPDOV,  ZKLFK   DUH IUHTXHQWO\ 
DV\PSWRPDWLF,  DQG DUH  WKHQ VKHG  WKURXJK   WKH XULQH.  7KXV, 
WKH\ UHDFK VRLOV  DQG   ZDWHUV  LQ WKH HQYLURQPHQW, ZKLFK  DUH 
WKH VRXUFHV   RI PRVW KXPDQ LQIHFWLRQ. +RZHYHU,  YHU\ OLWWOH  LV 
NQRZQ  RQ WKH  DFWXDO  QXPEHUV RI OHSWRVSLUHV  WKDW DUH   VKHG 
E\  UHVHUYRLU  DQLPDOV. $ GHWDLOHG DQDO\VLV   RI WKH  NLQHWLFV  RI 
H[FUHWLRQ   LQ PLFH  VKRZV WKDW  H[FUHWLRQ  LQFUHDVHV  ZLWK DJH, 

UHDFKLQJ  3.0  [107  /PO RI XULQH DQG  VXJJHVWLQJ   WKDW  ROGHU 
URGHQWV H[FUHWH  ODUJHU  DPRXQWV    RI OHSWRVSLUHV   (6RXSe- 
*LOEHUW     HW  DO.,     2017). $  PHWD-DQDO\VLV    LQGLFDWHG W K D W  
UHVHUYRLU  UDWV H[FUHWH    WKH JUHDWHVW  FRQFHQWUDWLRQ   RI 

OHSWRVSLUHV  (5.7[106  SHU P/ RI XULQH),   EXW ODUJH  PDPPDOV 

SURGXFH WKH  JUHDWHVW   TXDQWLWLHV  (XS WR  109  OHSWRVSLUHV  SHU 
GD\) EHFDXVH RI WKH ODUJHU  YROXPH RI XULQH (%DUUDJDQ HW  DO., 
2017). 7KLV PHWD-DQDO\VLV VXJJHVWHG  WKDW KXPDQV FRXOG 

VKHG  DSSUR[LPDWHO\   106   OHSWRVSLUHV SHU   GD\. +RZHYHU, 
H[FHSW   LQ YHU\   VSHFLILF  VLWXDWLRQV,  KXPDQV XVXDOO\ GR  QRW 
EHFRPH FKURQLF FDUULHUV DQG   RQO\   H[FUHWH   OHSWRVSLUHV IRU D 
FRXSOH  RI GD\V WR  ZHHNV (/HYHWW, 2001). 7KHUHIRUH,  KXPDQ 
H [ FU H W D  D U H X VX D O O\  Q R W FR Q V L G HU H G   W R  S O D \ D Q 
HSLGHPLRORJLFDO UROH LQ WUDQVPLVVLRQ   RI OHSWRVSLURVLV. 

 
2.2.2  6HZDJH 
 

 
/HSWRVSLURVLV KDV EHHQ  KLVWRULFDOO\ DVVRFLDWHG   ZLWK 

VHZDJH  DQG LV  VWLOO DQ RFFXSDWLRQDO KD]DUG   LQ VHZHU- 
ZRUNHUV. 3DWKRJHQLF OHSWRVSLUHV ZHUH LVRODWHG  IURP VHZDJH 
RU VHZDJH   VOLPH YHU\  HDUO\ ($OVWRQ,  1935; &RJKODQ  DQG 
.PHW\,   1987 ;  -RQHV   HW   DO.,     1981 ).  8VLQJ PROHFXODU 
WHFKQLTXHV, SDWKRJHQLF  OHSWRVSLUHV  ZHUH  HYLGHQFHG IURP 
VHZDJH LQ WKH 3HUXYLDQ   $PD]RQ (*DQR]D HW DO.,   2006)  DQG 
IURP D ZDVWHZDWHU VDPSOH  LQ &RORPELD   ((QVXQFKR-+R\RV HW 
DO.,  2017). ,Q %UD]LOLDQ  VOXPV,  RSHQ  VHZHUV DUH FRQVLGHUHG 
DV D PDMRU  VRXUFH  RI KXPDQ OHSWRVSLURVLV, \HW  PD\ EH PRUH 
D IXQFWLRQ RI UDW XULQH SUHVHQFH WKDQ KXPDQ VHZDJH. $ 
UHFHQW VWXG\  LQ DQ  XUEDQ   VOXP   LQ 6DOYDGRU,   %UD]LO, 
GHPRQVWUDWHG  WKH SUHVHQFH   RI SDWKRJHQLF  OHSWRVSLUHV  LQ 
PRUH WKDQ  RQH    WKLUG RI VHZDJH  ZDWHU VDPSOHV,    ZLWK D 

WDUJHWLQJ  SUH-51$ EHIRUH DQG DIWHU  PHGLD VWLPXODWLRQ  DQG FRQFHQWUDWLRQ  WKDW  UDQJH 2.0[103
 WR  1.7[106

 /100  P/. 7KH 

DVVD\LQJ E\  T57-3&5 WR  LGHQWLI\ GLIIHUHQFHV  LQ  WKH SUH51$ 
FRSLHV   SUHVHQW VKRXOG  FRUUHVSRQG    WR  YLDEOH     /HSWRVSLUD 
(&DQJHORVL, 2018). 
0RVW   UHFHQWO\, GHWDLOHG   SURFHGXUHV   IRU  WKH PROHFXODU 
GHWHFWLRQ  RI SDWKRJHQLF  OHSWRVSLUHV  KDYH EHHQ  SXEOLVKHG, 
ZKLFK ZLOO SUREDEO\ WULJJHU   IXUWKHU  VWXGLHV RQ   OHSWRVSLUHV LQ 
WKH  HQYLURQPHQW  (%HLJHO DQG 9HUPD,  2017; 5LHGLJHU HW  DO., 
2016 ;  7KLEHDX[  HW  DO.,     2018D ).  7KHUH    KDV   DOVR  EHHQ 
LQFUHDVHG XVH RI KLJK  WKURXJKSXW VHTXHQFLQJ WHFKQRORJLHV. 
)RU H[DPSOH, 166  U51$ DPSOLFRQ  VHTXHQFLQJ \LHOGHG 

HYLGHQFH  RI WKH SUHVHQFH   RI /HSWRVSLUD  LQ  YDULRXV   ZDWHU 
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KLJKHVW  FRQFHQWUDWLRQ ZHUH    UHSRUWHG  GXULQJ    WKH UDLQ\ 
VHDVRQ DQG  DW   VDPSOLQJ  VLWHV QHDUHVW    WKH   ERWWRP  RI WKH 
YDOOH\ DQG   WKXV PRVW   YXOQHUDEOH  WR IORRG   ZDWHUV   (&DVDQRYDV- 
0DVVDQD HW DO.,   2018). 
 

 
2.2.3  0DQXUH 
 

 
'XH  WR  WKH   KXJH  TXDQWLWLHV  RI OHSWRVSLUHV  SRWHQWLDOO\ 

H[FUHWHG   LQ WKH XULQH E\  ODUJH  PDPPDOV, PDQXUH  FDQ EH D 
PDMRU  VRXUFH  RI FRQWDPLQDWLRQ.    'LUHFW    GHWHFWLRQ LQ  RU 
LVRODWLRQ  RI SDWKRJHQLF OHSWRVSLUHV  IURP PDQXUH LV D  PDMRU 
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FKDOOHQJH, EHFDXVH  RI WKH  HQRUPRXV EDFWHULDO  EXUGHQ  DQG 
WKH GLIILFXOWLHV  RI VHOHFWLYHO\  JURZLQJ OHSWRVSLUHV, DV  ZHOO DV 
WKH  PDMRU FRQFHUQ  RI 3&5  LQKLELWRUV  SUHYHQWLQJ D UHOHYDQW 
XVH RI PROHFXODU GHWHFWLRQ. &DWWOH  PDQXUH ZDV VKRZQ WR  EH 
D VRXUFH RI SDWKRJHQLF OHSWRVSLUHV LQ ILHOG FRQGLW LRQV 
(*LOOHVSLH  DQG  5\QR,  1963). $ VWXG\  WKDW   PRGHOHG  WKH 
VKHGGLQJ  RI OHSWRVSLUHV  LQ  FDWWOH  PDQXUH  IRXQG  WKH\ ZHUH 
UHVLOLHQW  LQ   DQ  R[LGDWLRQ GLWFK GHVLJQHG    IRU  QXWULHQW 
UHPRYDO,  SHUVLVWLQJ IRU  XSZDUGV  RI WZR  PRQWKV  ('LHVFK, 
1971). 0RUH UHFHQWO\,  D  FKDQJH  LQ   WKH  PDQDJHPHQW  RI 
OLYHVWRFN  PDQXUH LQ .RUHD ZDV DVVRFLDWHG ZLWK D VLJQLILFDQW 
GHFUHDVH LQ OHSWRVSLURVLV LQFLGHQFH (5\X  HW DO.,   2017). 

 
2.2.4  6XUIDFH ZDWHUV 

 

 
$V GHVFULEHG DERYH  (VHH VHFWLRQ 2.1),  VWXGLHV  XVLQJ RQO\ 

FXOWXUH-EDVHG  PHWKRGV    PRVWO\    GHWHFWHG VDSURSK\WLF 
OHSWRVSLUHV, ZKLFK   DUH QRUPDO  LQKDELWDQWV RI ZDWHU DQG  VRLOV 
DQG  IUHTXHQWO\ RYHUJURZ  YLUXOHQW OHSWRVSLUHV   LQ  FXOWXUH. 
8VLQJ LQRFXODWLRQ    WR VXVFHSWLEOH DQLPDOV   (JXLQHD SLJV  RU 
KDPVWHUV), SDWKRJHQLF OHSWRVSLUHV KDYH EHHQ LVRODWHG IURP 
ERWK  WHPSHUDWH   DQG   WURSLFDO VXUIDFH   ZDWHUV  ('LHVFK DQG 
0F&XOORFK,  1966; &UDZIRUG   -U  HW  DO.,    1969; %DNHU  DQG 
%DNHU, 1970; $OH[DQGHU HW DO.,   1975; -DFNVRQ HW DO.,   1993). 
0ROHFXODU GHWHFWLRQ KDV EHHQ  XVHG VLQFH WKH  ODWH 1990V DQG 
QRWDEO\  DOORZHG  VRPH '1$ IURP SDWKRJHQLF /HSWRVSLUD  WR 
EH   GHWHFWHG IURP ODNH ZDWHU  DVVRFLDWHG ZLWK D  UHFUHDWLRQDO 
RXWEUHDN  RI OHSWRVSLURVLV    DIWHU  D  WULDWKORQ LQ  ,OOLQRLV,   86$ 
(0RUJDQ HW DO.,   2002). /DWHU PROHFXODU  PHWKRGV   GHWHFWHG 
SDWKRJHQLF  OHSWRVSLUHV  IURP 23%  RI YDULRXV VXUIDFH   ZDWHU 
VRXUFHV   LQ  7KDLODQG   (7DQVXSKDVLUL  HW DO.,    2006). 2I QRWH, 
FODVVLFDO  3&5  FDQQRW   SURYLGH   GLUHFW T X D Q W L W D W L Y H 
LQIRUPDWLRQ  DERXW WKH OHSWRVSLUHV,  EXW ERWK  VWXGLHV FLWHG 
DERYH  VXJJHVW ORZ  FRQFHQWUDWLRQV. 

 
7KH  XVH RI TXDQWLWDWLYH UHDO WLPH   3&5  (T3&5)  GRHV HQDEOH 
GLUHFW  TXDQWLWDWLYH  HVWLPDWHV   RI FRQFHQWUDWLRQV  RI 
OHSWRVSLUHV  LQ  ZDWHU  VRXUFHV.   &RQFHQWUDWLRQV LQ WKH UDQJH 
RQH   WR VHYHQWHHQ   WKRXVDQG   OHSWRVSLUHV SHU   P/ (LQFOXGLQJ 
ERWK SDWKRJHQLF  DQG  LQWHUPHGLDWH   VWUDLQV) ZHUH PHDVXUHG 
LQ YDULRXV VXUIDFH   ZDWHU  VRXUFHV  LQ 3HUX,  QRWDEO\ VKRZLQJ 
ERWK KLJKHU  IUHTXHQF\   DQG KLJKHU FRQFHQWUDWLRQV   LQ  XUEDQ 
(HVSHFLDOO\  LQ D PDUNHW  DUHD)  WKDQ  LQ  UXUDO DUHD   (*DQR]D HW 
DO.,  2006). ,Q +DZDLLDQ   VWUHDPV, /HSWRVSLUD  ZHUH  GHWHFWHG 
LQ  87  RI 88  ZDWHU VDPSOHV   (98.8%), ZLWK  FRQFHQWUDWLRQV 

IURP 5  WR   104   JHQRPHV  / 100P/ (DSSUR[.  1  WR   2.0[103
 

OHSWRVSLUHV   /  100  P/), ZLWK   D   VWURQJ   FRUUHODWLRQ ZLWK 
WXUELGLW\. )XUWKHU  VHTXHQFLQJ RI WKH 3&5 SURGXFW HYLGHQFHG 
RQO\  VSHFLHV IURP WKH  LQWHUPHGLDWH    FOXVWHU (9LDX  HW   DO., 
2011). ,Q D WHPSHUDWH HQYLURQPHQW  QHDU /\RQ, )UDQFH, 
SDWKRJHQLF /HSWRVSLUD  ZHUH  GHWHFWHG  LQ  3 RI 47  (6.38%) 
ZDWHU VDPSOHV  FROOHFWHG  IURP SRQGV ZLWK  FRQFHQWUDWLRQV  LQ 

WKH UDQJH   105  WR  106  / 100  P/ (9HLQ  HW DO.,   2012). ,Q WKH 
WHPSHUDWH UHJLRQ  RI /RV 5LRV   LQ 6RXWK-&HQWUDO  &KLOH, 
SDWKRJHQLF   OHSWRVSLUHV HYLGHQFHG    E\  3&5  ZHUH  PRUH 
FRPPRQ LQ VWDQGLQJ  ZDWHUV (19.3%  RI SXGGOHV DQG 45.5%  RI 
RSHQ FRQWDLQHUV)   WKDQ LQ UXQQLQJ   ZDWHUV (3.9%  LQ FDQDOV  RU 
ULYHUV).  7KH RYHUDOO   GHWHFWLRQ    UDWH  ZDV 77  RXW   RI 570 
(13.5%)   ZDWHU VDPSOHV,   UHYHDOLQJ WKH XELTXLW\    RI 
SDWKRJHQLF /HSWRVSLUD  LQ VXUIDFH   ZDWHUV  LQ WKLV  WHPSHUDWH 
UHJLRQ (0XgR]-=DQ]L HW DO.,   2014). 
3DUWLFXODU    DWWHQWLRQ VKRXOG   EH   SDLG   WR IORRGZDWHUV,  ZKLFK 

DUH NQRZQ   WR   EH   UHVSRQVLEOH IRU  QXPHURXV  OHSWRVSLURVLV 
LQIHFWLRQV DQG   RXWEUHDNV  LQ KXPDQV. $OWKRXJK IORRGZDWHUV 
KDYH   UDUHO\  EHHQ   VWXGLHG (7KDLSDGXQJSDQLW  HW DO.,    2013; 
&KDWXURQJNDVXPULW HW DO.,   2013), WKH\ VKRXOG EH  FRQVLGHUHG 
DV SHULRGV  RI LQFUHDVHG  OHSWRVSLURVLV ULVN,  DV  VKRZQ E\  WKH 
KLJK QXPEHUV RI OHSWRVSLURVLV RXWEUHDNV WULJJHUHG  E\ IORRGV 
(6PLWK HW DO.,   2013; 3DUN HW DO.,   2006; 0DWRQR HW DO.,   2015; 
*D\QRU HW DO.,   2007; (DVWRQ, 1999)  (7DEOH 2-5). 
 

 
2.2.5  *URXQGZDWHU 
 

 
)HZ  VWXGLHV KDYH   LQYHVWLJDWHG OHSWRVSLUHV LQ JURXQG 

ZDWHU. 5HFHQW  166  U51$ JHQH  DPSOLFRQ VWXGLHV  FRQILUP  D 
JUHDWHU DEXQGDQFH    RI /HSWRVSLUD    LQ  VXUIDFH  WKDQ LQ 
XQGHUJURXQG   ZDWHUV ('HODIRQW  HW  DO.,    2016). 3DWKRJHQLF 
/HSWRVSLUD ZHUH UHSRUWHG IURP XQGHUJURXQG ZDWHU VRXUFHV 
LQ 7KDLODQG,   EXW WKH VWXG\   GLG  QRW SURYLGH K\GURORJLF  GHWDLOV 
DERXW   WKH  ZDWHU   VRXUFHV    LQYHVWLJDWHG  (.XULOXQJ  HW   DO., 
2017). 
 

 
2.2.6  'ULQNLQJ ZDWHU 
 

 
/HSWRVSLUD   KDYH EHHQ  GHWHFWHG LQ GULQNLQJ   ZDWHU 

VDPSOHV LQ VHYHUDO VWXGLHV. 6DSURSK\WLF OHSWRVSLUHV DUH 
QRUPDO LQKDELWDQWV  RI IUHVKZDWHU, ZKLFK   GR  QRW LQYROYH  DQ\ 
VDQLWDU\  ULVN.  +RZHYHU,  WKHUH KDV  DOVR EHHQ   HYLGHQFH   RI 
SDWKRJHQLF  OHSWRVSLUHV  IURP GULQNLQJ   ZDWHU  IRU  DQLPDOV 
(&DOGHURQ HW DO.,   2014; 0XgR]-=DQ]L HW DO.,   2014; 0DVRQ HW 
DO., 2016; .XULOXQJ HW DO.,   2017), EXW DOVR IRU  KXPDQV 
(0XgR]-=DQ]L HW  DO.,    2014; 0DVRQ HW  DO.,    2016). 9HU\ 
LQWHUHVWLQJO\,  D VKRWJXQ PHWDJHQRPLFV   VWXG\ UHWULHYHG   D 
/HSWRVSLUD  VSS. GUDIW  JHQRPH IURP FKORULQDWHG  GULQNLQJ 
ZDWHU,  VXJJHVWLQJ   DQ  DELOLW\     WR   UHVLVW   VRPH GHJUHH  RI 
FKORULQDWLRQ  (=KDQJ HW DO.,    2017). 6LPLODUO\,  D  166  U51$ 
JHQH  DPSOLFRQ  VWXG\ IRXQG  /HSWRVSLUD  VSS.   VHTXHQFH UHDGV 
LQ D GULQNLQJ  ZDWHU QHWZRUN,  ERWK  ULJKW DIWHU FKORULQDWLRQ 
(LQLWLDO  FRQFHQWUDWLRQ  RI 0.6-0.8 PJ// IUHH FKORULQH) DQG  LQ 
ILQDO WDSZDWHU  (0.1  PJ// UHVLGXDO FKORULQH);   LQ WKLV  VWXG\,  D 
KLJKHU  UHODWLYH   DEXQGDQFH  RI /HSWRVSLUD  VSS. VHTXHQFH 
UHDGV LQ WDS ZDWHU FRPSDUHG WR LQLWLDO ZDWHU IXUW KHU 
VXSSRUWV  WKH K\SRWKHVLV   RI UHVLVWDQFH    WR FKORULQDWLRQ 
(+XDQJ HW DO.,   2014). :KHWKHU WKLV UHVLVWDQFH    LV UHODWHG  WR 
/HSWRVSLUD  DELOLW\    WR  IRUP ELRILOPV  (GLVFXVVHG DERYH   LQ 
VHFWLRQ 2) UHPDLQV WR  EH GHWHUPLQHG. 

 
2.2.7  6HDZDWHU 
 

 
/HSWRVSLUHV   DUH WKRXJKW WR VXUYLYH    SRRUO\   LQ VHDZDWHU. 

+RZHYHU,  WKHUH    LV   OLPLWHG HYLGHQFH    RI VRPH GHJUHH  RI 
VDOWZDWHU WROHUDQFH   E\  VRPH  /HSWRVSLUD VWUDLQV.  2QH VWXG\ 
UHSRUWHG    WKH  LVRODWLRQ RI D   YLUXOHQW OHSWRVSLUH    WKDW ZDV 
DSSDUHQWO\ WROHUDQW  WR VHDZDWHU (*UXQH /RIIOHU HW DO.,   2015). 
$QRWKHU VWXG\,  XVLQJ  166  U51$ JHQH  DPSOLFRQ, UHSRUWHG 
/HSWRVSLUD  LQ PDULQH   ZDWHUV DQG  VRLOV LQ  WKH  *XOI RI 0H[LFR 
((VFREHGR-+LQRMRVD DQG 3DUGR-/RSH], 2017). 2Q WKH  RWKHU 
KDQG, OHSWRVSLURVLV  FDVHV REVHUYHG  LQ PDULQH   PDPPDOV 
FRXOG   EH   GXH   WR FRDVWDO FRQWDPLQDWLRQ  E\  YL U XO HQW 
OHSWRVSLUHV DULVLQJ   IURP WHUUHVWULDO  UXQRII  D Q G 
FRQWDPLQDWLRQ  RI FRDVWDO  PDULQH  HQYLURQPHQWV (%RJRPROQL 
HW DO.,   2008; &DPHURQ HW DO.,   2008; 3UDJHU HW DO.,   2013). 
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2.2.8  6OXGJH 

 

 
/HSWRVSLUHV   KDYH  EHHQ   UHSRUWHG IURP VHZDJH  DQG 

VHZDJH VOXGJH   VLQFH  WKH 1930V ($OVWRQ, 1935; -RQHV HW  DO., 
1981; &RJKODQ  DQG .PHW\,  1987), \HW  WKHUH KDV EHHQ  OLWWOH 
LQWHUHVW  JHQHUDOO\  LQ VXFK  UHSRUWV EHFDXVH KXPDQ VHZDJH 
GRHV  QRW DSSHDU    WR   EH   D  VLJQLILFDQW VRXUFH  RI KXPDQ 
GLVHDVH. 

 
2.2.9  6RLO 

 

 
1RJXFKL (1918) DSSHDUV WR EH   RQH   RI WKH   ILUVW  WR  UHSRUW 

VRLOV  DV D  SRVVLEOH HQYLURQPHQW   ZKHUH  /HSWRVSLUD VXUYLYH. 
+RZHYHU, EHFDXVH  RI WKH WHFKQLFDO FKDOOHQJHV   RI VWXG\LQJ 
GHO LFDWH VORZ-JURZLQJ  RUJDQLVPV LQ  VRL OV,  W KLV 
HQYLURQPHQWDO  FRPSDUWPHQW   KDV  EHHQ   SRRUO\   VWXGLHG. 
8VLQJ DQLPDO    LQRFXODWLRQ, SDWKRJHQLF  /HSWRVSLUD   ZHUH 
UHFRYHUHG IURP 0DOD\VLDQ VRLO  ZDVKLQJV LQ WKH HDUO\   1960V. 
7KH DXWKRUV QRWHG D  KLJKHU   LVRODWLRQ  IUHTXHQF\  IURP VRLO 
ZDVKLQJV WKDQ IURP ZDWHUV (%DNHU DQG %DNHU, 1970). 4XLWH 
VLPLODUO\, D  VWXG\  LQ 0LQQHVRWD,   ZKLFK    IDLOHG    WR  LVRODWH 
YLUXOHQW  VWUDLQV,   QRWHG    WKDW LVRODWLRQ  RI OHSWRVSLUHV   ZDV 
PRUH IUHTXHQW IURP VRLOV WKDQ  IURP DGMDFHQW ZDWHUV  (+HQU\ 
DQG -RKQVRQ,  1978). 6LPLODUO\   LQ +DZDLL, OHSWRVSLUHV  ZHUH 
LVRODWHG  IURP 7 RI 13  ZDWHU VDPSOHV,   EXW IURP DOO  16  VRLO 
VDPSOHV H[DPLQHG   (:LOVRQ  DQG  )XMLRND,  1995). ,Q 1HZ 
&DOHGRQLD ZKHUH   OHSWRVSLURVLV   LV HQGHPLF, D VRXUFH  WUDFNLQJ 
VWXG\ XVHG YLDELOLW\-3&5 DQG GHWHFWHG YLDEOH SDWKRJHQLF 
OHSWRVSLUHV   LQ ULYHU VRLOV ZHHNV DIWHU  WKH FRQWDPLQDWLRQ 
HYHQWV  (7KLEHDX[ HW DO.,   2017). $ FRPELQDWLRQ  RI VHOHFWLYH 
DJHQWV ZDV  SURYHQ  WR  EH  YHU\   HIIHFWLYH IRU  WKH  FXOWXUH   DQG 
LVRODWLRQ  RI /HSWRVSLUD  IURP HQYLURQPHQWDO  VDPSOHV 
(&KDNUDERUW\ HW DO.,   2011). 8VLQJ WKLV VHOHFWLRQ    WHFKQLTXHV, D 
JUHDW ELRGLYHUVLW\ RI O HSWRVSLUHV ZHUH LVRODW HG IURP 
WURSLFDO   VRLOV LQ  1HZ  &DOHGRQLD, VXSSRUWLQJ  WKH  K\SRWKHVLV 
W K D W  V R L O V  PD\  EH  W K H  RULJLQDO  K DE L W D W  RI  W K H  JHQX V  
/HSWRVSLUD   DQG  D SRVVLEOH  HQYLURQPHQWDO   UHVHUYRLU RI 
SDWKRJHQLF VWUDLQV  (7KLEHDX[ HW DO.,   2018E;  7KLEHDX[ HW  DO., 
2018D). 7KLV K\SRWKHVLV LV DOVR  VXSSRUWHG E\ RWKHU ILQGLQJV, 
QRWDEO\    WKH  SRVLWLYH FRUUHODWLRQ EHWZHHQ     /HSWRVSLUD 
FRQFHQWUDWLRQ  DQG   WXUELGLW\ (9LDX DQG %RHKP,  2011) RU WKH 
UROH   RI IORRGV   LQ  WULJJHULQJ    OHSWRVSLURVLV RXWEUHDNV,    DV 
SUHVHQWHG DERYH. 

 
2.2.10 ,UULJDWLRQ ZDWHU DQG RQ FURSV 

 

 
,UULJDWLRQ ZDWHUV DUH PRVWO\   VXUIDFH  ZDWHUV, WKRXJK 

JURXQGZDWHU  LV  VRPHWLPHV  XVHG. 0RVW  RI WKH  U L V N V 
DVVRFLDWHG  ZLWK  LUULJDWLRQ ZDWHUV  VKRXOG   EH   HYDOXDWHG E\ 
NQRZOHGJH DFTXLUHG IURP WKH ZDWHU  VRXUFH   FRQVLGHUHG   DQG 
GHVFULEHG   LQ  WKH FRUUHVSRQGLQJ  VHFWLRQ.  9HU\ IHZ VWXGLHV 
KDYH FRQVLGHUHG /HSWRVSLUD  LUULJDWLRQ ZDWHU. 

 
7KHUH LV ERWK  GLUHFW DQG   LQGLUHFW HYLGHQFH RI D KLJK  ULVN  RI 
OHSWRVSLURVLV   LQ  KXPDQV  WKDW UHO\    RQ    LUULJDWHG   FURSV.  ,Q 
.RUHD, SDWKRJHQLF OHSWRVSLUHV ZHUH LVRODWHG  IURP WKH  ZDWHU 
RI D ULFH SDGG\ ILHOG LGHQWLILHG DV  D VRXUFH RI D OHSWRVSLURVLV 
RXWEUHDN  (.LP, 1987), SURYLGLQJ  GLUHFW  HYLGHQFH.  ,QGLUHFW 
HYLGHQFH UHOLHV RQ  WKH HSLGHPLRORJLFDO DVVRFLDWLRQ RI KXPDQ 
OHSWRVSLURVLV  ZLWK   DFWLYLW\ LQ  ULFH  SDGG\ ILHOGV  (.LP, 1987; 
5\X  DQG  /LX, 1966; ,YDQRYD  HW DO.,    2012), EXW  DOVR  RWKHU 
LUULJDWHG  FURSV,  VXFK DV  LUULJDWHG  WDUR ILHOGV  (0DVVHQHW HW 

DO., 2015). 

 
&URSV   DUH QRW FRQVLGHUHG  WR UHSUHVHQW   D  GLUHFW ULVN  IRU 
OHSWRVSLURVLV,   EXW  LPSURSHU  VWRUDJH FDQ   OHDG    WR  URGHQW 
SRSXODWLRQ JURZWK,    FRQVWLWXWLQJ  DQ    LQGLUHFW  ULVN  RI 
OHSWRVSLURVLV YLD  LQFUHDVHG    H[FUHWLRQ    RI XULQH. 

 
2.2.11 )LVK DQG VKHOOILVK 
 

 
/HSWRVSLUD  LVRODWHV KDYH    KLVWRULFDOO\  EHHQ  UHFRYHUHG 

IURP D QXPEHU  RI FROG-EORRGHG DQLPDOV,  QRWDEO\ DPSKLELDQV 
DQG    UHSWLOHV ($QGUHZV  HW DO.,   1965; 0LQHWWH,  1983). 0RUH 
UHFHQWO\,   PROHFXODU    GHWHFWLRQ VXJJHVWHG     /HSWRVSLUD 
FDUULDJH   LQ  WKH NLGQH\V    RI VRPH UHSWLOHV   (-REELQV  DQG 
$OH[DQGHU,   2015).  3RVLWLYH VHURORJ\     ZDV VRPHWLPHV 
UHSRUWHG  IURP IUHVKZDWHU  ILVKHV  (0JRGH  HW DO.,   2015), EXW 
WKLV  ILQGLQJ LV  FRQVLGHUHG   DQHFGRWDO DQG  GRHV  QRW PHDQ WKDW 
WKH VHURSRVLWLYH  ILVKHV   KDG    WKH DELOLW\ WR FKURQLFDOO\  FDUU\ 
DQG    VKHG    OLYH  YLUXOHQW OHSWRVSLUHV.   &XUUHQW   VFLHQWLILF 
FRQVHQVXV    LV      WKD W      FROG-EORRGHG      YHUWHEUDWHV D Q G 
LQYHUWHEUDWHV DUH   QRW  LQYROYHG    DV   UHVHUYRLUV   RI KXPDQ- 
SDWKRJHQLF OHSWRVSLUHV, DQG  WKH\  KDYH  QRW EHHQ   UHSRUWHG DV 
SRVVLEOH  YHKLFOHV  RI KXPDQ FRQWDPLQDWLRQV.  2Q WKH  RWKHU 
KDQG,   IUHVKZDWHU ILVK IDUPLQJ   PLJKW SRVH DQ RFFXSDWLRQDO 
ULVN IRU   OHSWRVSLURVLV, WKURXJK    H[WHQVLYH  DQG   SURORQJHG 
FRQWDFW ZLWK  IUHVKZDWHU,   DV  ZHOO DV  WKURXJK   WKH SRVVLEOH 
SUHVHQFH RI URGHQWV   DW IHHG   VWRFN IDFLOLWLHV. 

 
2.2.12 $LU 
 

 
/HSWRVSLURVLV  LV QRW DQ  DLUERUQH   LQIHFWLRQ  DQG   LV RQO\ 

H[FHSWLRQDOO\    DFTXLUHG    WKURXJK    WKH UHVSLUDWRU\  V\VWHP. 
$HURVROV  IURP LQIHFWLRXV VRXUFHV  (FRQWDPLQDWHG   ZDWHU 
VRXUFHV,  PDPPDO XULQHV, XULQH-KXPLG   EHGV  RI URGHQWV  LQ 
DQLPDO  IDFLOLWLHV)   FDQ  RFFDVLRQDOO\ LQGXFH  OHSWRVSLURVLV 
WKURXJK    WKH PXFRXV  PHPEUDQHV  RI WKH UHVSLUDWRU\    WUDFW 
(:+2, 1999; /HYHWW, 2001). /HSWRVSLUHV ZHUH  LVRODWHG  IURP 
DQ  DLU-FRQGLWLRQLQJ   SODQW LQ 1HZ  =HDODQG KRZHYHU,  WKH 
VWUDLQV LVRODWHG GLG   QRW  GHPRQVWUDWH    YLUXOHQFH   L Q 
VXVFHSWLEOH  DQLPDO PRGHOV,  VXJJHVWLQJ  WKDW  WKH\ ZHUH  QRW 
SDWKRJHQLF OHSWRVSLUHV (5LV DQG +DPHO,  1979). 

 
2.3 3HUVLVWHQFH 
 

(QYLURQPHQWDO  VXUYLYDO DQG    SHUVLVWHQFH  RI YLUXOHQW 
/HSWRVSLUD   ZDV UHFRJQL]HG    YHU\   HDUO\  RQ   DV  NH\ W R 
OHSWRVSLURVLV    HSLGHPLRORJ\   (1RJXFKL, 1918).  9LUXOHQW 
OHSWRVSLUHV DUH  WKRXJKW   WR PXOWLSO\  LQ DQLPDO  KRVWV DQG   RQO\ 
VXUYLYH LQ  WKH HQYLURQPHQW.    +RZHYHU,   EHFDXVH RI WKH 
WHFKQLFDO  GLIILFXOWLHV LQYROYHG   LQ  FXOWXULQJ   DQG    LGHQWLI\LQJ 
/HSWRVSLUD    LQ  FRPSOH[ HQYLURQPHQWDO VDPSOHV,    OLPLWHG 
LQIRUPDWLRQ RQ  HQYLURQPHQWDO /HSWRVSLUD VXUYLYDO KDV  EHHQ 
SXEOLVKHG.    0RVW    VWXGLHV KDYH    XVHG    PLFURFRVPV   L Q 
ODERUDWRU\  H[SHULPHQWV WR VWXG\   WKH VXUYLYDO RI SDWKRJHQLF 
OHSWRVSLUHV XQGHU   GLIIHUHQW  SK\VLFR-FKHPLFDO  FRQGLWLRQV. 
,Q JHQHUDO,  OLPLWHG   TXDQWLWDWLYH  GDWD   ZDV LGHQWLILHG   IRU 
/HSWRVSLUD SHUV LVWHQFH  RU  VXU YLYDO LQ H[FUHWD   R U 
HQYLURQPHQWDO  PDWULFHV.   1RQHWKHOHVV,   IDFWRUV OLNHO\ WR 
LQFUHDVH  SHUVLVWHQFH  LQFOXGH  FRDJJUHJDWLRQ   ZLWK GLIIHUHQW 
EDFWHULD  ZLWKLQ  ELRILOPV    (9LQRG  .XPDU  HW  DO.,    2015E). 
+HQFH, SDWKRJHQLF /HSWRVSLUD  PD\ SHUVLVW  IRU  PRQWKV  LQ 
VXUIDFH  ZDWHUV (%DUUDJDQ HW DO.,   2011). 
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2QH FHQWXU\  DJR, 1RJXFKL (1918)  LQLWLDOO\   GHPRQVWUDWHG 
ERWK  WKH VXUYLYDO DQG   YLUXOHQFH  RI  SDWKRJHQLF OHSWRVSLUHV 
IRU  XS WR   RQH  ZHHN   LQ GULQNLQJ  ZDWHU.  /DWHU LQ D  PRUH 
FRPSOH[ H[SHULPHQWDO GHVLJQ,  WKH LQIOXHQFH   RI WHPSHUDWXUH 
DQG S+ ZHUH   VWXGLHG, VKRZLQJ   D ORQJHU VXUYLYDO    DW QHXWUDO 
WR VOLJKWO\   DONDOLQH   S+ DQG  DQ  RSWLPDO WHPSHUDWXUH DURXQG 
25-27b&, ZLWK WHPSHUDWXUHV DERYH   60b& NLOOLQJ  OHSWRVSLUHV 
LQ  D  IHZ VHFRQGV  (&KDQJ HW DO.,    1948).  7KLV VDPH  VWXG\ 
VKRZHG VXUYLYDO  RI 100 GD\V ZLWK  WKH DGGLWLRQ  RI 1% KRUVH 
VHUXP  LQ   VWHULOH WDS   ZDWHU.   %DVHG   RQ   LQRFXODWLRQ VWXGLHV 
XVLQJ   VXVFHSWLEOH DQLPDO   KRVWV,  WKH VXUYLYDO DQG   LQIHFWLYLW\ 
ZDV IRXQG WR  EH  PDLQWDLQHG LQ  VRLOV IRU PRUH  WKDQ  40 GD\V 
(6PLWK DQG 6HOI,  1955).  6XFK HYLGHQFH,   DV  ZHOO WKDW   IURP 
RWKHU  DV  RWKHU  VWXGLHV,   KDV   EXLOW WKH  FDVH    WKDW  OHSWRVSLUHV 
FDQ   VXUYLYH DQG UHPDLQ  LQIHFWLYH  IRU ZHHNV  WR  PRQWKV  LQ D 
IDYRUDEOH HQYLURQPHQW.  +RZHYHU, LW  PXVW  DOVR EH  QRWHG WKDW 
EDFWHULDO   VXUYLYDO   LV  QRW  RQO\  HQYLURQPHQW-GHSHQGHQW, EXW 
DOVR VWUDLQ-GHSHQGHQW DQG   GLIIHUHQW SDWKRJHQLF  /HSWRVSLUD 
VWUDLQV  KDYH VKRZQ  GLIIHUHQW  VXUYLYDO FDSDELOLWLHV XQGHU   WKH 
VDPH HQYLURQPHQWDO   FRQGLWLRQV (6PLWK DQG 7XUQHU, 1961). 

7KH ORQJHVW   VXUYLYDO  UHSRUWHG    LQ  QXWULHQW-GHSULYHG 
FRQGLWLRQV ZDV   UHSRUWHG IURP DQ  H[SHULPHQW   LQ D PLQHUDO 
ERWWOHG ZDWHU   KHOG  DW  30b&, ZKHUH  D /HSWRVSLUD LQWHUURJDQV 
VHURJURXS  ,FWHURKDHPRUUKDJLDH VXUYLYHG DQG  HYHQ  LQGXFHG D 
OHWKDO GLVHDVH LQ JHUELOV DIWHU 593 GD\V ($QGUH-)RQWDLQH HW DO., 
2015). 

 
,Q QDWXUDO  HQYLURQPHQWV, WKH  LVRODWLRQ  RI DQ   LGHQWLFDO VWUDLQ 
ILYH  PRQWKV   DSDUW LQ WKH VDPH UDLQ SXGGOH  VXJJHVWHG   LWV 
DELOLW\  WR VXUYLYH   LQ  ZHW   VRLO EHWZHHQ UDLQ  HYHQWV  (6DLWR HW 
DO., 2013). 6LPLODUO\, XVLQJ  YLDELOLW\-3&5 DQG JHQRW\SLQJ, 
WKH /HSWRVSLUD   LQWHUURJDQV VWUDLQ LQYROYHG    LQ  KXPDQ 
LQIHFWLRQV  ZDV VKRZQ WR  SHUVLVW   LQ   VRLOV  IURP ULYHU  HGJHV 
DQG  VHGLPHQWV ZKHUH   KXPDQ  LQIHFWLRQV KDG   RFFXUUHG    9 
ZHHNV HDUOLHU  (7KLEHDX[ HW DO.,   2017). $OWKRXJK UHSHDW 
FRQWDPLQDWLRQ  RI QDWXUDO  DUHDV    LV SRVVLEOH,   WKHUH LV VWURQJ 
HYLGHQFH  WKDW  SDWKRJHQLF  /HSWRVSLUD  QRW RQO\   VXUYLYH, EXW 
DOVR  UHPDLQ LQIHFWLYH  IRU ZHHNV  WR  PRQWKV   LQ ZHW  VRLOV  DQG 
IUHVKZDWHU HFRV\VWHPV. 
7DEOH  6  VKRZV   HDUO\ VWXGLHV GRQH    RQ   SHUVLVWHQFH  PRUH 
UHFHQW GDWD DUH QRW DYDLODEOH. 

 
 
 
 

7DEOH 6. 3HUVLVWHQFH RI /HSWRVSLUD LQ GLIIHUHQW  PDWULFHV 
 
 

$UHD (<HDU)  
6WDUWLQJ &RQFHQWUDWLRQV 

(6SHFLHV) 

0DWUL[/ 
&RQGLWLRQV 

7HPSHUDWXUH (b&) 

 
0D[LPXP 6XUYLYDO  LQ 'D\V 5HIHUHQFH 

 
1HZ  <RUN 
(1918) 

 
1HZ  <RUN 
(1918) 

 
1HZ  <RUN 
(1918) 

 
1HZ  <RUN 
(1918) 

 
1HZ  <RUN 
(1918) 

 
1HZ  <RUN 
(1918) 

 
1HZ  <RUN 

8QNQRZQ 
(/. LQWHUURJDQV VHURJURXS 

,FWHURKDHPRUUKDJLDH) 

8QNQRZQ 
(/. LQWHUURJDQV VHURJURXS 

,FWHURKDHPRUUKDJLDH) 

8QNQRZQ 
(/. LQWHUURJDQV VHURJURXS 

,FWHURKDHPRUUKDJLDH) 

8QNQRZQ 
(/. LQWHUURJDQV VHURJURXS 

,FWHURKDHPRUUKDJLDH) 

8QNQRZQ 
(/. LQWHUURJDQV VHURJURXS 

,FWHURKDHPRUUKDJLDH) 
 

(3DWKRJHQLF /HSWRVSLUD 
VWUDLQ )ODQGHUV) 

 
(3DWKRJHQLF /HSWRVSLUD 

 

 
(DVW   ULYHU ZDWHU  <1 

 

 
 

VHZDJH  ZDWHU <1 
 

 
 

VWDJQDQW ZDWHU  <1 
 
 

KRUVH VWRRO 
HPXOVLRQ 

<1
 

 
 

VHZHU ILOWUDWH <1 

 
QRQ VWHULOH GLVWLOOHG 

ZDWHU ZLWK IHZ 3 
ODUJH  PRWLOH EDFLOOL 

 
1RJXFKL, 

1918 

 
1RJXFKL, 

1918 

 
1RJXFKL, 

1918 

 
1RJXFKL, 

1918 

 
1RJXFKL, 

1918 

 
1RJXFKL, 

1918 
 
1RJXFKL, 

(1918) 

1RUWK 
4XHHQVODQG, 

VWUDLQ )ODQGHUV)  
GULQNLQJ ZDWHU 7 

 
20 P/ RI D 7 GD\ FXOWXUH 

1918 

%ULVEDQH, 
$XVWUDOLD 
(1950V) 

1RUWK 

LQWR  VRLO 
3DWKRJHQLF /HSWRVSLUD 

(VWUDLQ $XVWUDOLV  $) 

 
20 P/ RI D 7 GD\ FXOWXUH 

6RLO 
43 GD\V LQ  VRLO 
3 GD\V   LQ ZDWHU 

6PLWK DQG 
6HOI, 1955 

4XHHQVODQG, 
%ULVEDQH, 

$XVWUDOLD (1950V) LQ
WR  

VR
LO 

3DWKRJHQLF 
/HSWRVSLUD 
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(VWUDLQ 
$XVWUDOLV  $) 

5DLQ  ZDWHU IURP VRLO 15 GD\V LQ  VRLO 
4 GD\V   LQ ZDWHU 

6PLWK DQG 
6HOI, 1955 
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3.O 5HGXFWLRQV E\  6DQLWDWLRQ 0DQDJHPHQW 
 

9HU\ OLPLWHG GDWD H[LVWV RQ  WKH VSHFLILF   UHPRYDO 
HIILFLHQFLHV  RI OHSWRVSLUHV   YLD  VDQLWDWLRQ PDQDJHPHQW DQG 
WUDGLWLRQDO   ZDVWHZDWHU   WUHDWPHQW SURFHVVHV.  1RQHWKHOHVV, 
JHQHUDO   GLVLQIHFWLRQ PHWKRGV    DQG    SK\VLFDO    UHPRYDO 
WHFKQLTXHV ZRXOG   EH  FRQVLGHUHG QHFHVVDU\   IRU  WKH  FRQWURO 
RI /HSWRVSLURVLV.  $GHTXDWH   VXUURJDWHV IRU  /HSWRVSLUD 
UHPRYDO   LQ HQJLQHHUHG   V\VWHPV   KDYH  QRW EHHQ   LGHQWLILHG, 
EXW   WUDGLWLRQDO IHFDO    LQGLFDWRUV   (L.H.,  (VFKHULFKLD FROL  DQG 
(QW HURFRFFL)   KDYH  UHFHQWO\ EHHQ   XVHG  WR   D V V H V V 
HQYLURQPHQWDO ULVN  GXULQJ  D OHSWRVSLURVLV RXWEUHDN   LQ ,VUDHO 
('DGRQ HW DO.,   2018). 6SRUWV  HYHQWV LQ DSSDUHQWO\   SULVWLQH 
VXUIDFH   ZDWHUV KDYH  EHHQ   IUHTXHQWO\  OLQNHG WR  OHSWRVSLURVLV 
RXWEUHDNV  (6HMYDU  HW DO.,   2003), VXJJHVWLQJ  WKDW  FROLIRUPV 
DQG (. FROL FRXQWV  PD\ QRW EH D JRRG  LQGLFDWRU RI OHSWRVSLUDO 
ULVN  (0RUJDQ HW DO.,   2002). 7KHUHIRUH,  ZKHWKHU WKH\ PD\ EH 
UHDVRQDEOH  VXEVWLWXWHV   IRU  HYDOXDWLQJ UHPRYDO   WHFKQLTXHV 
UHPDLQV  WR  EH  GHWHUPLQHG. &DPS\OREDFWHU VSS. FRXOG  DOVR 
VHUYH DV D VXUURJDWH GXH  WR   LW DOVR EHLQJ  D *UDP-QHJDWLYH 
EDFWHULXP   ZLWK D  VLPLODUO\ WKLQ DQG   HORQJDWHG   SK\VLRORJ\. 
/ H S W R V S L U D L V  J H Q H U D O O \  F R Q V L G H U H G W R EH   D Q 
HQYLURQPHQWDOO\-DVVRFLDWHG SDWKRJHQ     ZKHUH     KXPDQ 
LQIHFWLRQ   LV VWURQJO\  OLQNHG WR  IORRGLQJ HYHQWV RU  RXWVLGH 
FRQWDPLQDWLRQ   RI VXUIDFH    ZDWHUV  IURP DQLPDO   XULQH. 
2XWEUHDNV RI OHSWRVSLURVLV JHQHUDOO\   GR  QRW RFFXU  LQ UHJLRQV 
ZLWK SURSHU   VDQLWDWLRQ  SUDFWLFHV DQG  PD\ EH  D UHDVRQ IRU 
WKH  ODFN   RI GDWD  LQ  HQJLQHHUHG  V\VWHPV.  :KDW SXEOLVKHG 
GDWD  LV DYDLODEOH   RQ /HSWRVSLUD LQ VDQLWDWLRQ DQG UHODWHG 
V\VWHPV LV  VXPPDUL]HG LQ WKH IROORZLQJ  VXEVHFWLRQV. 

 
2YHUDOO,   HIIHFWLYH  URGHQW  FRQWURO DQG   XULQH  PDQDJHPHQW 
IURP YDULRXV GRPHVWLFDWHG  DQLPDOV   DUH LPSRUWDQW  DVSHFWV LQ 
PDQDJLQJ OHSWRVSLUHV DVVRFLDWHG  ZLWK  VDQLWDWLRQ V\VWHPV. 

 
5HFRPPHQGDWLRQV   IRU D SHUVRQ LQ D  GHYHORSLQJ   UHJLRQ  WR 
PDQDJH /HSWRVSLUD  LQFOXGH: 

 
1.  8VH FKORULQH  WDEOHWV   WR  WUHDW  GULQNLQJ  ZDWHU.  ,I QR 

FKORULQH   LV DYDLODEOH,   KHDW WKH ZDWHU   SDVW  50b& IRU DW 
OHDVW  RQH PLQXWH. 

2.  'R QRW  EDWKH   LQ,   RU   XVH   UHFUHDWLRQDOO\,   VXUIDFH 
ZDWHUV  DIWHU IORRGLQJ HYHQWV RU  ZLWK  NQRZQ VRXUFHV 
RI IHFDO FRQWDPLQDWLRQ.  7KLV  LV HVSHFLDOO\   UHJDUGLQJ 
LQGLYLGXDOV ZLWK  RSHQ FXWV RU VRUHV. 

3.  &RPSRVW PDQXUH/GLJHVWDWH   LI \RX SODQ RQ DSSO\LQJ  LW 
WR  ODQG RU RWKHUZLVH (VHH  EHORZ VHFWLRQ 3.1). 

4.  3UHYHQW   OLYHVWRFN H[FUHPHQW  IURP VXUIDFHV  ZDWHUV, 
RXWEUHDNV   DUH  WUDFHG  WR DQLPDO  IHFHV  DQG  XULQH LQ 
IUHTXHQWO\ XVHG ZDWHUV. 

5.  &RQWURO   SHVWV   OLNH UDWV,  PLFH,  DQG RWKHU  URGHQWV  E\ 
LPSURYLQJ    IRRG   VWRUDJH DQG   JDUEDJH   GLVSRVDO 
FRQGLWLRQV. 

 
3.1 :DVWHZDWHU 7UHDWPHQW 

 

 
3.1.1  2Q-VLWH  ZDWHUOHVV VDQLWDWLRQ 

 

 
7KH UHGXFWLRQ  RI /HSWRVSLUD VSS. EHLQJ LQWURGXFHG  LQWR 

WKH  HQYLURQPHQW,   RULJLQDWLQJ IURP HLWKHU  KXPDQ RU DQLPDO, 
ZRXOG   KHOS  LQ UHGXFLQJ   WKH  IUHTXHQF\  RI KXPDQ FRQWDFW 
ZLWK SDWKRJHQLF  VHURW\SHV. 2YHU  D WKLUG  RI WKH ZRUOG   GRHV 

QRW KDYH   DFFHVV   WR DGHTXDWH    VDQLWDWLRQ   IDFLOLWLHV  (:+2, 
2006), DQG  RSHQ   GHIHFDWLRQ LV   VWLOO D  FRPPRQ  SUDFWLFH  LQ 
VRPH RI WKHVH  UHJLRQV. %HFDXVH RI WKH  GLUHFW  OLQN  EHWZHHQ 
IORRGLQJ    HYHQWV DQG   RXWEUHDNV RI /HSWRVSLURVLV,    WKHUH LV 
IXUWKHU  HPSKDVLV  PDGH RQ   WKH SK\VLFDO   FRQWDLQPHQW  RI 
XQDEDWHG  H[FUHWD  IURP HQWHULQJ    WKH HQYLURQPHQW.  'XULQJ 
WKH UDLQ\   VHDVRQ,   WKHVH XQFRQWDLQHG   ZDVWHV  DOORZ  UXQRII 
LQWR  VXUIDFH  ZDWHUV ZKHUH   WKH\  FROOHFW  DQG  DOORZ IRU 
WUDQVPLVVLRQ    WR KXPDQV  GRZQVWUHDP. 7KH  LPSOHPHQWDWLRQ 
RI EDVLF    VDQLWDWLRQ LQIUDVWUXFWXUHV  FDQ    YDVWO\ DLG  LQ  WKH 
RYHUDOO UHGXFWLRQ   DQG  SUHYHQWLRQ RI ZDWHUERUQH SDWKRJHQLF 
/HSWRVSLUD  WUDQVPLVVLRQ. 
 
3.1.1.1 3LW /DWULQHV,   YDXOW  WRLOHWV, GU\ WRLOHWV 
 

 
7KH DSSOLFDWLRQ RI EDVLF W\SHV RI WRLOHWV RU   SLW  ODWULQHV   WR 

FUHDWH SK\VLFDO    VHSDUDWLRQ EHWZHHQ    ZDVWH  VWUHDPV  DQG 
KXPDQV  ZRXOG EH FRQVLGHUHG   EHVW SUDFWLFH IRU  K\JLHQH DQG 
VDQLWDWLRQ   PDQDJHPHQW  RI OHSWRVSLUHV.   7KH SDWKRJHQ 
FRQWHQW  RI XULQH   LV PXFK OHVV WKDQ  LQ  IHFHV (+iJOXQG HW  DO., 
2002), VXJJHVWLQJ WKH SULRULWL]DWLRQ  RI VROLGV SDUWLWLRQLQJ   RI 
KXPDQ ZDVWH  LI DW  DOO  HOVH. 
 
3.1.1.2 &RPSRVWLQJ 
 

 
&RPSRVWLQJ LV FRQVLGHUHG DQ HIIHFWLYH, SDVVLYH,  

ZDWHUOHVV DSSURDFK WR UHGXFLQJ WKH RYHUDOO ELRORJLFDO 
DFWLYLW\ DQG   FRQFHQWUDWLRQ   RI SDWKRJHQLF EDFWHULD  LQ KLJKO\ 
FRQFHQWUDWHG  ZDVWHV  DQG KDV EHHQ  IRXQG  WR EH   HIIHFWLYH  LQ 
UHGXFLQJ    SDWKRJHQLF   /HSWRVSLUD.   7KH PDLQ IDFW RUV 
LQIOXHQFLQJ WKH LQDFWLYDWLRQ  RI /HSWRVSLUD VSS.   LQ VOXGJH DQG 
PDQXUH  FRPSRVWLQJ DUH  WKH WHPSHUDWXUH   DQG   S+ 
FKDUDFWHULVWLFV  RI WKH  FRPSRVW.   3DUNHU DQG :DONHU  (2011) 
VLPXODWHG   WKH S+  DQG  WHPSHUDWXUH SURILOHV WUDGLWLRQDOO\ 
RFFXUULQJ GXULQJ FRPSRVWLQJ,  HYDOXDWLQJ WKHLU  HIIHFW RQ  WKH 
VXUYLYDELOLW\   RI WKH SDWKRJHQLF    OHSWRVSLUHV. 9LD   ORJLVWLF 
UHJUHVVLRQ, WKH\ FRQFOXGHG  WKDW D WHPSHUDWXUH SURILOH 
DERYH  45b& IRU    DW OHDVW 4 KRXUV    KDV   WKH  SRWHQWLDO WR NLOO 
OHSWRVSLUHV. 7KHUPRSKLOLF     WHPSHUDWXUHV !50b&  IRU 
FRPSRVWLQJ  ZRXOG WKHQ KDYH  WKH  SRWHQWLDO  WR NLOO  OHSWRVSLUHV LQ  
D  IHZ VHFRQGV,  JLYHQ  WKDW WKH   HQWLUHW\    RI WKH ZDVWH   LV 
VXEMHFWHG   WR FRPSDUDEOH WHPSHUDWXUHV (&KDQJ HW DO.,   1948; 
3DUNHU DQG :DONHU,   2011). /HSWRVSLUHV  KDYH  D  VOLJKW 
IDYRUDELOLW\ WRZDUGV  DONDOLQH S+  SURILOHV (6PLWK DQG 7XUQHU, 
1961), EXW  LQ  UHJDUGV    WR   WKH   KHWHURJHQHLW\  RI FRPSRVW 
PDWULFHV,    WKH S+  GHSHQGHQF\  RI /HSWRVSLUD  VXUYLYDELOLW\ 
VHHPV WR GLVVROYH    (3DUNHU DQG :DONHU,  2011). &RPSRVWLQJ 
ZRXOG EH FRQVLGHUHG  D  YLDEOH DQG   HIIHFWLYH   VROXWLRQ IRU   WKH 
PDQDJHPHQW RI OHSWRVSLUHV LQ PDQXUH. 

 
3.1.2  2[LGDWLRQ   GLWFK 
 

 
'LHVFK (1971)  SHUIRUPHG    D   VWXG\  VLPXODWLQJ DQ 

R[LGDWLRQ    GLWFK  EHLQJ  IHG  FDWWOH   PDQXUH  IURP LQIHFWHG 
DQLPDOV  DW D  1:10  VFDOH ODERUDWRU\ PRGHO   DV ZHOO DV ILHOG 
VDPSOLQJ.    /HSWRVSLUHV ZHUH  LGHQWLILHG   YLD   GDUN-ILHOG 
PLFURVFRS\ LQ  WKH DHUDWHG  SRUWLRQ  RI WKH GLWFK IRU  !60 GD\V 
GXULQJ VXPPHU WHPSHUDWXUH  SURILOHV DV FRPSDUHG WR  5 GD\V 
LQ WKH DQDHURELF   SRUWLRQ RI WKH  VOXGJH.  7KLV  VXJJHVWV  WKDW 
DYDLODEOH GLVVROYHG R[\JHQ LV FULWLFDO WR WKH VXUYLYDO   RI 
OHSWRVSLUHV LQ FRPSDUDEOH PDWULFHV. 7KH  VWXG\ HQGHG EHIRUH D 
ILQDO FRQWDFW WLPH FRXOG EH HVWDEOLVKHG IRU WKH FRPSOHWH 
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UHPRYDO RI OHSWRVSLUHV IURP WKH DHUDWHG  SRUWLRQ. 

 

 
3.1.3  :DVWH VWDELOL]DWLRQ SRQGV 

 

 
/LQHG  RU XQOLQHG ZDVWH SRQGV   DUH XVHG  ZRUOGZLGH   WR 

SDVVLYHO\ WUHDW  ZDVWHZDWHU VWUHDPV.  'HSHQGLQJ  RQ WKH 
FOLPDWH  RI WKH  UHJLRQ,  WKH  HIIOXHQWV    RI WKHVH  VWDELOL]DWLRQ 
SRQGV  FDQ  YDU\  JUHDWO\, ZLWK D SUHIHUHQFH  IRU ZDUPHU 
ZHDWKHU   WKDW    DOORZV  IRU   KLJKHU    NLQHWLF UHPRYDO    UDWHV 
(+LFNH\ HW  DO.,    1989). $OWKRXJK    VSHFLILF   UHGXFWLRQV LQ 
/HSWRVSLUD FRQFHQWUDWLRQV LQ ZDVWH  VWDELOL]DWLRQ SRQGV  KDYH 
QRW  EHHQ GRFXPHQWHG,  LW   FDQ  EH  LQIHUUHG WKDW  WKH   OHYHO   RI 
GLVVROYHG  R[\JHQ LQ  WKHVH  SRQGV ZRXOG GLFWDWH  WKH  HIILFDF\ 
RI /HSWRVSLUD  UHGXFWLRQ. %HLQJ   WKDW  WKLV  D SDVVLYH WHFKQLTXH 
(QR  PHFKDQLFDO PL[LQJ RU  DHUDWLRQ),   WKH GLVVROYHG  R[\JHQ 
FRQWHQW  ZRXOG EH PLQLPL]HG  LQ  WKH ORZHU    SRUWLRQV  RI WKH 
VWUDWLILHG   SRQG  ZKHUH  D  UHGXFWLRQ  RI DFWLYH   OHSWRVSLUHV 
ZRXOG  EH DQWLFLSDWHG. 

 
3.1.4  :HWODQGV 

 

 
:HWODQGV   RU nFRQVWUXFWHG ZHWODQGVo DUH DUWLILFLDO  

HQYLURQPHQWV XVHG WR WUHDW HLWKHU   PXQLFLSDO  RU LQGXVWULDO 
ZDVWHZDWHUV. 7KHVH   V\VWHPV  DUH GHVLJQHG   IRU  WKH  SDVVLYH 
UHGXFWLRQ  RI QXWULHQW   ORDGLQJV  RQ   WKH HQYLURQPHQW   E\ 
PHFKDQLVPV  DOUHDG\    SUHVHQW  LQ  D  QDWXUDO HFRV\VWHP 
(QLWULILFDWLRQ, GHQLWULILFDWLRQ, SKRVSKRUXV UHPRYDO). 7KHVH 
V\VWHPV   DUH QRW GHVLJQHG   QRU  LQWHQGHG IRU  SDWKRJHQ 
UHPRYDO DQG ZRXOG  QRW EH  FRQVLGHUHG  D  YLDEOH DOWHUQDWLYH. 
7KH SHUVLVWHQFH RI OHSWRVSLUHV LQ ZHW  DQG   DHUDWHG   VRLOV DQG 
VHGLPHQWV LV ZHOO  GRFXPHQWHG. 

 
3.1.5  $HUDWHG ODJRRQV 

 

 
1R  UHSRUWV  RI /HSWRVSLUD  VSS. UHGXFWLRQV  E\  DHUDWHG 

ODJRRQV  ZHUH  LGHQWLILHG. 

 
3.1.6  :DVWHZDWHU WUHDWPHQW   IDFLOLWLHV 

 

 
3.1.6.1 3ULPDU\/SUHOLPLQDU\ WUHDWPHQW 

 

 
1R  UHS RUWV  RI /HSW RVS LUD  VSS. UHGXFWLRQV  E\ 

SULPDU\/SUHOLPLQDU\  WUHDWPHQW   ZHUH   LGHQWLILHG. 
 

3.1.6.2 $FWLYDWHG VOXGJH 
 

 
0RUSKRORJLFDO  VSLURFKHWHV KDYH   EHHQ   IRXQG    LQ  WKH 

DFWLYDWHG  VOXGJH RI WUHDWPHQW   IDFLOLWLHV LQ  $PVWHUGDP, EXW 
VSHFLILF  VWUXFWXUDO  PDUNHUV  RI WKH  /HSWRVSLUD JHQXV  ZHUH 
QRW  IRXQG    ( 'HLQHPD, 1976 ).  &RQFHQWUDWHG    OHYHOV  RI 
VSLURFKHWHV ZHUH   VHHQ    LQ  WKH  LQWHULRU RI DJJUHJDWHG  IORFV 

DQG  DV  PRWLOH  FHO OV  RQ  W K H  IO RF  VXUIDFHV.  %HLQJ  W K D W  
/HSWRVSLUD LV  DQ DHURELF DQG FKHPRKHWHURWURSKLF RUJDQLVP, 
LW  LV    LQIHUUHG  WKDW WKH  DFWLYDWHG    VOXGJH   SRUWLRQ RI D 
WUHDWPHQW IDFLOLW\  HQJHQGHUV WKHLU SUROLIHUDWLRQ. 
 
3.1.6.3 0HPEUDQH ELRUHDFWRUV/WULFNOLQJ ILOWHUV 
 

 
1R UHSRUWV  RI /HSWRVSLUD VSS. UHGXFWLRQV  E\  PHPEUDQH 

ELRUHDFWRUV  RU WULFNOLQJ ILOWHUV  ZHUH  LGHQWLILHG. 
3.1.6.4 $QDHURELF GLJHVWLRQ DQG ELRJDV 
 

 
7KH DEVHQFH  RI R[\JHQ,  HYHQ   LQ  RWKHUZLVH   IDYRUDEOH 

JURZWK FRQGLWLRQV,   ZLOO LQKLELW WKH VXUYLYDELOLW\ RI 
OHSWRVSLUHV  LQ  PDQXUH DQG  VOXGJH  PDWULFHV ('LHVFK, 1971). 
,W FDQ   WKHQ EH  LQIHUUHG  WKDW  DQDHURELF   GLJHVWLRQ RI VOXGJHV 
ZRXOG   EH  D  IDYRUDEOH HQYLURQPHQW IRU  WKH  HUDGLFDWLRQ    RI 
LQIHFWLYH   OHSWRVSLUHV.    $ VWXG\  GRQH   E\   0F*DUU\  DQG 
6WDLQIRUWK (1978) LQYHVWLJDWHG  WKH HIIHFW   RI ELRJDVHV RQ WKH 
VXUYLYDELOLW\   RI /HSWRVSLUD  LFWHURKDHPRUUKDJLFD,   ILQGLQJ 
WKDW WKH  VSLURFKHWHV GLHG  ZLWKLQ 31 KRXUV  DIWHU LQWURGXFWLRQ 
RI ELRJDV  DV FRPSDUHG WR  300 KRXUV   LQ WKH FRQWURO. 

 
3.2 'LVLQIHFWLRQ  DV  D  7HUWLDU\  (RU 3RVW  3ULPDU\) 
7UHDWPHQW DQG 'ULQNLQJ :DWHU 
 

 
3.2.1  &KORULQH GLVLQIHFWLRQ 
 

 
$V D  WHUWLDU\ WUHDWPHQW  PHWKRG   IRU ZDVWHZDWHU, FKORULQH 

DSSHDUV  WR   EH   WKH PRVW   UHOLHG XSRQ  WUHDWPHQW IRU   WKH 
HUDGLFDWLRQ  RI SDWKRJHQV,   LQFOXGLQJ /HSWRVSLUD, DQG LV  WKH 
UHFRPPHQGHG   DSSURDFK E\   WKH   (3$ ( 86(3$, 1999). 
'HSHQGLQJ  RQ WKH FKORULQH    GHPDQG RI WKH  VHFRQGDU\ 
HIIOXHQW PDWUL[, WKH UHFRPPHQGHG GRVDJH  UDQJH IRU WHUWLDU\ 
WUHDWPHQW   LV 5l30 PJ//. 7KHVH YDOXHV DUH FRUURERUDWHG  E\ D 
1948  VWXG\ ZKHUH  DOO  OHSWRVSLUHV  ZHUH NLOOHG ZLWKLQ   RQH 
PLQXWH DW D  QHXWUDO  S+  DQG   FKORULQH  UHVLGXDO RI 3.5 PJ//, RU 
ZLWKLQ WKUHH PLQXWHV   DW D  UHVLGXDO   RI 1 PJ// (&KDQJ HW  DO., 
1948). 8QIRUWXQDWHO\,    VSHFLILF   &W (FRQFHQWUDWLRQ [ WLPH) 
YDOXHV FRXOG  QRW EH  LGHQWLILHG. 

 
3.2.2  89 GLVLQIHFWLRQ DQG  QDWXUDO SURFHVVHV 
 

 
/HSWRVSLUHV   DUH  DOVR FRQVLGHUHG   KLJKO\  VXVFHSWLEOH  WR 

89 OLJKW   DQG  /HSWRVSLUD   FXOWXUHV   ZHUH  NLOOHG   E\  GLUHFW 
H[SRVXUH WR VXQOLJKW  IRU   1-2 KRXUV  LQ GLVWLOOHG  ZDWHU ()DLQH 
HW DO.,   1999). ,Q D VWXG\,  H[SRVXUH   WR   89 OLJKW  (10  -/P2) 
UHVXOWHG  LQ  LQDFWLYDWLRQ  RI PRVW  SDWKRJHQLF  /HSWRVSLUD 
VWUDLQV LQ FRQWUDVW  WR QRQ-SDWKRJHQLF OHSWRVSLUHV ZKLFK 
ZHUH PRUH  UHVLVWDQW   WR  WKH   VDPH 89 UDGLDWLRQ  GRVH;  WKLV 
VWXG\   DOVR VKRZHG WKDW  /HSWRVSLUD LV  PRUH VHQVLWLYH   WR  89 
UDGLDWLRQ WKDQ RWKHU EDFWHULD  VXFK   DV  (. FROL  (6WDPP DQG 
&KDURQ, 1988). 
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Annexe IV 

 
Base de données des sols collectés lors de la campagne de prélèvements. 



 

 

Annexe IV Base de données des sols collectés lors de la campagne de prélèvement 
Le type de sol, le lieu d'échantillonage et les paramètres physico-chimiques mesurées in situ sont précisés pour chaque sol. 

 
 

Référence 
 

Type pédologique 
Points GPS Teneur 

H2O en % 

Conductivité 
en mS/cm² 

Température en 
°C 

Potentiel 
Redox en mV Latitude Longitude 

1 SUD Posic ferralsol 22°13'26.58"S 166°39'21.64"E 15,5375 na na 320,5 
2 SUD Ferralic Cambisol et haplic ferrasols 22°12'19.40"S 166°41'38.60"E 22,05 na 27,60 391,0 

3 PIROGUE Haplic fluvisol ferritic 22°11'12.54"S 166°43'20.71"E 20,9 na 27,20 379,0 
4 YATE Petroplinthic plinthosol 22° 9'39.53"S 166°50'39.75"E 16,3 na 27,10 348,0 
5 LAC8 Posic ferralsol 22°16'17.00"S 166°53'0.30"E 15,8 na 23,70 413,0 

6 CARENAGE Haplic fluvisol ferritic 22°15'44.48"S 166°49'36.57"E 19,7 na 24,80 429,0 
7 MARRE Vertic cambisol sur roche basique 21°23'4.94"S 165°11'28.28"E 35,1 0,9200 24,30 na 

8 RIVIERE Haplic fluvisol 21°23'33.00"S 165°11'30.35"E 1,8 0,0000 24,80 na 
9 POYA Vertic cambisol sur roche basique 21°23'50.79"S 165° 7'36.12"E 41,5 1,2500 25,40 na 

10 PLAGE Haplic vertisol 21°24'16.72"S 165° 6'49.35"E 50,3 2,6200 29,20 268,0 
11 SOURCE Haplic vertisol associés à des sols hydropmorph 21°24'16.14"S 165° 6'46.88"E 45,5 3,3200 27,60 na 
12a SCARE Ferralic Cambisol 20°48'35.00"S 165° 8'11.00"E 29,8 0,0900 21,90 423,0 

12b REGENE Ferralic Cambisol 20°48'54.60"S 165° 7'58.83"E 19,5 0,0000 21,90 476,6 
12c SAVANE Ferralic Cambisol 20°47'40.51"S 165° 7'25.52"E 28,2 0,0000 21,70 449,2 

13 AMOS Haplic Regosol 20°17'20.90"S 164°24'53.10"E 16,2 0,0000 24,60 379,0 
14 BLANC Haplic acrisol (rhodic et albic) 20°27'40.90"S 164°20'32.20"E 3,6 0,0000 28,70 338,4 

15 KOUMAC Haplic cambisol avec apport cambisols 20°32'7.20"S 164°15'8.50"E 23 0,0500 31,80 439,7 
16 KG Haplic cambisol magnesic 20°39'2.90"S 164°21'45.70"E 13,3 0,0000 31,60 379,0 

17 KG HC Haplic cambisol magnesic 20°39'59.60"S 164°23'22.10"E 14,8 0,0000 30,80 361,4 
18 KGS Haplic fluvisol 20°40'47.90"S 164°26'50.90"E 37,3 0,2600 30,40 307,3 

19 KONIAMBO Haplic cambisol magnesic 21° 2'10.10"S 164°46'28.90"E 12,6 0,0400 27,10 416,8 
20 POUEMBOUT Haplic vertisol 21° 7'58.80"S 164°54'56.00"E 27,1 0,3400 20,40 339,8 

21 REGOSOL POUEMBOUT Regosol 21°10'42.50"S 164°52'31.70"E 26,3 0,7000 21,30 318,4 
22 PINDAÏ Ferralic cambisol 21°17'27.90"S 164°58'47.80"E 28,6 0,3417 21,10 239,0 

23 SARRAMEA Lithic leptosol 21°38'21.41"S 165°51'43.94"E 40,5 0,3314 27,48 406,0 
24 SARRAMEA CREEK Lithic leptosol 21°38'30.60"S 165°50'43.60"E 31 0,0867 24,20 397,3 

25 POUEO Ferralic cambisol 21°29'27.36"S 165°30'41.99"E 51,1 0,3560 24,40 322,0 
26 NERA Haplic fluvisol 21°34'11.10"S 165°30'14.13"E 24,2 0,1900 25,82 388,0 
27 TENE Haplic fluvisol 21°34'58.07"S 165°32'35.80"E 38,1 0,2713 24,47 348,8 

28 BOGHEN Haplic fluvisol 21°35'48.72"S 165°35'18.73"E 6,4 0,0100 25,98 310,8 
29 ARABES Vertic cambisol associés à des Rendzic Leptosol 21°38'58.06"S 165°32'3.55"E 14,9 0,0350 27,40 328,0 
30 LA FOA Haplic acrisol (Rhodic)sur roche silicieuse 21°43'6.29"S 165°49'15.08"E 25,5 0,1571 25,66 392,0 
31 OUANO Vertic cambisol associés à des Rendzic Leptosol 21°51'11.34"S 165°48'50.16"E 17,6 0,0410 25,50 350,0 

32 NASSIRAH Lithic leptosol 21°48'5.82"S 166° 4'9.00"E 8,9 0,0075 25,70 336,8 
33 OUENGHI Vertic cambisol sur roche basique 21°54'47.67"S 166° 7'3.05"E 10,8 0,0313 24,73 309,8 

34 MANGO Haplic vertisol magnesic 21°59'17.65"S 166°12'26.29"E 36 0,9788 24,51 109,0 
35 TAMOA Haplic vertisol magnesic 22° 4'33.87"S 166°16'35.54"E 19,6 0,1050 23,55 335,5 
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Annexe Va 

 
Tableau résumant les résultats de dosage physicochimique des solutions de sols 



 

 

 

 
Annexe Va Tableau résumant les résultats de dosage physicochimiques des solutions de sols, réalisés par le LAMA-IRD 
Les sigles ICP OES et MS correspondent respectivement aux techniques de spectrométrie d'émission optique et spéctrométrie de masse par plasma à couplage inductif. 

 
 

Références 
 

pH 
Conductivité Cl SO4 NOx PO4 N Total 

Dissous 

(µmol/L) 

P Total 
Dissous 

(µmol/L) 

ICP 4 éléments (mg/l) ICP OES autres éléments (mg/l) ICP MS (µg/l) 

µS à 25°C mg/l mg/l µg/L µg/L Ca Mg Na K Al Ba Cr As Pb Co Mn Fe Ni V As Cd Co Cr Cu Ni Pb Sb Sc* Se Ti* V Zn Zr* 

1 SUD 8,46 912 67,06 52,63 595,58 139,11 1605,55 0,30 8,16 131,78 13,85 7,68 0,01 0,42 0,01 0,01 0,00 0,05 2,63 0,24 0,22 0,01 1,20 0,23 38,89 6,98 2,69 179,77 0,18 0,14 0,37 6,64 0,38 5,53 28,98 7,02 
2 SUD 6,87 126 18,13 16,96 167,02 35,33 441,80 0,00 1,27 1,44 6,05 4,41 0,00 0,21 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11 0,00 0,00 0,00 0,50 0,37 2,16 1,90 1,42 5,49 0,15 0,11 0,10 1,10 0,28 0,60 75,23 1,77 

3 PIROGUE 6,73 44 7,31 6,37 252,60 17,00 85,47 0,00 0,28 0,80 3,81 0,81 0,00 0,19 0,00 0,01 0,00 0,00 0,12 0,00 0,03 0,00 0,39 0,27 4,14 1,70 0,57 33,30 0,17 0,11 0,08 0,52 0,35 0,23 60,70 2,08 
4 YATE 6,182 100 13,43 12,57 271,07 19,37 403,33 0,00 0,24 1,00 4,93 3,01 0,00 0,20 0,01 0,00 0,00 0,00 0,39 0,00 0,01 0,00 0,39 0,27 3,04 18,29 2,24 18,21 0,16 0,15 0,10 1,00 0,22 0,31 71,21 2,13 
5 LAC8 5,678 74 44,07 37,89 415,63 2875,26 366,03 5,71 0,20 0,67 5,67 2,08 0,12 0,17 0,01 0,00 0,00 0,02 0,23 0,54 0,02 0,00 0,51 0,44 32,33 105,45 4,56 97,33 1,47 0,20 1,68 1,32 10,75 2,62 90,68 93,28 

6 CARNAGE 5,805 74 11,03 6,41 90,17 48,82 78,64 0,24 0,28 0,90 5,78 0,99 0,00 0,15 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,95 0,49 1,81 29,76 0,75 21,56 0,35 0,23 0,09 0,55 0,50 0,49 54,28 2,34 
7 MARRE 8,173 617 7,01 47,76 6405,48 57,17 264,47 0,97 41,14 29,42 37,12 1,95 0,02 0,12 0,01 0,00 0,00 0,00 0,13 0,01 0,01 0,01 0,03 0,00 0,01 0,07 -0,05 0,00 -0,01 0,03 0,07 0,18 0,03 0,02 0,00 3,13 

8 RIVIERE 8,385 856 41,73 13,51 163,89 211,79 655,16 4,37 37,33 28,29 19,77 4,20 0,03 1,30 0,02 0,00 0,00 0,01 0,48 0,10 0,04 0,03 0,95 0,29 42,06 6,89 4,85 277,96 0,33 0,22 0,63 1,38 1,49 8,45 32,14 46,94 
9 POYA 8,096 306 8,83 9,11 14,80 39,70 71,30 0,25 21,34 8,37 15,63 0,36 0,02 0,47 0,01 0,01 0,00 0,00 0,39 0,01 0,01 0,01 1,02 0,19 2,63 4,93 7,59 24,44 0,12 0,10 0,34 3,49 2,09 14,88 143,87 29,30 

10 PLAGE 8,054 20700 5822,94 2278,12 1739,08 43,12 272,86 0,54 237,37 401,02 3379,08 94,98 0,00 0,20 0,00 0,00 0,00 0,01 1,98 0,00 0,02 0,04 0,60 0,56 6,74 1,27 9,05 3,37 0,46 0,03 0,10 7,22 1,71 7,97 3,06 7,65 
11 SOURCE 8,633 4210 28,48 2105,52 4871,22 93,55 304,30 0,52 23,91 25,01 939,66 2,31 0,02 0,12 0,01 0,00 0,00 0,00 0,04 0,01 0,03 0,16 3,16 0,25 1,01 5,36 9,41 13,25 0,20 0,13 0,20 18,66 0,42 87,43 10,91 18,77 
12a SCARE 5,052 682 22,56 32,79 106,99 223,28 24,45 1,83 48,44 33,22 20,60 17,37 0,27 1,19 0,00 0,01 0,00 0,01 5,06 18,44 0,01 0,01 2,47 0,58 7,72 3,15 6,57 13,00 1,22 0,12 1,20 10,87 1,33 4,85 258,87 180,08 

12b REGENE 3,741 421 71,73 38,88 57,47 94,88 19,05 1,05 2,70 14,35 21,63 3,54 1,44 0,31 0,00 0,01 0,00 0,01 0,55 20,86 0,03 0,01 2,54 0,68 6,68 2,63 4,68 29,31 2,94 0,32 1,31 17,90 1,53 6,03 292,51 314,17 
12c SAVANE 6,248 149 27,86 23,04 325,09 312,37 781,01 2,69 18,86 111,91 24,43 22,49 0,00 0,15 0,02 0,00 0,00 0,04 1,31 0,04 0,30 0,01 1,29 0,50 1,14 4,82 3,24 4,78 1,20 0,41 0,93 3,88 36,45 8,02 242,09 434,16 

13 AMOS 7,131 193 10,99 17,40 263,10 88,23 435,59 1,39 89,02 61,56 26,95 2,49 0,00 0,84 0,01 0,00 0,00 0,00 1,62 0,00 0,01 0,02 1,59 0,31 28,73 19,83 11,40 19,21 0,59 2,76 1,83 7,07 146,93 11,79 65,35 106,16 
14 BLANC 4,717 1541 401,64 93,69 147,83 35,61 111,56 0,23 2,49 2,55 13,25 2,13 0,62 0,44 0,00 0,01 0,00 0,00 0,05 1,06 0,00 0,01 1,09 0,72 17,33 1,86 2,05 61,34 0,57 1,22 0,30 16,92 0,66 0,65 774,02 67,46 

15 KOUMAC 6,992 272 5,70 11,78 260,10 27,54 188,89 0,10 8,29 8,83 10,39 2,60 0,43 0,38 0,00 0,00 0,00 0,02 2,10 0,39 0,00 0,00 0,57 0,18 42,89 2,57 1,79 76,72 0,13 1,19 0,37 2,17 0,44 0,62 93,34 7,64 
16 KG 6,544 186 19,18 10,99 2043,38 124,79 312,84 3,16 5,13 42,10 240,75 7,30 0,65 0,18 0,00 0,00 0,00 0,01 0,24 0,03 0,05 0,00 0,58 0,26 6,11 28,64 4,81 387,96 0,25 1,17 1,04 1,50 1,53 1,95 39,76 33,20 

17 KG HC 8,133 702 13,20 9,83 296,81 135,81 256,24 2,31 2,63 13,23 36,96 2,06 0,00 0,31 0,00 0,00 0,00 0,03 1,71 0,00 0,05 0,00 1,10 0,35 88,12 8,69 11,61 136,76 0,27 0,65 0,90 2,41 6,69 13,58 180,65 212,25 
18 KGS 8,38 866 29,14 43,18 53,68 118,24 667,78 2,73 2,58 12,19 16,55 1,06 0,02 0,42 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,66 0,24 0,00 6,83 0,24 3,99 3,85 2,62 26,07 0,48 0,84 0,75 4,35 1,61 10,00 58,15 133,44 

19 KONIAMBO 7,4 131 16,30 12,78 1072,53 28,59 116,14 0,06 33,05 77,89 23,39 3,01 0,00 0,52 0,01 0,00 0,00 0,08 3,75 0,00 0,09 0,01 0,38 0,21 0,70 39,95 0,74 17,72 0,18 0,47 0,34 1,27 0,26 0,46 6,10 6,04 
20 POUEMBOUT 6,53 381 39,39 33,85 700,41 196,50 514,86 1,58 9,50 8,56 51,65 0,54 0,07 0,23 0,00 0,01 0,00 0,00 0,14 0,24 0,00 0,01 0,81 0,30 2,89 4,57 15,12 9,10 0,30 0,71 1,00 3,84 3,39 14,83 75,67 336,91 

21 REGOSOL POUEMBOUT 8,433 502 8,96 16,22 8373,47 25,64 386,29 0,38 55,97 91,96 26,08 4,40 0,00 0,53 0,01 0,01 0,00 0,00 1,00 0,15 0,00 0,01 0,76 0,18 7,43 3,47 2,11 65,19 0,47 0,33 0,48 1,94 0,44 2,75 76,19 16,00 
22 PINDAÏ 7,846 1010 53,50 35,82 7255,80 58,69 634,12 0,59 0,26 7,89 11,22 0,59 0,00 0,07 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,46 0,97 23,74 5,22 3,96 97,77 0,39 0,38 0,56 4,94 0,57 6,40 51,19 145,56 

23 SARRAMEA 7,512 638 81,18 48,33 77696,92 277,21 2093,21 4,99 5,93 68,25 10,76 2,29 0,00 0,27 0,00 0,00 0,00 0,01 0,28 0,00 0,04 0,00 0,03 0,00 0,04 0,03 0,00 0,17 0,00 0,09 0,06 0,18 0,11 0,03 0,00 5,29 
24 SARRAMEA CREEK 7,071 147 9,61 25,41 210,17 45,78 170,72 0,89 216,29 65,88 19,42 7,44 0,00 0,34 0,01 0,00 0,00 0,02 3,50 0,00 0,08 0,00 1,76 0,14 1,94 1,50 8,90 7,70 0,48 0,37 0,65 1,62 28,51 4,48 87,49 1411,52 

25 POUEO 7,955 2500 198,38 101,86 110,27 548,17 51,04 4,49 37,04 26,23 33,07 6,68 1,43 0,66 0,00 0,01 0,00 0,01 1,26 1,04 0,00 0,01 30,13 0,12 11,90 32,65 7,58 91,93 0,39 0,62 0,77 3,63 2,33 8,25 42,39 417,93 
26 NERA 7,269 425 30,24 66,02 36882,94 2063,35 1725,35 33,35 8,81 4,19 12,38 1,48 0,07 0,27 0,00 0,00 0,00 0,00 0,21 0,17 0,00 0,00 1,61 0,14 10,99 10,98 26,09 185,53 0,37 0,54 0,84 8,15 30,88 11,66 54,61 489,40 
27 TENE 8,453 684 30,18 23,96 127,95 80,92 235,86 1,95 192,20 168,97 184,92 11,78 0,01 0,79 0,04 0,04 0,00 0,01 12,01 1,92 0,11 0,01 0,81 0,09 22,63 5,06 3,96 91,41 0,07 0,15 0,34 3,27 1,04 1,76 66,41 19,42 

28 BOGHEN 8,406 725 13,72 26,15 1752,39 91,36 514,01 1,92 26,29 26,44 21,15 3,15 0,21 0,15 0,01 0,00 0,00 0,01 0,60 0,68 0,14 0,01 1,55 0,10 15,92 6,17 7,15 109,55 0,08 0,25 0,39 3,17 2,32 5,09 62,20 139,40 
29 ARABES 6,839 177 28,48 18,61 1131,26 176,27 313,50 0,89 12,41 90,84 14,67 2,20 0,00 0,31 0,00 0,01 0,00 0,02 0,97 0,03 0,07 0,00 0,91 0,14 5,16 3,78 6,07 7,17 0,34 0,22 1,61 2,72 11,88 6,71 38,99 1074,00 
30 LA FOA 6,869 458 34,08 124,74 5144,58 196,21 844,49 5,31 44,32 76,93 25,11 2,39 0,00 0,31 0,00 0,01 0,00 0,02 3,55 0,03 0,09 0,00 0,03 0,00 0,02 0,01 0,00 0,02 0,00 0,04 0,05 0,15 0,08 0,02 0,00 7,27 
31 OUANO 7,961 898 74,33 21,48 4174,17 150,05 561,02 1,69 8,60 2,56 20,03 1,61 0,26 0,04 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20 0,13 0,00 0,00 1,42 0,11 9,52 0,87 7,77 14,97 0,12 0,20 0,47 3,06 2,78 10,56 66,51 168,38 

32 NASSIRAH 8,073 1280 29,64 27,27 311,85 466,12 40,79 5,02 37,54 16,37 25,81 7,19 0,04 0,29 0,01 0,00 0,00 0,01 1,28 0,06 0,00 0,00 1,67 0,36 28,02 2,41 11,10 23,06 0,40 0,24 0,59 4,69 3,08 12,87 42,87 499,39 
33 OUENGHI 8,6 937 34,42 20,52 3522,79 152,05 961,88 1,17 123,90 51,06 35,54 14,24 0,00 0,33 0,00 0,01 0,00 0,01 2,83 0,00 0,00 0,01 1,30 0,77 43,00 7,68 5,12 278,72 0,28 0,18 0,33 1,80 0,59 4,37 24,97 35,56 

34 MANGO 9,41 1484 78,30 133,01 3395,09 121,28 924,14 1,19 211,01 78,92 12,11 37,58 0,05 2,58 0,01 0,01 0,00 0,03 14,37 0,18 0,01 0,02 1,53 0,06 6,04 4,30 2,77 108,71 0,10 0,46 0,27 4,23 0,56 10,11 29,48 104,99 
35 TAMOA 7,697 564 42,54 24,76 1259,85 656,44 124,49 8,77 20,73 132,33 23,53 18,55 0,00 0,25 0,01 0,00 0,00 0,04 1,30 0,01 0,27 0,00 0,94 0,12 99,03 21,85 6,77 579,00 0,47 0,43 0,58 6,46 9,21 8,83 321,76 726,60 

2 SUD fdom 6,409 166 18,13 16,96 697,35 9,97 512,32 1,14 0,77 1,04 6,20 4,23 0,00 0,18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 0,01 0,00 0,00 2,03 0,71 2,30 1,48 3,74 3,64 0,76 4,14 0,47 5,58 1,95 2,78 82,73 6,85 
3 PIROGUE fdom 7,77 62 7,31 6,37 302,95 7,60 69,52 1,19 1,19 0,61 4,31 0,51 0,00 0,20 0,00 0,01 0,00 0,00 0,29 0,01 0,03 0,00 1,64 1,45 4,92 1,13 2,62 20,66 1,21 2,68 0,73 3,08 3,64 1,81 59,63 3,48 

4 YATE fdom 6,334 95,7 13,43 12,57 412,62 7,79 301,20 1,02 0,55 0,87 5,23 2,96 0,00 0,18 0,01 0,00 0,00 0,00 0,30 0,00 0,01 0,00 1,44 0,84 5,17 15,95 4,59 17,10 0,82 1,97 0,70 3,30 1,91 1,57 78,05 3,40 
14 BLANC  fdom 4,814 1505 401,64 93,69 125,00 8,64 88,54 0,67 6,82 43,76 249,86 6,61 0,43 0,26 0,00 0,01 0,00 0,00 0,29 0,09 0,00 0,01 1,14 1,06 25,27 0,81 6,85 40,60 1,06 0,98 0,42 12,91 1,76 1,27 534,88 52,51 

28 BOGHEN fdom 9,091 571 13,72 26,15 285,51 19,85 322,49 4,65 32,82 59,31 26,60 1,91 0,06 0,69 0,01 0,00 0,00 0,01 1,66 0,36 0,14 0,01 2,78 0,84 27,28 8,18 21,39 103,85 0,96 1,47 0,78 4,73 16,66 5,70 74,75 167,39 
29 ARABES fdom 6,856 307 28,48 18,61 51,34 131,25 287,52 7,12 8,35 3,84 19,75 2,54 11,24 0,03 0,00 0,01 0,00 0,02 0,22 7,49 0,07 0,00 1,96 0,69 8,29 4,17 17,03 7,26 1,87 1,00 2,19 4,45 44,23 13,02 29,62 863,46 
31 OUANO fdom 8,745 701 74,33 21,48 776,11 38,65 308,89 3,88 82,21 36,25 29,79 11,08 0,04 0,37 0,00 0,00 0,00 0,00 0,88 0,04 0,00 0,00 2,52 0,92 8,44 1,07 15,96 9,15 0,99 1,41 0,82 3,96 12,86 10,89 61,02 117,79 

32 NASSIRAH fdom 8,588 1191 29,64 27,27 69,38 95,92 11,55 4,21 175,15 73,05 13,35 35,86 0,12 2,24 0,01 0,00 0,00 0,01 8,16 0,13 0,00 0,00 2,55 0,57 34,50 2,23 20,82 19,94 0,75 0,92 0,77 6,64 8,83 9,46 50,46 303,47 
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Annexe Vb 

 
Tableau résumant les résultats de dosage physicochimique des sols 



 

 

 

 
Annexe Vb Tableau résumant les résultats de dosage physicochimiques des sols, réalisés par le LAMA-IRD 
Le sigle ICP OES correspond à la technique de spectrométrie d'émission optique par plasma à couplage inductif. L'azote Kjeldahl est réprésenté par le sigle N Kjel. 

 
 

Références 
 
Humidité 

 
pF 3 

 
pF 2 

 
pH H2O 

 
pH KCl 

 
N Kjel. 

 
C Organique 

Cations d'échange Capacité 
d'échange 
en méq% 

ICP OES éléments en mg/kg 

Ca méq% Mg méq% Na méq% K méq% Fe Co Cr Mn Ni Al Cu P Ba Pb V 

1 SUD 0,25 29,7 30,9 7,48 6,389 2,52 39,99 2,06 16,93 0,07 0,13 15,11 353088,09 676,74 14845,33 4952,43 6863,94 21013,23 105 124,78 22,38 33,85 210,14 

2 SUD 0,12 21,5 21,9 5,129 5,257 0,51 17,33 0,04 0,11 0 0 2,31 315626,02 149,59 23306,62 929,61 2420,47 89095,1 111,93 66,9 3,03 23,96 278,7 

3 PIROGUE 0,14 26,4 26,6 5,392 5,878 0,24 9,16 0,09 0,18 0,02 0 1,48 333368,45 268,36 13171,42 1396,53 2813,94 86552,55 118,39 76,4 4,63 33,17 269,37 

4 YATE 0,08 21,5 20,4 5,134 5,361 0,31 11,09 0,04 0,04 0,02 0 2,7 499751,91 591,75 15318,84 5538,97 5173,61 31067,88 203,92 88,45 3,43 52,53 204,21 

5 LAC8 0,05 11,6 11,7 5,615 5,187 0,48 16,41 0,38 0,38 0 0,01 4,2 499026,05 491,1 17919,37 3005,09 4027,01 23069,74 181,45 115,1 3,42 54,39 206,47 

6 CARNAGE 0,11 23,7 24,9 5,974 6,361 0,23 9,96 0,31 0,49 0,01 0,01 3,25 460214,94 937 18905,33 5584,95 6307,91 33943,02 168,07 99,2 32,39 52,36 160,09 

7 MARRE 0,09 28,8 52,8 6,528 5,109 2,75 40,25 26,23 24,13 0,47 0,84 42,87 103195,71 150,38 468,65 1828,98 201,53 77785,49 135,8 385,91 64,71 9,8 323,14 

8 RIVIERE 0,01 11,4 17 7,869 6,669 0,65 14,05 1,87 7,73 0,08 0,31 7,86 113336,65 198,41 8809,25 1574,9 2768,8 17922,83 47,34 102,85 26,73 5,22 134,78 

9 POYA 0,08 49,3 53,3 6,634 5,006 1,46 25,23 28,55 24,79 0,41 0,31 44,6 95304,71 100,4 236,94 3028,79 96,15 82248,67 112,75 189,75 76,39 5,03 305,51 

10 PLAGE 0,05 47 53,4 8,342 6,878 0,83 14,7 17 14,94 20,23 1,54 42,13 90438,57 117,23 514 3199,86 386,1 70803,62 104,94 316,79 161,96 8,78 330,42 

11 SOURCE 0,11 86,4 94,4 9,228 7,841 0,5 9,96 28,18 26,66 31,51 0,78 57,86 103823,23 75,04 283,76 1199,35 136,36 75133 126,71 249,21 172,88 4,05 355,64 

12a SCARE 0,09 44,7 47,2 5,218 3,887 4,73 75,85 5,35 4,08 0,28 0,89 23,99 50254,92 16,65 23,02 455,26 15,24 70327,83 32,93 624,6 330,1 7,98 117,41 

12b REGENE 0,09 44,1 47,8 4,209 3,178 4,11 70,28 0,3 1,87 0,17 0,2 19,96 43962,73 0 83,42 120,03 24,5 73898,48 23,75 278,52 115,62 12,59 116,48 

12c SAVANE 0,08 41 43,5 5,087 3,613 3,86 68,86 2,19 2,38 0,25 0,35 24,01 36508,63 15,35 100,78 104,23 40,6 78500,55 18,95 577 375,24 14,81 107,9 

13 AMOS 0,01 15,9 20,2 5,882 4,853 0,66 19,4 1,84 2 0,04 0,08 4,86 85620,57 70,39 526,57 1527,72 307,07 49142,64 48,68 139,06 107,2 16 233,44 

14 BLANC 0 14,1 13,8 4,904 4,536 0 4,62 0,05 0,2 0,51 0 0,17 438,69 0 25,92 23,19 18,56 953,4 2,66 48,12 33,21 1,68 28,95 

15 KOUMAC 0,04 25,6 32,5 6,181 4,556 1,21 24,02 2,1 9,63 0,44 0,26 17,02 186854,04 725,26 25778,74 10016,22 919,16 36758,5 69,5 183,16 395,55 24,15 352,57 

16 KG 0,05 21,7 24,1 6,213 5,055 1,32 32,48 2,72 11,77 0,11 0,08 16,71 321954,39 608,31 24115,39 2276,09 4738,6 20610,83 101,26 88,16 18,06 35,04 212,39 

17 KG HC 0,06 28,9 31,1 6,79 4,742 1,34 22,77 10,86 26,42 0,31 0,41 29,07 102947,04 174,09 1646,16 1913,27 477,16 74711,6 147,18 217,76 60,61 15,03 283,12 

18 KGS 0,02 16,7 19,3 7,633 6,448 0,99 10,79 4,08 7,32 0,24 0,2 9,48 46493,47 35,44 1105,99 455,96 289,85 42859,35 34,91 257,99 326,08 5,99 130,07 

19 KONIAMBO 0,05 23,1 24,5 6,938 5,433 0,37 11,34 0,42 8,85 0,15 0,05 13,85 403783,57 2107,78 24358,88 16202,58 5051,22 14456,97 117,55 99,09 123,68 43,63 261,86 

20 POUEMBOUT 0,12 58,1 66,6 5,994 4,35 1,32 21,15 21,05 28,66 1,9 0,11 46,28 105234,93 57,1 344,15 921,45 55,16 80761,25 105,27 130,52 64,05 5,62 404,75 

21 REGOSOL POUEMBOUT 0,07 39,8 44,6 7,623 6,226 1,79 26,08 2,35 23,03 0,2 0,22 17,48 99219,45 212,69 3993,73 1822,5 2940,89 13126,11 40,13 147,54 15,07 9,94 58,88 

22 PINDAÏ 0,05 38,6 47,1 8,073 7,026 2,47 29,94 43,64 9,01 0,29 0,75 26,49 110561,42 106,19 4680,34 1988,76 1032,23 42336,19 72,55 228,04 139 13,43 155,02 

23 SARRAMEA 0,05 44,2 48,7 6,179 4,952 4,24 52,2 12,15 8,88 0,41 0,56 20,16 58999,17 28,62 37,35 837,83 21,93 81164,97 32,55 544,22 171,1 12,58 168,2 

24 SARRAMEA CREEK 0,02 9 11,1 6,634 4,754 0,44 5,56 6,32 3,68 0,18 0,27 9,76 62410,08 29,98 84,25 763,2 33,25 78494,41 39,11 604,72 301,31 15,44 159,05 

25 POUEO 0,06 28,1 40,6 6,948 5,716 2,1 31,28 9,55 8,08 0,88 0,17 13,16 85993,31 65,17 1744,4 1018,44 399,25 70868,5 44,96 1089,01 222,16 6,36 172,36 

26 NERA 0,05 40,9 52,9 6,134 4,837 3,63 38,69 13,61 14,27 0,21 0,39 20,5 86349,39 73,81 456,63 1329,56 412,39 79937,35 69,78 1304,02 288,86 12,17 197,88 

27 TENE 0,03 24,7 34,8 7,752 6,385 0,67 11,97 2,03 12,95 0,1 0,1 11,73 222319,94 257,98 9362,76 2057,29 2960,48 33136,47 88,28 126,12 127,59 16,42 190,68 

28 BOGHEN 0,05 26,3 31 7,402 6,003 1,45 21,16 6,15 10,72 0,19 0,32 12,46 102260,59 106,45 3933,41 1376,26 956,28 50260,51 56,41 418,16 211,55 14,57 132,95 

29 ARABES 0,04 23,2 29,9 5,451 4,014 1,28 15,96 14,56 5,6 0,33 0,47 16,85 54922,92 27,63 97,67 468,19 47,03 74793,96 27,9 109,06 147,41 8,98 133,02 

30 LA FOA 0,04 30,4 36,6 5,537 4,37 2,16 23,65 13,15 5,75 0,36 0,6 16,67 47400,64 29,05 48,17 918,42 28,77 73324,87 35,1 601,78 262,1 20,96 136,29 

31 OUANO 0,06 35,1 39,7 6,974 5,486 2,7 30,43 27,86 13,75 0,38 1,47 32,62 61765,21 30,75 40,92 880,77 31,86 76220,42 64,34 209,81 180,93 7,29 182,57 

32 NASSIRAH 0,03 16,1 7,4 6,718 6,002 3,01 37,04 11,22 3,27 0,09 0,38 11,98 35111,27 39,2 140,18 1098,79 78,96 17838,58 30,22 289,42 409,13 9,88 145,9 

33 OUENGHI 0,04 26,4 39,6 7,861 7,141 2,09 27,22 2,92 12,2 0,16 0,21 11,06 128208,56 248,16 7412,78 1686,25 4075,99 9959,38 44,3 105,44 24,8 12,89 86,96 

34 MANGO 0,1 31,1 63,8 8,301 7,388 2,98 38,32 4,95 36,12 0,4 0,21 25,47 146759,63 291,4 5337,22 1757,31 4602,81 18068,87 70,05 320,93 22,26 11,16 108,25 

35 TAMOA 0,07 39,9 50,2 6,585 5,301 2,98 45,4 4,21 35,05 0,34 0,82 31,59 121076,01 272,88 8770,21 1929,05 2982,48 26447,27 49,31 262,22 118,71 19,23 134,56 
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Annexe VI 

 
Scripts utilisés pour l’analyse statistique des données de survie en microcosme de solutions de 

sols et de sols 
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Scripts utilisés pour l’analyse statistique des données de survie en microcosme grâce au logiciel 

R  version  1.3.959  (Adapté  de  A.  Bourles, Université de  Nouvelle-Calédonie et Institut 

Pasteur de Nouvelle-Calédonie) 

 
 
Analyse Factorielle Multiple (AFM) 

 
##### Bibliothèque de l’AFM 
library(FactoMineR) 
library(factoextra) 
library(ggpubr) 

 
##### Importation du fichier 
data <- read.table("basededonnées.csv",sep = ";",dec = ",", 

+ header = T, na.strings = "Na", row.names=1) 
 
##### Réalisation de l'AFM 
res <- MFA (data, group=c(1,1,1,3,3,4,18), 

+ type = c("n","s","s","s","s","s","s"), 
+ name.group = c("no1","no2","no3","no4","no5","no6","no7")) 

 
##### Contribution des variables quantitatives pour chacune des deux dimensions 
fviz_contrib (res, choice = "quanti.var", axes = 1, top = 32, 

+ palette = "hsv") 
fviz_contrib (res, choice = "quanti.var", axes = 2, top = 32, 

+ palette = "hsv") 
 
##### Projection graphique des individus en fonction de la variable qualitative 
fviz_mfa_ind(res, habillage = "survie", 

+ palette = c("red","darkgreen"), addEllipses = T,repel = TRUE) 
 
 
 
Matrice de Corrélation MCOR 

 
##### Bibliothèque du MCOR 
library (lmtest) 
library(Hmisc) 
library(car) 
library(agricolae) 
library(lawstat) 
library(MASS) 
library(ade4) 
library(FactoMineR) 
library(scatterplot3d) 
library(vegan) 
library(corrplot) 
library(RColorBrewer) 

 
 
 
 
##### Importation du fichier 
data <- read.table("Basededonnées.csv",sep = ";",dec = ",", 
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+ header=T, na.strings="Na") 
 
##### Réalisation de la matrice de corrélation 
mcor<- cor(data) 

 
corrplot(mcor, type="upper", order="hclust", tl.col="black", 

+ tl.srt=90, tl.cex=0.8, col = brewer.pal(n = 8, 
+ name = "RdBu")) 

 
##### Visualisation de l’intervalle de confiance 
res1 <- cor.mtest(data, conf.level = .95) 
corrplot(mcor, p.mat = res1$p, insig = "label_sig", 

+ sig.level = c(.001, .01, .05), pch.cex = .9, pch.col = "white") 
 
 
 
Analyse en Composantes Principales (ACP) 

 
##### Bibliothèque de l’ACP 
library (lmtest) 
library(Hmisc) 
library(car) 
library(agricolae) 
library(lawstat) 
library(MASS) 
library(ade4) 
library(FactoMineR) 
library(scatterplot3d) 
library(vegan) 
library(corrplot) 

 
##### Importation du fichier 
data <- read.table("basededonnées.csv",sep = ";",dec = ",", 

+ header=T, na.strings="Na", row.names=1) 
 
##### Réalisation de l'ACP 
res <- PCA(data, quanti.sup=1) 

 
plot(res, choix="varcor", cex=0.8, shadowtext=TRUE, 

+ col.quanti.sup="red",  axes=c(1,2)) 
 
##### Propriété de l'ACP 
summary(res, nbelements=Infsummary(res, nbelements=Inf, 

+ file = "nomdufichier.txt") 
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Scripts utilisés pour la réalisation du modèle "Support Vector Machine", langage Python 
 

(N. Ochida, Institut Pasteur de Nouvelle-Calédonie et IRD-Nouméa) 
 
 
 
##### Bibliothèque du SVM 
from os import chdir 
import pandas as pd 
import numpy as np 
import matplotlib.pyplot as plt 
import seaborn as sb 
from sklearn.preprocessing import StandardScaler 
from scipy.stats import mannwhitneyu 
import sklearn 
from sklearn.model_selection import train_test_split 
from sklearn.svm import SVC 
from sklearn.model_selection import cross_val_score 
from sklearn.metrics import confusion_matrix 

 
##### Importation du fichier 
lepto = pd.read_csv(nomdufichier.csv',sep = ';') 

 
##### Préparation des données 
lepto = lepto.drop(['References'], axis = 1) 
df_survival = lepto.loc[lepto.survie >  7] 
df_no_survival = lepto.loc[lepto.survie <=  7] 

 
##### Test de Mann Whitney-U 
dic_pvalue = {} 
for elem in df_survival.columns[1:]: 

x = df_survival[elem] 
y= df_no_survival[elem] 
dic_pvalue[elem] = mannwhitneyu(x,y).pvalue 

 
dic_sig = {key:value for (key,value) in dic_pvalue.items() 

+ if value < 0.05} 
 
features = [x for x in dic_sig.keys()] 
df = lepto.loc[:,features] 
scaled = pd.DataFrame (StandardScaler().fit_transform 

+ (df.iloc[:,1:4].values), columns = df.iloc[:,1:4].columns) 
+ scaled['pH'] = df['pH normalise'] 

scaled['survie'] = lepto.survie 
 
scaled.survie = [1 if x >7 else 0 for x in scaled.survie] 

y = scaled.iloc[:,4] 
X= scaled.iloc[:,[3,0]] 

 
svm = SVC(C=1000, gamma=0.001, kernel='rbf', probability = True) 
svm.fit(X,y) 
scores = cross_val_score(svm, X, y, cv=5) 
print("Accuracy: {0} (+/- {1})".format(scores.mean(), scores.std() * 
2)) 
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y_pred = svm.predict(X) 
print(confusion_matrix(y,y_pred)) 

 
df_full = pd.DataFrame(X, copy = True) 
df_full['pred'] = y_pred 
df_full['true'] = y 
plt.figure(figsize = (8,8)) 
sb.scatterplot(x = 'Conductivite', y= 'pH', hue = 'true', style = 
'pred', data =df_full) 
#plt.savefig('Modele_svm_lepto') 

 
##### Visualisation du modèle 
max_ph, min_ph = scaled.pH.max()*1.1,scaled.pH.min()*0 
min_cond, max_cond = 
scaled.Conductivite.min()*1.1,scaled.Conductivite.max()*1.1 
x = np.linspace(min_cond, max_cond,40) 
y = np.linspace(max_ph, min_ph,40) 

 
grid = np.array([(i,j) for i in y for j in x]) 
grid = pd.DataFrame(grid, columns = ['pH','Conductivite']) 

 
pred = svm.predict_proba(grid) 
pred = pred[:,[1]] 
grid['pred'] = pred 

 
matrix = pred.reshape(40,40) 

 
df_plot = pd.DataFrame(df_full, copy = True) 
df_plot['pred'] = ['survie' if x == 1 else 'non survie' for x in 
df_plot['pred']] 
df_plot['true'] = ['survie' if x == 1 else 'non survie' for x in 
df_plot['true']] 
df_plot.columns = ['pH normalisé','Conductivité centrée- 
réduite','Prédiction du Modèle','Réalité'] 

 
##### Utilisation du paramètre spécial imshow comme axe 
fig,ax = plt.subplots(figsize = (16,16)) 
ax.imshow(matrix, cmap = 'coolwarm', interpolation='gaussian', 

+ extent=[min_cond, max_cond, min_ph, max_ph]) 
 
sb.scatterplot(x = 'Conductivité centrée-réduite', 

+ y= 'pH normalisé', hue = 'Prédiction du Modèle', 
+ style = 'Réalité', data =df_plot, markers = ['X','s'], 
+ s = 70,ax = ax) 

ax.set_ylim(min_ph,max_ph) 
sb.set(font_scale = 1.8, context = 'paper', style = 'dark') 
#plt.savefig('svm_visualization') 
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Annexe VII 

 
Résultats préliminaires de la détermination de la nature de la matière organique dissoute 

fluorescente par spectrofluorométrie. 
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Ce graphique en boites à moustache permet de comparer les médianes des composés 1 à 4 détectés en 
spectrofluorométrie  en fonction de la capacité de 10 sols à permettre ou non la survie de leptospires 
pathogènes pendant 10 jours. Un graphique en dotplot est également intégré afin de pouvoir observer la 
distribution des échantillons. 
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The zoonotic bacterium  Leptospira interrogans is the aetiological agent of leptospirosis, a re-emerging infectious disease that is a 
growing public health concern. Most human cases of leptospirosis result from environmental infection. Biofilm formation and its 
contribution to the persistence of virulent leptospires in the environment or in the host have scarcely been addressed. Here, we 
examined spatial and time-domain  changes in biofilm production by L. interrogans. Our observations showed that biofilm formation 
in L. interrogans  is a highly dynamic process and leads to a polarized architecture. We notably found that the biofilm matrix is 
composed of extracellular DNA, which enhances the biofilm’s cohesiveness. By studying L. interrogans  mutants with defective 
diguanylate cyclase and phosphodiesterase genes, we show that biofilm production is regulated by intracellular levels of bis-(3′–5′)- 
cyclic dimeric guanosine monophosphate (c-di-GMP) and underpins the bacterium’s ability to withstand a wide variety of simulated 
environmental stresses. Our present  results show how the c-di-GMP pathway regulates biofilm formation by L. interrogans, provide 
insights into the environmental persistence of L. interrogans  and, more generally, highlight leptospirosis  as an environment-borne 
threat to human health. 

npj Biofilms and Microbiomes         (2020) 6:24 ; https://doi.org/10.1038/s41522-020-0134-1 
 
 
 

INTRODUCTION 
Pathogenic  species of bacteria from the genus Leptospira cause 
leptospirosis, a zoonosis that has been observed worldwide but is 
especially prevalent in tropical low-income countries1. The disease 
affects 1.03 million humans annually, and kills nearly 60,0002. 
Pathogenic leptospires persist in the renal tubules of chronically 
infected reservoir animals, and are excreted in the urine3—thus 
contaminating the environment. Leptospires can survive in the 
environment for months4,5. Contact with a contaminated environ- 
ment is the  predominant cause of  transmission to  humans6. 
Pathogenic Leptospira are able to produce a biofilm in vitro7,8 and 
the presence  of pathogenic Leptospira  within a biofilm in the 
environment has been reported—suggesting that this structure 
has an important role in Leptospira’s ability to survive in natura4,9

 

Leptospira’s ability to remain viable and infectious in various 
environments (such as  the soil, water, and mammalian hosts) 
suggests that these bacteria have fast-acting, sensitive regulatory 
systems  that  enable them to  adapt to  various environmental 
challenges. In many biofilm-producing bacterial species studied to 
date, biofilm formation is regulated by the signalling molecule bis- 
(3′-5′)-cyclic  dimeric guanosine monophosphate (c-di-GMP)22–24. 
C-di-GMP is  produced  by  diguanylate cyclases (DGCs)   and 
degraded by phosphodiesterases (PDEs)25,26.  Production of this 
intracellular signalling molecule is low in motile cells whereas its 
elevation in the cytoplasm triggers biofilm formation27,28.  Our 
understanding of c-di-GMP turnover in Leptospira is limited29,30. 
An analysis of  the  L.  interrogans   genome found  25 proteins 

31
 

and  in  water  distribution  systems10,11.   Studies of  reservoir 
predicted to be involved in c-di-GMP metabolism 

30
 . Some  of these 

mammals have highlighted the presence of bacterial aggregates enzymes were found to be active in vivo  . 

within the lumen of proximal renal tubules12,13. These aggregates 
share some morphological features with biofilms, which might 
explain why  Leptospira  are so persistent and  why  antibiotic 
treatments fail to clear the bacteria from the kidneys14. 

Biofilms are multicellular aggregates embedded in  a three- 
dimensional self-produced matrix that confers protection against 
adverse conditions such as   desiccation, osmotic shock, and 
exposure to some types of toxic compounds, UV radiation and 
predators15–20. The matrix formed by bacteria is held together by 
interconnecting compounds, such as self‐produced  polysacchar- 
ides, proteins,  extracellular DNA (exDNA) and cell lysis products, 
and material from the surrounding environment21. 

Although persistent forms have not been described to date, we 
hypothesized that L. interrogans’  biofilm helps virulent leptospires 
to endure unfavourable environments. We, therefore, sought to 
better  understand the  role  of  c-di-GMP in  the  formation, 
organization, composition, role and regulation of biofilms in this 
bacterium. This study increased  our understanding of how L. 
interrogans’  biofilm is formed and organized. In particular, we 
revealed the critical role of exDNA in biofilm cohesion. By studying 
mutants with impairments in the c-di-GMP pathway, we illustrated 
the  key role  of  intracellular c-di-GMP in  controlling  biofilm 
formation and motility in L.  interrogans.  We also showed that 
biofilm production confers resistance to simulated environmental 
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2 
stresses  but  does not  seem to  promote virulence or chronic 
infectivity. 

 
 

RESULTS 
Biofilm formation is a collective and dynamic process 
We first sought to describe biofilm formation by L. interrogans. To 
this end, we applied a combination of phase-contrast microscopy, 
time-lapse imaging, confocal laser scanning  microscopy  (CLSM), 
and scanning electron microscopy (SEM)  (Fig. 1).  The phase- 
contrast microscopy data (Fig. 1a) indicated that the Leptospira 
biofilm  changes its shape significantly over time  through an 
expansion process.  These bacterial aggregates’  sugar moieties 
were stained with Crystal violet (Fig. 1b). Additional live/dead 
staining of the biofilm aggregates  (Fig. 1c) showed that most of 
the bacteria in the biofilms were alive. The biofilm’s shape varied 
markedly from one Leptospira species to another, with dotted, 
branching and reticulated  patterns (Supplementary Fig. 1A). 

 
 
 

Our time-lapse microscopy and SEM images  revealed  the whole 
sequence of biofilm formation (Fig. 1d, e).  Motile planktonic L. 
interrogans cells were observed shortly after bacteria had been 
seeded in the glass slide chamber. Small dots of multicellular 
structures then appeared over the first 72 h of culture (Fig. 1d–f). 
Live imaging showed that  microcolonies originated from the 
aggregation of planktonic bacteria which were steadily depleted 
from the supernatant  (Supplementary  Fig. 1B). These multicellular 
structures were not anchored to the culture dish but remained 
motile for up to seven days, and moved together on the substrate 
surface (Supplementary  Movie 1). As more and more multicellular 
structures appeared over time, we observed collisions and 
interconnections—leading to massive aggregates that expanded 
across the  surface of  the  microscope slide (Fig. 1e,  f)  and, 
ultimately, stopped moving due to a lack of space. Supplementary 
Fig. 1C shows a coalescence event that occurred on day three and 
led to a decrease in the number of aggregates. Extracellular matrix 
(ECM) deposits  were visible under the SEM as early  as day 1 (Fig. 
1e). After a week, the mature biofilms had grown perpendicularly 
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Fig. 1    Leptospira biofilm  formation. a Phase contrast images of Leptospira biofilm at 1, 2 and 3 weeks post-inoculation. Scale bar: 500 µm. b 
Phase contrast images of Crystal Violet-stained biofilms Scale bars: 100 µm (left); 50 µm (right). c CLSM images of Leptospira biofilm stained with 
Propidium Iodide (PI, left panel) and Syto 9 (central panel). Merged image is shown in the right panel. Scale bar: 10 µm. d Phase contrast images 
of Leptospira biofilm formation at 1, 2, 3, 5 and 10 days post-inoculation.  Scale bar: 50 µm. e SEM images of Leptospira biofilm formation at 1, 7, 10, 
15 and 20 days post-inoculation.  Red arrowheads show ECM deposit.  Scale bars: 5 µm (day 1); 10 µm (day 7); 50 µm (days 10 and 15); 
100 µm (day 20). f Quantitative phase-contrast image analysis of the number of biofilm aggregates (blue curve) and the biofilm area (red 
curve) over time between 12 and 216 h post-inoculation. The dotty curves represent the standard error of the mean. Insets show binarized 
images representative of biofilm aspect at 36, 72, 132 and 180 h post-inoculation. g Correlative phase contrast-CLSM image of biofilm stained 
with CFDA-SE Cell tracker performed on a native non-fixed biofilm. Phase contrast image (upper left panel), 3D-reconstruction (upper right 
panel), XY cross-section  (lower left panel) and ZY cross-section (lower right panel) are shown. Scale bar: 20 µm. 
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Fig. 2    Leptospira biofilm  architecture and organization. a SEM images  of the apical and basal sides of Leptospira biofilm after 3 weeks of 
static culture Scale bar: 200 µm. b, c Higher magnification of the biofilm basal side showing large interconnected channels. Scale bars: 50 and 
5 µm. d, e Higher magnification of the biofilm apical side showing a flat surface of bacteria enmeshed within an amorphous ECM Scale bars: 
10 and 2 µm. f ZY (upper panel) and XY (lower panel) orthogonal cross-sections of CLSM images of bacteria stained with CFDA/SE Green 
CellTracker, showing the foam-like architecture of Leptospira biofilm. Scale bar: 10 µm. g CLSM images at the top (upper panel) and the bottom 
(lower panel) sides of a Leptospira biofilm illustrating the density gradient along the baso-apical polarity axis. Scale bar: 10 µm. h SEM images 
of a mature biofilm showing budding-like structures (left panel, arrows), and branching extracellular matrix filaments (right panels, red 
arrowheads).  Scale bars: 20 µm (left); 2 µm (upper right); 1 µm (lower right). 

 
 

to the substrate  (Fig. 1e, g) and were more than 50 µm thick. Our 
CLSM experiments systematically highlighted the presence of a void 
within some aggregates (Fig. 1g) formed by a particular migration of 
the bacteria; after spreading out, the aggregate contracted to create 
the void. The full sequence of events is shown in Supplementary Fig. 
1D and Supplementary Movie 2. 

 
The biofilm’s architecture is highly polarized 
A thorough SEM and CLSM analysis of the mature biofilm (Fig. 2) 
highlighted a number of characteristic  structural features.  The 
basal (substrate) side of the biofilm had a rough texture (Fig. 2a, 
b), and large channels (>five µm in diameter) were visible. The 
spiral-shaped bacteria could be clearly seen because little or no 
ECM was present (Fig. 2c). Given the porous nature of the basal 
side of the biofilm, the entire structure was anchored to  the 
substrate by a small contact area. In contrast, the apical (exposed) 
side of the biofilm  was flat and smooth (Fig. 2d). High- 
magnification imaging revealed tiny pores (diameter < 1 µm) and 
bacteria enmeshed within a thick matrix. An analysis of three- 
dimensional sections of the mature biofilm (Fig. 2f) confirmed the 
porous, foam-like nature of  the  structure. The channels that 
permeated the entire biofilm were wider on the basal side than on 
the apical side (Fig. 2g). The mature biofilm contained striking 
phenotypic  features, such  as   mushroom-like structures and 
branching extracellular polymeric filaments (Fig. 2h). 

Extracellular DNA has a structural role in the Leptospira biofilm 
We used fluorescent probes to  assess  the  mature biofilm’s 
chemical composition (Fig.  3a and Supplementary  Fig.  2A). 
Extracellular DNA was abundant within the mature biofilm. No 
proteins, other than those closely associated  to the bacterial 
body and surface were detected in the biofilm, suggesting that 
proteins are not the main component of the ECM. Specific wheat 
germ agglutinin staining of N-acetyl-d-glucosamine and N- 
acetylneuraminic acid  confirmed  that  these   residues   were 
present  in  the  matrix.  Additional  concanavalin A  staining 
revealed the  presence of  x-mannopyranosyl and  x- 
glucopyranosyl moieties within the matrix. We further explored 
the matrix’s composition by using enzymatic treatments (Fig. 3b, 
c and Supplementary Fig. 2B). Exposure to proteinase K or 
alginate lyase did not dissociate the biofilm structure. Biofilm 
quantification after 48 h of exposure to both enzymes did not 
reveal any differences  as compared  to the untreated condition. 
Conversely,  DNase disrupted the  biofilm  after 24 h,  with  a 
significant loosening of the biofilm’s overall structure. This effect 
was reflected by an important increase  in  the surface  area 
occupied by the biofilm (Fig. 3c).  Sodium  periodate (used to 
open glycosidic rings by cutting a vicinal diol’s carbon-carbon 
bond)  dissolved the  biofilm  in  less  than  3 h  leading to  a 
significant decrease of the quantified biofilm surface (Fig. 3c). 
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selected for further study (Fig. 4a–d). Three transposon  insertions 
occurred within the c-di-GMP synthesis pathway, namely in the 
mutants dgcA::Km  (LMANV2_v2_150005;   GGDEF-only; DGC, c-di- 
GMP synthesis), pdeA::Km (LMANV2_v2_270021; EAL-only; PDE, c- 
di-GMP degradation), and pdeB::Km  (LMANV2_v2_90001;   EAL- 
only; PDE, c-di-GMP degradation).  The fourth mutant (akrA::Km) 
carried a mutation in an aldoketoreductase-encoding gene 
(LMANV2_v2_50029)   that   is  reportedly  over-expressed and 
involved in biofilm production in Staphylococcus aureus and Vibrio 
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cholerae32,33. After 3 weeks of culture, the proportion of biofilm 
surface coverage was 15.8% for akrA::Km, 16.0% for dgcA::Km, and 
44.6% for the wild-type strain (Fig. 4a, b). Conversely, pdeA::Km 
and  pdeB::Km displayed abnormally high  levels of  biofilm 
production, with  surface coverages of  54.2% and  57.2%, 
respectively  (Fig. 4c, d). The mutants’ phenotypes were rescued 
by complementation with the WT gene. The complemented C- 
akrA and C-dgcA strains completely recovered their ability to 
produce a biofilm, with 2.9- and 2.7-fold increases in the surface 
coverage, respectively,  (Fig. 4a, b). The C-pdeA and C-pdeB strains 
also changed their phenotype (Fig. 4c, d) but the proportion of 
biofilm surface coverage  fell to a value below that of the WT 
parental strain, with  a 4.4- and 2.3-fold decrease in  biofilm 
production respectively. Trans-complementation may not restore 
gene expression  to WT levels, even when a low-copy-number 
plasmid is used for complementation. 

We assessed changes  in Leptospira’s  proliferative and motile 
capacities. The four mutant strains exhibited the same growth 
kinetics  as the WT strain, and did not display any impairments in 
proliferation (Fig. 4e).  However, we observed discrepancies  in 
velocity (Fig. 4f and Supplementary Table 1). The velocity was 
significantly higher in dgcA::Km than in the WT. In contrast, pdeA:: 
Km and pdeB::Km were less motile than the WT. Given that akrA:: 
Km was not affected in the c-di-GMP pathway, this strain was used 
as a control for a c-di-GMP-independent defect in biofilm 
production; its velocity was similar to that of the WT. We next 
assessed the impact of mutations in DGCs (using the dgcA::Km 
strain) or PDEs (using  pdeA::Km  and pdeB::Km) on intracellular c- 
di-GMP concentrations  (Fig. 4g and Supplementary  Table 2). The 
level was significantly lower in dgcA::Km than in the WT; this was 
expected because the corresponding gene product is involved in 
c-di-GMP synthesis. A  3-fold  increase was  observed  after 
complementation with  the  gene encoding a functional DGC. 
Conversely,   as expected, the intracellular c-di-GMP  levels were 
greatly elevated in pdeA::Km and pdeB::Km, since the c-di-GMP- 
degrading PDE enzyme  has been knocked out. Complementation 

 

Fig. 3    Composition of the biofilm  matrix. a CLSM micrographs of 
biofilms stained with BOBO-3 (exDNA, Scale bar: 10 µm), Sypro Ruby 
(proteins, Scale bar: 20 µm), WGA (N-acetylglucosamine  or sialic acid 
residues,  Scale bar:  10 µm) and  ConA  (red/α-D-glucosyl or  α-D- 
mannosyl residues, Scale bar: 10 µm), red, upper line. Bacteria were 
stained with  a CFDA-SE  cell-tracker (green,  middle line). Merged 
images are shown in the lower line.  b Phase  contrast images of 
biofilms left  untreated or  treated for  1, 3, 6, 24 and 48 h  with 
proteinase K (1 µg/mL), DNase I (6.25 µg/mL), alginate lyase (125 U/ 
mL) and sodium metaperiodate (5 mM). Scale bar: 500 µm. c Surface 
based quantification of the area occupied by the biofilm after 48 h of 
exposure to proteinase K (orange), DNase I (purple), Alginate Lyase 
(green) and sodium metaperiodate (blue). **** indicates a p value < 
0.0001; *** indicates a p value < 0.001; ns indicates a non-significant p 
value (>0.05) in two-tailed unpaired Mann–Whitney test compared to 
the untreated condition. Error bars indicate standard deviation. 

 
The intracellular level of c-di-GMP regulates biofilm production 
We assessed  the ability to form a biofilm in 15 L. interrogans 
transposon insertion mutants with gene knockouts in the c-di- 
GMP pathway or for surface adhesins/sugar metabolism enzymes. 
Based on their biofilm production phenotype, four mutants were 

with the WT gene led to a drastic 11-fold decrease in intracellular 
c-di-GMP levels for C-pdeA and a 2.4-fold decrease for C-pdeB. In 
both the akrA::Km and C-akrA strains, the intracellular c-di-GMP 
content was similar to that of the WT strain. 

 
Leptospira’s biofilm does not promote virulence but protects 
against environmental stresses 
We next looked at whether  Leptospira’s ability to produce a biofilm 
was involved in virulence or colonization, using a hamster model 
of acute disease and a mouse model of chronic renal carriage. In 
hamsters infected with  pdeB::Km  (i.e.  strain with  high biofilm 
production but low motility), the median time to death (7.5 days) 
was longer than in WT infections (4 days) (Fig. 5a). The median 
time to death was also 4 days for the dgcA::Km and akrA::Km 
strains. Complementation of  pdeB::Km with   the  WT  gene 
substantially restored virulence, with a median time to death of 
3.5 days. 

Chronic carriage in mice was investigated by quantifying the 
bacterial load in urine and kidney (Fig. 5b). The bacterial  loads in 
both urine and kidney were lower for pdeA::Km and pdeB::Km 
than for the WT—reflecting a lower colonization capacity. In 

 
npj Biofilms and Microbiomes  (2020) 24 Published in partnership with Nanyang Technological University 



 

 

e  s  s 
in  e 

m
a      in   ine se

 m
a  

ma 
1  2 s

e  
3

 se 

ne  es
 

in nes 
m
ai  

m
a  

ma
i 

1 s
e  

se  se 
2  3 

ine  s   es 
ine

 in 
m
a  

m
a  

m
a 

se  
se  se 

1  2  3 

L
ep

to
sp

ira
 / 

m
l 

M
 e

a
 n

  
s 

p 
e

 e
d 

 (
   

m
 /

 s
 )

 
%

 A
re

a
 

%
 A

re
a

 

%
 A

re
a

 
%

 A
re

a
 

 
 
 

80 
75 
70 
65 
60 
55 
50 
45 
40 
35 
30 
25 
20 
15 
10 

5 
0 

1 
Week 

 
80 
75 
70 
65 
60 
55 
50 
45 
40 
35 
30 
25 
20 
15 
10 
5 
0 

1 
Week 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2 
Weeks 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2 
Weeks 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3 
Weeks 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3 
Weeks 

 
 
 
 
 
 
C-akrA 
2.9 fold increase 

 
Man WT 
 
 
akrA::Km 

 
 
 
 
 
 
 
C-dgcA 
2.7 fold increase 

 
Man WT 

 
 
dgcA::Km 

R. Thibeaux  et al. 
 

 
c  80 

75 
70 
65 
60 
55 
50 
45 
40 
35 
30 
25 
20 
15 
10 
5 
0 

1 
Week 

 
80 
75 
70 
65 
60 
55 
50 
45 
40 
35 
30 
25 
20 
15 
10 

5 
0 

1 
Week 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2 
Weeks 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2 
Weeks 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3 
Weeks 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3 
Weeks 

 
 

5 
 
 
 
 
pdeA::Km 

Man WT 

C-pdeA 
4.4 fold decrease 

 
 
 
 
 
 
pdeB::Km 

Man WT 

C-pdeB 
2.3 fold decrease 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3 5  

n . s . 

 
3 0  

 
2 5  

 
2 0  

 
1 5  

 
1 0  

 
5 

 
0 

dgcA::Km 
 
akrA::Km 

 
WT  pdeB::Km  pdeA::Km 

 
Fig. 4    C-di-GMP intracellular level regulates Leptospira motility and biofilm production. Mutant akrA::Km is shown in orange, dgcA::Km in 
pink, pdeA::Km in blue and pdeB::Km in green. Error bars represent the standard error of the mean. a Quantification of biofilm production at 1, 
2 and 3 weeks post-inoculation for WT Manilae (red), Manilae mutants (solid line) and complemented mutants (dotty line): C-akrA (a), C-dgcA 
(b), C-pdeA (c), C-pdeB (d). Insets show a representative phase contrast image of the biofilm growth for the different strains. e Proliferation 
kinetics in liquid  EMJH of WT and mutant strains represented as the concentration of Leptospira per mL over a 9-day period.  f Mean 
displacement speed in µm.s−1   measured in vitro  in liquid  EMJH  for WT and mutant  Manilae strains. n = 190 cells per condition. g 
Quantification of intracellular c-di-GMP levels in WT, mutant and complemented mutant strains. **** indicates a p value < 0.0001; *** indicates 
a p value < 0.001; ** indicates a p value < 0.01 in two-tailed unpaired Mann–Whitney test compared to the WT strain. 
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Fig.  5    Leptospira biofilm  protects bacteria against environmental-like  conditions. Solid lines represent mutant strains and dotted line 
complemented strains. Mutant akrA::Km is shown in orange, dgcA::Km in pink, pdeA::Km in blue and pdeB::Km in green. Control EMJH- 
injected hamsters are shown in black. Error bars represent the standard error of the mean. a Survival rate over 21 days for hamsters challenged 
with c-di-GMP mutants and WT strain. * Indicates a p value < 0.05 in Gehan–Breslow–Wilcoxon test. The table recapitulates the median survival 
time for each strain. b Quantification of Leptospira excretion over 63 days for mice challenged with c-di-GMP mutants and WT strain expressed 
as the number of Leptospira per mL of urine after challenge (plotted on the left axis). Leptospira kidney load in mice challenged with c-di-GMP 
mutants and WT strain is expressed as the number of Leptospira per mg of kidney at day 64 post-inoculation (plotted on the Right axis). 
c Relative metabolic activities of WT and c-di-GMP mutant biofilms under halostress, UV stress, tetracyclin treatment, heat shock and exposure 
to various pH. Relative metabolic activities are expressed as a percentage of the metabolic activity of the untreated WT strain (Halostress, UV 
stress, Tetracyclin)  or WT strain under standard culture conditions (Heat and pH). Untreated, 3 weeks old biofilms were used as a positive 
control for metabolic activities (100%). The effect of simulated environmental stresses on treated biofilm were expressed in percentage of the 
control condition. Mean of at least five independent experiments are shown; error bars represent standard errors of the mean. d SEM 
micrograph illustrating matrix production by the different c-di-GMP mutants as compared  to the WT strain. * Indicates a p value < 0.05 in two- 
tailed unpaired Mann–Whitney test compared to the WT strain. Scale bar: 5 µm. 

 
 

contrast, the bacterial loads for dgcA::Km  and akrA::Km  were 
similar to those observed for the WT. 

We investigated the biofilm’s role as a protective barrier against 
external stresses by  exposing mature  biofilms  to  simulated 
environmental  stresses: elevated NaCl concentrations,  ultraviolet 
light,  the  antibiotic  tetracycline, heat, and  acidic/basic pH 
conditions (Fig. 5c). The degree of protection was assessed by 

measuring the metabolic activity of the bacteria contained in the 
biofilm after stress exposure. Our results revealed that regardless 
of the type of stress,  the two biofilm-over-producing mutants 
(pdeA::Km  and pdeB::Km)  always displayed a higher level of 
cellular activity than biofilm-under-producing mutants (dgcA::Km 
and akrA::Km) (Fig. 5c);  the WT strain was positioned between 
these two groups. Furthermore, we observed that biofilm-forming 
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bacteria were  less sensitive to  stress than  their  planktonic 
counterparts  (Supplementary  Fig. 3A). In particular, we found that 
biofilm-over-producing mutants survived exposure to the con- 
centration of  salt (36 mg/mL) found  in  sea water. Following 
exposure to intense UV light (20 mJ/cm²), the metabolic activity of 
biofilm-forming bacteria remained exceptionally high. In line with 
the results described above, complementation  with the WT gene 
reverted the mutants’ ability to withstand NaCl and UV exposure 
(Fig. 5c). Each strain’s metabolic  activity after NaCl or UV exposure 
was positively correlated with  its biofilm  production capacity 
(Supplementary Fig.  3B).   Lastly, we  examined  the  biofilm 
produced by these four mutants at the cellular level. Scanning 
electron micrographs  (Fig. 5d) highlighted significant interstrain 
differences in  ECM  production. The pdeA::Km and  pdeB::Km 
mutants were deeply enmeshed within  a  thick  matrix  that 
prevented individual bacteria from being seen, whereas individual 
bacteria could easily be seen in the ECM-poor biofilm produced by 
the dgcA::Km and akrA::Km mutants. 

 
 

DISCUSSION 
Our  multidisciplinary analysis of  the  initial  steps in  biofilm 
formation provided detailed information on the strategies used 
by pathogenic  L. interrogans to create resilient biofilms and thus 
protect itself against extracellular  stresses. We also showed that 
the c-di-GMP pathway is functional in L. interrogans   and has a 
pivotal role in motility and biofilm formation in this bacterium. 

Firstly, we described the sequence of events that leads to the 
formation of a mature biofilm (Fig. 1). Furthermore,  we demon- 
strated conclusively that  the  L.  interrogans biofilms primarily 
contain live bacteria (Fig. 1c), and are not haphazard aggregates of 
sedimenting dead cells or cell debris. 

We combined live and high-resolution imaging techniques to 
reveal differences in biofilm formation in Leptospira,  relative to 
well-characterized structures produced by other bacteria15 (Fig. 
1d, e, g). For example, we found that the initial steps in Leptospira 
biofilm formation result from the accretion of bacterial aggre- 
gates. Formation of  these bacterial aggregates is  not  fully 
elucidated and the relative contribution of clonal growth and/or 
recruitment of planktonic cells in biofilm growth would deserve 
further studies. 

The initial aggregates did not adhere firmly to the substratum 
and were exceptionally mobile for multicellular microbial com- 
munities. Similar observations have been made with flocs that 
settled on the substratum and kept moving solely based on 
connective currents or Brownian motion. However, leptospires are 
known to be fast swimmers and also able to crawl on a solid 
surface34.  This particular crawling motility  could  explain the 
movement of these multicellular aggregates and might challenge 
the current paradigm of a sessile biofilm attached to a surface. 

We observed a number of unique organizational  features. The 
Leptospira in the aggregates were able to organize with each other 
(Supplementary Fig. 1C and Supplementary Movie 2), which is 
suggestive of an efficient bacterial communication system. This 
particular cell migration produced a mushroom-like structure with 
an empty centre (Fig. 1g). Imaging of both the basal and apical 
sides of the mature biofilm (Fig. 2c, e) revealed a highly polarized, 
structurally organized biofilm. The latter’s architectural  features 
(such as interstitial voids and channels, resulting in a foam-like 
structure) appears well suited to the diffusion of nutrients,  gases, 
and other metabolites35 required for bacterial life (Fig. 2f, g). As 
seen in our SEM experiments,  the Leptospira biofilm was massive 
(>1 cm long and several hundred µm thick) after 3 weeks of 
culture. The interconnected channels can be likened to  a 
microcirculatory  system, and might favour further growth of the 
biofilm community by ensuring the influx of nutrients and oxygen 
and the efflux of waste products36. On the exposed side of the 
biofilm (i.e. at the interface with the environment), the leptospires 
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were covered by a thick matrix, rather than the fibrous casing37 or 
curli fibers38 observed in other species. The presence of budding- 
like structures at the surface of the biofilm might be suggestive of 
a dissemination mechanism via spread of the biofilm progenitor’s 
structures  (Fig. 2h). 

Our CLSM results showed  that exDNA is one of the main ECM 
constituents of Leptospira’s biofilm matrix (Fig. 3a). Furthermore, 
the effect of DNase I treatment highlighted the exDNA’s key role 
in maintaining a dense biofilm (Fig. 3b). In several pathogenic 
bacteria (such as Listeria monocytogenes, Enterococcus faecalis, and 
Pseudomonas aeruginosa), exDNA is a major biofilm component39 

and autolysis is considered to be one of the sources of exDNA40. 
Our results also showed that the L. interrogans  biofilm matrix also 
contains extracellular  polysaccharides (EPSs),  although we were 
not able to determine the type (Supplementary  File 6). Although 
alginate is hypothetically a constituent of the Leptospira biofilm41–43, 
our use of alginate lyase did not trigger biofilm dissolution— 
indicating that alginate is not the main EPS constituent. 

Recent work30 suggested that the c-di-GMP regulatory pathway 
is functional in L. interrogans. Furthermore, the c-di-GMP pathway 
is known to be regulated during biofilm formation by Leptospira 
biflexa43. 

By studying Leptospira  mutants with defects in c-di-GMP 
synthesis or degradation, we demonstrated that impaired c-di- 
GMP synthesis resulted in a low intracellular concentration of this 
metabolite (Fig. 4g). In turn, this resulted in low biofilm production 
(Fig. 4a) and enhanced motility (Fig. 4f). Although motility is a 
virulence factor in L.  interrogans,  we could not demonstrate a 
greater virulence in the animal models studied here (Fig. 5a). 
However, defects in biofilm production resulted in a lower degree 
of protection against simulated environmental  stresses (Fig. 5c). 
This sensitivity was probably due to the massive relative reduction 
in the quantity of ECM  –thought to act as  a shield (Fig. 5d). 
Conversely, low phosphodiesterase enzymatic activity led to the 
intracellular accumulation of c-di-GMP  (Fig. 4g), massive biofilm 
production (Fig. 4c,  d), and low motility (Fig. 4f). In a hamster 
model, pdeB::Km showed a low level of virulence—possibly  also a 
consequence of the loss of motility (Fig. 5a). We had expected 
greater biofilm production to lead to more effective colonization 
of the kidneys. However, chronic carriage in mice was low for the 
pdeA::Km and pdeB::Km mutants. The low observed urine levels 
did not result from greater retention of leptospires in the kidneys 
because the latter were less colonized than in a WT infection (Fig. 
5b). This finding may be partly explained by the low levels of 
motility and virulence, which probably impaired the bacterium’s 
ability to infect the host, spread in the body, and colonize the 
renal tubules44. Nevertheless, both PDE mutants were extremely 
resistant to environmental stress (Fig. 5c), which was correlated 
with a thick biofilm ECM (Fig. 5d). 

In conclusion, we used transposon mutants to demonstrate that 
DGC/PDE  activities control intracellular c-di-GMP  levels, which 
regulate motility and biofilm production in Leptospira interrogans. 
We showed that the intracellular accumulation of c-di-GMP  is 
associated with enhanced biofilm production and greater ability 
to withstand environmental stresses. Once a mature biofilm has 
developed, it can be extremely difficult to eradicate Leptospira. 
The biofilm  is a highly polarized, organized structure that 
successfully provides life-compatible conditions—notably due to 
the protective ECM  layer and a complex network of voids for 
nutrient  and  gas  exchanges. This  is  particularly  true  for 
saprophytic  species, whose biofilm production is correlated with 
the ability to persist in the environment. Indeed, in vitro biofilm 
production is mostly prominent for  Leptospira  species in  the 
saprophyte subclade S1 (Supplementary   Fig. 3C).  This is very 
interesting from an ecological viewpoint, since these species are 
fully adapted to an exclusively environmental lifestyle. In addition, 
environmental conditions such as low temperature, low glucose 
and nutrients, and oxidative  stress are known to maximally induce 
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biofilm formation genes as compared to host-associated condi- 
tions45. Of note, the optimum temperature of Leptospira is 30 °C 
rather than 37 °C like most pathogenic bacteria. The fact that 
multimicrobial environmental biofilms can spontaneously harbour 
Leptospira (including  pathogenic  species) in situ9 may explain why 
viable, virulent Leptospira can be found after prolonged periods of 
time in the environment4. 

Lastly, by regulating biofilm formation,  c-di-GMP signalling can 
also influence Leptospira’s  ability  to  resist a wide  variety of 
stresses. Manipulating and subverting c-di-GMP signalling might 
compromise biofilm  formation, antimicrobial tolerance, and 
Leptospira’s persistence—thus   opening up perspectives for the 
control of leptospirosis46,47. 

 
 

METHODS 
Bacterial strains, culture conditions and transposon mutagenesis 
Leptospira  strains used in  this study, including Leptospira interrogans 
serogroup Pyrogenes serovar Manilae strain L495 designated in this study 
as the wild type (WT) or parental strain, are listed in Supplementary Table 3 
and were cultivated in  Ellinghausen  and McCullough as  modified by 
Johnson and Harris (EMJH48,49)  growth medium at 30 °C  under static 
conditions.  For virulent strains, cultures were regularly passaged  into 
hamsters and used until a maximum of five in vitro passages. Mutants 
dgcA::Km (LMANV2_v2_150005  || Frame -2 || Begin: 1223263 || End: 
1224255 || Length:993), akrA::Km (LMANV2_v2_50029 || Frame +3 || Begin: 
242451 || End: 243287 || Length:837),  pdeA::Km  (LMANV2_v2_270021  || 
Frame +1 || Begin: 2272684 || End: 2274402 || Length:1719) and pdeB::Km 
(LMANV2_v2_90001 || Frame -2 || Begin: 631792 || End: 633144 || Length: 
1353) were generated from the parental strain L.  interrogans   serovar 
Manilae strain  L495 by  transposon mutagenesis as   described pre- 
viously50,51 (Supplementary Fig. 4A) and grown under the same conditions. 
Transposon insertion was confirmed by PCR  using primers flanking the 
insertion sites (Supplementary Fig. 4B). Complementation  was performed 
as described previously  by cloning genes into the spectinomycin resistant 
pMaORI plasmid to reintroduce the functional gene under the control of its 
native  promoter52.   Similarly, an  empty  pMaORI plasmid  was  also 
introduced into  the  mutants as  a  control  (Supplementary  Table 3). 
Complemented mutants were cultivated under selection pressure (50 μg/ 
mL of Spectinomycin). 

 
Biofilm formation 
Bacterial strains were grown to exponential  phase and counted using a 
Petroff-Hausser   cell-counting  chamber  (Hausser Scientific Company, 
Horsham, PA, USA) under dark-field microscopy. Cultures were diluted in 
EMJH  to  a final concentration of  1 × 106  bacteria mL−1.  Under sterile 
conditions, 150 μL of diluted cultures were dispensed into the wells of a 
96-well microtiter polystyrene plate (flat bottom, with low evaporation lid, 
Nest Biotechnology). As border effect is known to occur, the peripheral 
wells of the plate were not used, but instead filled with sterile water to 
minimize evaporation. For quantitative assays, 18 replicate wells were used 
for each strain. Microtiter plates were then incubated at 30 °C for 3 weeks 
under static conditions without changing the culture medium. 

 
Crystal Violet (CV) staining  and quantification 
After 3 weeks of static incubation, planktonic cells were removed by gently 
pipetting the supernatant. The biofilm was gently rinsed with 200 μL of 
PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8 mM Na2HPO4,  and 2 mM KH2PO4)  at 
room temperature. Fixation was performed by incubation with 150 μL of 
4% paraformaldehyde   (PFA) in  PBS  at room temperature for  30 min. 
Fixative buffer was then removed and biofilm was rinsed two times with 
200 μL of PBS  prior to staining with 175 μL of 0.1% CV  solution. After 
10 min of incubation, the CV solution was removed. Biofilms were rinsed 
two  times with  200 μL  PBS and dried overnight. The stain was then 
released with 200 μL of destaining solution [50% (vol/vol) ethanol, 50% 
(vol/vol) glacial acetic acid]. The amount of stain released was quantified 
by  measuring the  absorbance at  570 nm  with  a  microplate reader 
(Multiskan FC, Thermos  Scientific).  Alternatively,   phase contrast images 
of stained biofilms were captured using an upright Leica DM4000 B 
microscope (Leica microsystems, Mannheim, Germany). 

 
 
 
Quantification of biofilm formation by image analysis 
Biofilm quantification was performed from phase contrast images using 
the  ImageJ software53  (https://fiji.sc/).  Phase contrast images of  the 
growing  biofilm  were  acquired using  an  upright  Leica DM4000 B 
microscope equipped with a 5X lens (HCX PL FLUOTAR 5×/0,15,  12 mm 
working  distance). Pictures of  six  replicate wells  per  independent 
experiment were acquired and further analysed. Prior to quantification, 
the outer part of the image affected by spherical aberrations and field 
curvature artefacts was cropped. The 2D grayscale image was then 
binarized and analysed using the “Analyse Particles” function. The biofilm 
score was then expressed  as a percentage of surface occupied by the 
biofilm. Alternatively, we quantified biofilm growth by CV solubilisation 
and absorbance measurement at  600 nm  using a spectrophotometer 
(Multiskan   FC, Thermos  Scientific).  Both methods captured correctly the 
increase of biofilm formation over time (Supplementary Fig. 5). In this 
study surface-based  method was chosen for  its better measurement 
accuracy and the advantage of limiting sample handling, thereby reducing 
erroneous quantification. 

 
Time-lapse imaging 
Time-lapse imaging of growing biofilm was acquired using the BioStation 
IM-Q Inverted Microscope (Nikon, Tokyo,  Japan). Five hundred μL of a 
bacterial suspension at 106 bacteria mL−1  were inoculated into a 35-mm 
glass bottom Hi-Q4 dish (Ibidi, Martinsried, Germany). Glass bottom Hi-Q4 
dish incorporate a plane parallel top plate, preventing light path distortion 
by the meniscus, therefore enabling high-quality phase contrast observa- 
tions. Time-lapse imaging started 12 h after seeding under static condition 
at 30 °C and 95% of humidity. Phase contrast images were acquired every 
30 min over a period of 9 days using a 20X objective (field of view: 
413*311 µm). 

 
Confocal laser scanning microscopy 
Biofilms were prepared as  described in the Biofilm Formation section 
except  inoculation  performed  in  µ-dish  35 mm  (Ibidi,  Martinsried, 
Germany).  Biofilms were fixed in  4% PFA/PBS  solution for 30 min or 
stained using the LIVE⁄DEAD Biofilm Viability Kit (Invitrogen™), wheat-germ 
agglutinin  (WGA, 10 μg/mL)  conjugated to  Fluorescein (Invitrogen™), 
Concanavalin A (Con A, 10 μg/mL) conjugated  to Fluorescein (Invitrogen™), 
BOBO-3 (3 nM, Invitrogen™), or the FilmTracer SYPRO Ruby  Biofilm Matrix 
Stain (Invitrogen™),  as  described by  the  manufacturer’s  instructions. 
Staining with the Vybrant™  CFDA/SE Green  Cell Tracer (10 μM, Thermo- 
Fisher Scientific) was performed prior  to  fixation. According to  the 
manufacturer,  WGA  binds   N-acetyl-d-glucosamine and   N- 
acetylneuraminic acid  residues,   Con A  selectively binds  to  x- 
mannopyranosyl and  x-glucopyranosyl residues, BOBO-3 is  a  cell- 
impermeable DNA stain, and SYPRO  Ruby stain labels most classes  of 
proteins.  The stained biofilms were visualized using an inverted SP8 
confocal laser-scanning microscope (Leica Microsystems,   Mannheim, 
Germany).  A super continuum white light laser tuneable between 470 
and 670 nm was used for excitation and focused through a HC PL APO CS2 
63×(N.A 1.4) oil immersion  lens. Emission signals were captured by hybrid 
detectors. The system was controlled by Leica Application Suite X (LAS) 
software. 3D images were directly processed using LAS  X,  3D module 
software. 

 
Scanning electron microscopy 
Leptospira  strains were cultured as  described in the biofilm formation 
section with minor modifications. Inoculation was performed by adding 
one mL of  diluted culture in  a 24-well plate (flat bottom, with  low 
evaporation lid, Corning) each well containing a sterile 12 mm  Glass 
coverslips (12 × 12 mm,  Menzel-Glaser,  Braunschweig,   Germany).   The 
supernatant was removed and biofilm was rinsed once in PBS, then fixed 
in 4% PFA / 1% glutaraldehyde for 15 min. Coverslips were rinsed again in 
PBS and stained with 1% osmium tetroxide (OsO4  in PBS, Acros Organics) 
for 1 h. After staining, samples were dehydrated through a series of 
ethanol concentrations (25, 50, 70, 90, and 100% for 10 min each) before 
being desiccated using hexamethyldisilazane   (HMDS, Acros Organics). 
HMDS drying is a reliable alternative to  critical point  drying in  the 
preparation of the samples with no differences in term of distortion and 
shrinkage between the two methods regarding cellular ultrastructure54. 
Before visualization,  samples were submitted to  carbon sputtering to 
increase their electrical conductance (Em ACE600, Carbon Coater, Leica 
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Microsystems, Mannheim, Germany) and examined under a Jeol JSM IT-300 
IntouchScope microscope (SED detector, 10 kV, Jeol LTD, Tokyo, Japan). 

 
Dissociation of biofilms by chemical or enzymatic treatments 
WT biofilms  were grown as described  in the Biofilm Formation section, and 
after 21 days of incubation, twenty µL of DNase  I  (6.25–500 µg/mL in 
150 mM  NaCl, 1 mM  CaCl2;  10104159001;  Roche Diagnostics GmbH, 
Manheim,  Germany), 20 µL of proteinase K  (6.25–500 µg/mL in 50 mM 
Tris-HCl  pH 7.5, 1 mM CaCl2;  05323738001;  Roche Diagnostics  GmbH, 
Manheim,  Germany),  20 µL of  alginate lyase (1–200 U in  20 mM Tris, 
200 mM NaCl; A-1603-100MG, Sigma Aldrich, St-Louis, MO, USA) and 20 µL 
of sodium periodate (1–100 mM in 50 mM sodium acetate;  S1878-25G, 
Sigma Aldrich, St-Louis, MO, USA)  were added directly to the biofilms. 
Control wells were treated with 20 µL of the corresponding buffer only. 
Wells were incubated at 30 °C for 48 h. Phase contrast images of adherent 
biofilms were captured with an upright Leica DM4000  B microscope  (5X 
objective HCX PL FLUOTAR 5×/0,15,)  using a DFC450 digital CCD camera 
(Leica Microsystems, Mannheim,  Germany). 

 
C-di-GMP extraction  and quantification 
Forty mL of a 106 bacteria mL−1  suspension were inoculated into a 50 mL 
culture flask (Falcon)  during 21 days at 30 °C under static conditions. 
Twenty mL were used for c-di-GMP extraction and 20 mL were used for 
normalization. Bacterial suspensions  were centrifuged at  2500 × g  for 
20 min at 4 °C. For c-di-GMP extraction, bacterial pellets were re-suspended 
in 300 μL of ice-cold extraction solution (acetonitrile/methanol/water; 2/2/ 
1; v/v/v) for 15 min on ice prior to heat extraction at 95 °C during 10 min. 
After cooling, the suspension was centrifuged at 20,000 × g for 10 min at 
4 °C in order to separate insoluble material from the extracted nucleotides. 
The extraction procedure was repeated twice. The supernatant was 
collected and then evaporated until dryness at 30 °C using a Speed Vac 
(Concentrator plus, Eppendorf). The pellet was re-suspended in 200 μL of 
water using vigorous vortexing and then analysed by liquid chromato- 
graphy (Series 200, Perkin  Elmer, Norwalk,  CT, USA) coupled with an API 
3000 triple quadrupole  mass spectrometer  (Concord, Ontario, Canada) as 
described elsewhere55. 

 
Growth rate measurements 
Mutants, complemented and WT strains were counted using a Petroff- 
Hausser counting chamber under dark-field microscopy. Five mL of EMJH 
inoculated at 1.106 bacteria mL−1 of each strain were cultured over a 9-day 
period under static conditions. Growth was monitored at 30 °C by counting 
bacteria every day using a Petroff-Hausser  counting chamber. Growth 
experiments were performed three times on different days and using 
independent cultures. 

 
Bacterial speed displacement quantification 
Bacterial strains were grown to exponential  phase and 10 μL of bacterial 
suspension adjusted at 106  bacteria mL−1   were prepared for dark-field 
contrast microscopy using a #1.5H square coverslip. Motility was assessed 
in liquid medium by video microscopy using a BX53 Olympus microscope 
(Olympus Corporation, Nishi-Shinjuku,  Tokyo, Japan) equipped with  a 
Hamamatsu 2.8 Orca flash camera (Hamamatsu  Photonics, Hamamatsu 
City, Japan). For each strain, three experiments  were performed on 
different days and using independent cultures. In total, 190 bacteria per 
strain were recorded  over 60 s. Trajectory  analysis and speed displacement 
were calculated using Olympus CellSens Dimension  imaging software. 

 
Animal infection and quantification of bacterial burden 
1.108 leptospires in EMJH were inoculated intraperitoneally into 7–8-week- 
old golden Syrian hamsters (males and females) and 8-week-old Oncins- 
France 1 (OF-1,  outbred) mice (males and females) whose progenitors 
originated from Charles  River Laboratories.  Hamsters  were monitored 
twice daily for 21 days and subsequently euthanized by carbon dioxide 
inhalation. During follow-up, hamsters displaying poor or no reaction upon 
stimulation were humanely euthanized and considered dead. Kidneys 
were collected from animals sacrificed at day 21. Mice were monitored 
during 63 days and urine was collected at days 7, 14, 21, 28, 35, 47, 63 after 
infection. At day 64 mice were euthanized by carbon dioxide inhalation 
and kidneys were collected. DNA was extracted from urine (50 μL) and 
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kidney  (25 mg)  and  analysed by  a  quantitative  PCR   targeting  the 
conserved regions of the 16S rRNA gene56. A PCR targeting the pMaORI 
plasmid was performed at the end of the 63 days of infection to ensure 
that  complemented mutants were still carrying the complementation 
plasmid  (primers pMaORI-1F, 5′-TCG-ATT-GGT-GTA-GTC-GGT-T-3′; pMaORI- 
1R,  5′-GCA-GCC-ATT-CAA-TTT-CTT-GAG-TTA-3′).  Four experiments (12 
animals)  per condition were performed on different days and using 
independent bacterial cultures. Animal experiments were conducted accord- 
ing to the guidelines laid out by the Animal Care and Use Committee of the 
Institut Pasteur of Paris and of New Caledonia, and European Recommenda- 
tion 2007/526/EC. Protocols and experiments were approved by the Animal 
Care and Use Committee of the Institut Pasteur of New Caledonia. 

 
Susceptibility  assay 
Leptospira  strains were cultured as  described in the biofilm formation 
section. For each strain tested, six out of eighteen wells were vigorously 
resuspended by pipetting to mechanically disrupt the biofilm, in order to 
put the bacteria back in suspension.  These wells were used to compare 
biofilm with planktonic cells with a similar metabolic status after three 
weeks of culture. Environmental-like  stress was applied: NaCl (0, 5, 8, 12.5, 
18 and 36 mg/mL); UV light (0, 2, 5, 8, 10, 20 mJ/cm²); tetracycline  (24, 36, 
48, 60, 72, 84, 96, 108, 120, 132, 144, 156 μg/mL); temperature  (30, 37, 41, 
42 °C) and pH (5.2, 7.1, 7.4, 7.9). After 24 h of stress exposure,  30 μL of 
resazurin  solution (alamarBlue  Cell Viability Reagent,  Life Technologies 
SAS) was added to each well, and the plates were incubated for 48 h at 
30 °C. The chromogenic shift was measured by absorbance at 570 nm/ 
620 nm  with  a  microplate reader (Multiskan FC,   Thermos Scientific). 
Negative controls without  bacteria were included. Relative metabolic 
activity  was calculated as   recommended by  the  manufacturer and 
expressed in percentage. Experiments were repeated at least 4 times. 

 
Statistical analysis 
All statistical  analyses were performed with  GraphPad  Prism  version 7.0 
(GraphPad Software, San Diego, CA). The statistical tests used and P values are 
indicated within the text and figure legends. All experiments were performed 
a minimum of three times on separate days in duplicate or more. 

 
Reporting summary 
Further information on experimental design is available in the Nature 
Research Reporting  Summary linked to this article. 
 
 
DATA AVAILABILITY 
The data that support the findings of this study are available from the corresponding 
author upon reasonable request. 
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Programmation du préleveur automatique sur une des parcelles d’étude à Touho – © C. Goarant/IPNC 
 

La leptospirose  est une zoonose (maladie commune 
à l’homme et certains animaux) d’origine bactérienne 
sévère de répartition mondiale. Responsable de plus 
d’un million de cas et près de 60 000 morts chaque 
année, elle affecte tout particulièrement les populations 
rurales d’Océanie, continent où son incidence est la plus 
élevée au monde. La contamination, saisonnière et liée 
aux fortes pluies, se fait au contact de sols ou d’eaux 
contaminés. 

 
En dépit de cette exposition élevée de la population  et de 
la sévérité potentielle de la maladie dont les leptospires 
pathogènes sont responsables, le mode de vie et les 
mécanismes de survie dans l’environnement de ces 
bactéries sont mal connus. Le projet ASSURPLUHYT 
(2018-2020)  vise à combler ces lacunes en décrivant 
l’habitat et les préférences écologiques des leptospires 
pathogènes et les modalités de leur mise en suspension 
dans les eaux lors des pluies. 

 
En Nouvelle-Calédonie, 15 à 200  cas sont identifiés 
par an et la maladie est responsable de décès chaque 
année (entre 1 et 18 par an depuis 1997). De meilleures 
connaissances de la survie des leptospires dans l’envi- 
ronnement et de la durée de leur présence dans les eaux 
lors des pluies permettront d’améliorer la prévention. 

 
Approche, méthode 
et compétences mobilisées 

 
Le projet mobilise des compétences en microbiologie, 
hydrologie, hydrochimie et géochimie de l’IPNC, l’IRD 
et l’UNC. L’approche choisie combine des observations, 

des prélèvements de terrain et des études en labora- 
toire. Elle se décompose en deux volets visant à : 
 
- identifier et caractériser les sols favorables à la survie 

des leptospires ; 
- quantifier la présence de leptospires dans l’eau pen- 

dant et après les crues. 
 
Terrain(s) d’étude 
 
Les terrains d’étude tiennent compte de ces deux volets. 
Du fait de la rareté des eaux de surface et de la mala- 
die aux îles Loyautés, les échantillons de sols ont été 
prélevés uniquement sur la Grande Terre. Ces sols ont 
été sélectionnés de manière à représenter la diversité 
pédologique de l’île. 
 
Touho a été choisi pour y mener la recherche hydrologique 
car la leptospirose y a une forte incidence. Le site d’étude 
est le bassin versant de la Thiem, initialement aménagé 
pour des études hydrologiques dans le cadre d’un projet 
régional  « Restauration  des Services  Écosystémiques 
et Adaptation  au Changement  Climatique  », RESCCUE 
(2014-2019),  et dont les équipements ont été renfor- 
cés  par  la province  Nord  et le CRESICA. Ce projet a 
été financé par l’Agence française de développement 
(8,5 millions d’euros) et il associe la Polynésie française, 
Fidji, Vanuatu et la Nouvelle-Calédonie. 
 
Trois parcelles de surfaces et de pentes comparables, 
représentant des couverts végétaux contrastés, sont 
aujourd’hui étudiées : savane à niaoulis, forêt impactée 
par les cerfs et les cochons sauvages et forêt mise en 
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défens. L’objectif du projet est d’étudier l’hypothèse 
d’une persistance des leptospires dans les sols, et de 
leur mobilisation par les eaux de ruissellement lors des 
épisodes pluvieux. 

 
Premiers résultats 

 
Des travaux récents publiés par l’IPNC en amont du pro- 
jet confirment que les sols constituent l’habitat originel 
des leptospires, supportant l’hypothèse d’ASSurPluHyT. 
En ce qui concerne le projet lui-même, un total de 37 
sols représentatifs des différents types pédologiques 
existant sur la Grande Terre ont été prélevés puis ana- 
lysés par le Laboratoire des Moyens Analytiques de l’IRD 
(LAMA). Des leptospires du groupe des espèces 
pathogènes  ont été mis en évidence par qPCR sur 8 de 
ces 37 sols (21,6 %). Des solutions de ces sols ont été 
préparées, puis analysées (toujours par le LAMA) et utili- 
sées pour évaluer leur capacité à permettre la survie des 
leptospires. Les leptospires montrent en effet des durées 
de survie contrastées dans ces solutions de sols, qui ne 
peuvent cependant pas être expliquées aujourd’hui par 
les paramètres dosés ou mesurés. D’autres hypothèses 
sont envisagées et d’autres mesures sont effectuées. 

 
Les prélèvements d’eau réalisés en sortie de parcelle 
confirment  la présence de leptospires  dans les eaux 
de ruissellement lors des fortes pluies. Néanmoins, une 
quantification précise n’a pas été possible et nous avons 
montré en laboratoire que la conservation des 
échantillons dans le préleveur (inévitable du fait des 
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difficultés d’accès lors de fortes pluies) s’accompagne 
d’une baisse rapide de la concentration en leptospires. 
Différentes solutions sont envisagées permettant une 
meilleure conservation des échantillons, qui consiste- 
raient à placer le préleveur à un endroit plus accessible 
ou à mettre au point une méthode permettant d’y blo- 
quer la dégradation des ADN bactériens. 
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Perspectives 
 

Des analyses en métagénomique sont en 
cours à partir des ADN des sols et seront 
interprétées dans les prochains mois. Les 
études en microcosmes seront achevées. 
Dans le même temps, de nouvelles 
hypothèses à même d’expliquer les 
différences de survie des leptospires 
pathogènes dans les solutions de sols ont 
été proposées et seront testées. 
Une solution consistant à bloquer la 
dégradation des ADN bactériens dans 
le préleveur pour s’adapter au délai de 
collecte des échantillons du préleveur 
automatique sera elle aussi testée. En 
parallèle, l’IRD propose de mettre à 
disposition un second préleveur, qui sera 
installé sur un petit cours d’eau en aval de 
la parcelle équipée. 

 
Un projet nommé SpiRAL (Soils, Rainfall 
and Leptospirosis), associant les 
partenaires d’ASSurPluHyT et d’autres 
collaborateurs (modélisatrice de l’UNC, 
mais aussi microbiologistes de l’Institut 
Pasteur à Paris), a été retenu pour 
un financement ANR pour la période 
2020-2023. 
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