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LA LEPTOSPIROSE: LES DEFIS ACTUELS D’'UNE ANCIENNE MALADIE

LEPTOSPIROSIS: CURRENT CHALLENGES OF AN OLD DISEASE

Par Paula RISTOW(1)(2
(mémoire présenté le 26 avril 2007)

— RESUME

La leptospirose, maladie infectieuse atteignant I'homme et les animaux, est considérée comme la zoo-
nose la plus répandue dans le monde; chaque année, elle est responsable de graves épidémies dans
les pays tropicaux et en voie de développement. Son agent causal, Leptospira interrogans, est un spi-
rochéte de forme hélicoidale, extrémement mobile. Le tableau clinique varie du fait de la diversité
du genre Leptospira et d'une épidémiologie complexe. Les leptospiroses animales touchent plusieurs
espéces de mammiferes qui développent majoritairement des formes chroniques de la maladie et
deviennent ainsi des réservoirs de I'agent infectieux. La forme humaine ou maladie de Weil, dont le
taux de mortalité est élevé, est provoquée par les leptospires du sérogroupe Icterohaemorrhagiae.
La vaccination de I'homme et des animaux a des effets limités car les vaccins utilisés sont spécifiques
du sérovar et n'offrent qu’une protection de courte durée. Le test de microagglutination (MAT) pré-
sente des inconvénients comme |'impossibilité d’'identifier la phase précoce de la maladie mais des
progreés diagnostiques sont encore envisageables. En effet, le récent séquencage du génome des lep-
tospires et le développement d’outils génétiques spécifiques marquent le début de I'ere post-géno-
mique dans la recherche sur les spirochétes. Nos efforts portent actuellement sur la compréhension
des mécanismes de virulence des leptospires, ainsi que sur la mise au point de tests diagnostiques et
de vaccins plus performants. L'Unité de Biologie des Spirochetes, de I'Institut Pasteur de Paris, vient
d'identifier un facteur de virulence des leptospires, une protéine de la famille OmpA, Loa22, expo-
sée a la surface de la bactérie. La protéine Loa22 est un candidat pour le développement d'un vaccin.

Mots-clés: leptospirose, épidémiologie, facteur de virulence, génétique, protéine OmpA, Loa22.

— SUMMARY

Leptospirosis is an infectious disease which affects man and animals, and is considered as the most
common zoonosis worldwide. Every year, it is responsible for serious epidemics in tropical and devel-
oping countries. The pathogen is Leptospira interrogans, an extremely mobile and helicoidal spiro-
chete. The clinical presentation of leptospirosis varies due to the diversity within the genus Leptospira
and its complex epidemiology. Several mammal species may develop leptospirosis, mainly in its chronic
form, and thus act as reservoirs for the disease. Human leptospirosis, or Weil’s disease, has a high mor-
tality rate and is caused by Leptospira interrogans serogroup Icterohaemorrhagiae. The vaccination
of man and animals has limited effects because vaccines are specific to the serovar and induce only
a short-term immunity. The microagglutination test (MAT) used for the diagnosis of leptospirosis also
has limitations, such as the inability to identify the early stage of the disease. However, progress is
expected in diagnostic procedures, as the recently sequenced genome of Leptospira and the devel-
opment of specific genetic tools mark the beginning of the post-genomic era in research on spiro-
chetes. Our efforts are currently turned towards the understanding of leptospiral virulence mecha-
nisms, as well as the development of more effective vaccines and diagnostic tests. The Spirochetes’
Biology Unit at Institut Pasteur, Paris, has just identified the first leptospiral virulence factor, Loa22,
a protein of the OmpA family exposed on the cell surface of the bacteria. Loa22 is a candidate for
the development of a vaccine.
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DE LA MESOPOTAMIE A L'INSTITUT
PASTEUR DE MARTIN ET PETTIT

La leptospirose est une zoonose a multiples facettes, causée par
les bactéries du genre Leptospira. Dans cette revue, nous trai-
terons des particularités métaboliques et pathogéniques des lep-
tospires, depuis leur découverte par Stimson en 1907 jusqu’a I'ere
post-génomique et les récentes avancées de la recherche dans
le domaine.

La leptospirose a été décrite pour la premigre fois en 1886, de
maniere claire et irréfutable, par le médecin allemand Adolf
Weil, dans un article intitulé: « Au sujet d’'une maladie infec-
tieuse caractéristique qui provoque splénomégalie, néphrite et
ictére ». Suite 2 la description de la forme grave de la leptospirose
humaine causée par le sérogroupe Icterohaemorrhagiae, elle a

été nommée Maladie de Weil (Faine et al. 1999).

Stimson, en 1907, a observé pour la premiére fois les leptospires
sur des coupes histologiques de rein, traitées par imprégnation
argentique de Levaditi, et provenant d'un patient chez lequel avait
été diagnostiquée par erreur la fievre jaune. Il les a décrits comme
des organismes spiralés, de couleur noire opaque, avec une ou deux
extrémités en crochet et les a dénommés Spirochaeta interrogans
en raison de leur forme en point d’interrogation. Il a aussi remar-
qué leur capacité a former des agrégats dans le tissu rénal (Faine
et al. 1999). Quelques années plus tard, Noguchi appellera le
microorganisme Leptospira icteroides (Noguchi, 1920).

Les leptospires pathogenes ont été isolés pour la premiere fois
en 1916 par le groupe d’'Inada, au Japon, sur le milieu de cul-
ture de Noguchi. Dans une remarquable série d’études, le
méme groupe montrait, entre 1916 et 1918, I'infection expé-
rimentale et la protection passive du cobaye, les modes d’in-
fection, le role du rat comme réservoir, la distribution de la bac-
térie dans les tissus, son excrétion, ainsi que ses caractéristiques
morphologiques. A la méme époque, la maladie de Weil et 'in-
fection expérimentale du cobaye ont été décrites en Europe par
Huebener et Reiter, pendant la Premiere Guerre Mondiale
(Faine et al. 1999). La leptospirose a été effectivement tres
répandue pendant les guerres. D'ailleurs, la souche souche
utilisée pour le vaccin en France, Leptospira interrogans sérovar
Icterohaemorrhagiae, souche Verdun, a été isolée d'un soldat
présent sur les champs de bataille de Verdun.

Des le début du XXe siecle, quelques années apres la découverte
de 'agent de la maladie de Weil, ont été établis les concepts de
base concernant la leptospirose, qui sont encore couramment
utilisés aujourd’hui. Les années 1930-1940 ont été marquées par
la description d’autres formes de la maladie comme les formes
anictériques, par la découverte d’autres types de Leptospira et
de nombreux sérovars comme les sérovars Canicola, Pomona,
Grippotyphosa et Bataviae, et par la mise en évidence de
I'importance de la maladie chez les animaux (Faine et al.
1999). Le test d’agglutination microscopique ou MAT (pour
Microscopic Agglutination Test), évolution du test décrit par
Martin et Pettit a I'Institut Pasteur de Paris (Martin & Pettit,

1919), est encore aujourd’hui le test de référence pour le séro-
diagnostic de la leptospirose.

Méme si les premieres descriptions de la maladie et de son agent
datent d’'un peu plus d’un siecle, des textes beaucoup plus anciens
mentionnent une maladie ictérique qui pourrait étre la lepto-
spirose. Hippocrate avait écrit dans ses Aphorismes, en 400 av.
J-C : quand lictére apparait apres la fievre avant le septieme jour,
c’est un mauvais symptome, a moins qu'il y ait des décharges aqueuses
des intestins. Selon la croyance populaire en Mésopotamie, on
retrouve laffirmation suivante: quand la riviere apporte des
plantes jaunes, l'ictére apparait au pays. Dans le passé, en Chine,
la médecine populaire nommait la leptospirose wei ni pour I'ic-
tere de la culture du riz, nanukayami pour la fievre des sept jours
et au Japon, akiyami pour la fievre automnale. Plus tard et un
peu partout dans le monde, la leptospirose a été associée a des
activités et conditions environnementales particulieres: elle a
recu les noms de maladie des coupeurs de canne, des éleveurs
de porc, des mineurs, des égoutiers et de fievre de la boue (Faine

etal. 1999).

DES BACTERIES UNIQUES
PARMI LES EUBACTERIA

Les leptospires (du grec leptds fin, petit, délicat et speira,
boucle, spire) sont des bactéries spiralées, qui mesurent entre
5-10 um de longueur et 0,1 um de diameétre, avec des extrémités
en spirale ou crochet (figure 1). Elles sont extrémement mobiles,
car elles sont dotées d’'un endoflagelle & chaque extrémité, qui
se localise entre la membrane externe et interne de la bacté-
rie. En fonction de la souche, le temps de génération peut varier
de 3 a 15 heures, entrainant un temps de culture et d’isolement
parfois tres long, allant de 2 2 30 jours. Le pH optimal de crois-
sance est de 7,2 2 7,6 et la température optimale de 30 °C. Ces
bactéries sont sensibles a la dessiccation et a la plupart des anti-
biotiques. Par contre, elles peuvent survivre dans I'eau, les
rivieres, les terrains alcalins (Faine et al. 1999), les lacs, les cours
d’eau et les marécages (Henry & Johnson, 1978), ce qui contri-
bue a leur maintien dans la nature.

Figure 1: A gauche, morphologie fine et spiralée de Leptospira biflexa révélée
en microscopie électronique & transmission (Coloration négative d'uranyl acé-
tate, grossissement X 12500; technique réalisée par Evelyne Couture-Tosi a
I'Institut Pasteur). A droite, la section histologique d’un foie de cobaye infecté
par Leptospira interrogans sérovar Lai montre les nombreux leptospires en noir
opaque, disposés entre les hépatocytes et formant parfois des agglomérats (colo-
ration argentique de Warthin-Starry, grossissement X 1000).

268 Bull. Acad. Vét. France — 2007 - Tome 160 - N°4 www.academie-veterinaire-defrance.org/



Les leptospires sont exigeants du point de vue nutritionnel; les
acides gras a chatne longue, les vitamines Bl et B12 (WHO
2003), certains métaux comme le fer (Louvel et al. 2006) sont
essentiels pour leur métabolisme. Le milieu de culture le plus
utilisé est celui de Ellinghausen, McCullough, Johnson &
Harris (EMJH), qui présente dans sa composition le Tween 80
comme source d’acides gras et la sérumalbumine bovine comme
détoxifiant (Ellinghausen & McCullough, 1965 ; Johnson &
Harris, 1967). Les leptospires peuvent étre cultivés en milieu
EMJH liquide (avec ou sans agitation), en milieu semi-solide
(0,3 % d’agar noble) utilisé pour le maintien des souches a
moyen terme, et en milieu solide (1 % d’agar noble) ot les lep-
tospires poussent en colonies isolées, en dessous de la surface.

Les colorations classiques des bactéries comme celle de Gram
ne sont pas applicables aux leptospires. Méme s'ils sont struc-
turalement plus proches des bactéries 8 Gram négatifs, les lep-
tospires présentent des caractéristiques singulieres de la paroi,
comme par exemple un peptidoglycane lié a la membrane
interne (Haake 2000). Lobservation classique des leptospires
se fait au microscope optique a fond noir. Ils peuvent aussi étre
observés au microscope optique a contraste de phase ou mis en
évidence par des colorations argentiques classiques comme celle
de Warthin-Starry (figure 1).

Les leptospires appartiennent a I'Ordre Spirochaetales, qui fait
partie d'un phylum bactérien a part entiére regroupant les agents
d’autres maladies telles que celui de la syphilis ( Treponema pal-
lidum) et celui de la borréliose de Lyme. Ils possedent une ultra-
structure cellulaire unique et les études de séquengage de
I’ARN 16S montrent leur appartenance 2 un phylum trés
ancien (Paster et al. 1991). De grande diversité génétique, ils
se répartissent en 17 especes génomiques, parmi lesquelles sept
sont pathogénes pour I'homme et les animaux, qui forment le
complexe L. interrogans sensu lato (Morey et al. 2006). La
classification des leptospires est en fait bien plus compliquée,
de par la grande diversité de la composition lipopolysacchari-
dique de leur paroi. On peut cependant les classer en deux grands
groupes: Leptospira interrogans sensu lato, qui comprend le
groupe des pathogeénes et Leptospira biflexa sensu lato, qui com-
prend celui des saprophytes (Bharti et al. 2003). La classifica-
tion sérologique du genre a permis l'identification de sous-
especes ou sérovars (Faine et al. 1999). Des sérovars possédant
des similarités antigéniques ont ainsi été regroupés en séro-
groupes qui n’ont pas de valeur taxonomique, mais dont 'uti-
lisation simplifie I'étude clinique et épidémiologique de la
leptospirose. Plus de 250 sérovars regroupés en 24 sérogroupes
existent actuellement. Les études d’hybridation ADN-ADN ont
permis de regrouper les leptospires en especes génomiques, mais
le manque de corrélation systématique entre les especes géno-
miques et les sérovars fait que la classification sérologique est
encore trés utilisée dans les études cliniques et épidémiologiques
(Bharti et al. 2003). Le Centre National de Référence (CNR)
de la Leptospirose, localisé a I'Institut Pasteur de Paris, réalise,
outre la classification sérologique en sérogroupes et sérovars,
I'électrophorese en champ pulsé (PFGE), le séquencage de

PARN 16S et 'étude des minisatellites ou VNTR (Variable
Number of Tandem Repeats) (Salaun et al. 2006) pour la clas-

sification génétique des leptospires.

LA LEPTOSPIROSE,
UNE EPIDEMIOLOGIE COMPLEXE

La leptospirose est une zoonose présente sur tout le globe, en
zones urbaines ou rurales. Les cas de leptospirose humaine sévere
sont estimés a 500.000 par an dans le monde (WHO, 1999).
Les réservoirs principaux de 'agent pathogene sont les rongeurs
au premier rang desquels se trouve le rat dont le rein est chro-
niquement infecté et qui élimine, par ses urines, les leptospires
dans I'environnement. Toutes autres especes de mammiferes,
sauvages et domestiques, peuvent étre un réservoir de leptos-
pires, d’ott une grande diversité de réservoirs. Ces animaux réser-
voirs hébergeant dans leurs reins des sérovars spécifiques sont
adaptés a I'infection (tableau 7). Ils sont peu sensibles aux lep-
tospires et ont tendance a ne pas faire la maladie ou a développer
des formes chroniques. Dans le cycle de la leptospirose, 1éli-
mination rénale des leptospires est donc un élément clé pour
leur persistance dans 'environnement. Une fois dans I'envi-
ronnement, les leptospires contaminent les sols et 'eau. Les eaux
contaminées sont une trés importante source de transmission
indirecte de la maladie aux humains et animaux, surtout en cas
de contact prolongé. La transmission directe se produit par le
contact avec les urines et les sécrétions d’animaux infectés. Les
voies d’infection classiques sont la peau et les muqueuses.
Lhomme n’est qu’un hote accidentel dans le cycle de la lep-
tospirose, d’oli son extréme sensibilité aux leptospires et sa pro-
pension a développer des formes graves de la maladie (Faine et

al. 1999).

Le taux d’infection des rats par les leptospires varie, selon les
auteurs, de 10 % (Johnson et al. 2004) 4 36 % (Lilenbaum et
al. 1993). En France, la séroprévalence est de 33 % chez les
ragondins, avec une prédominance des sérogroupes
Icterohaemorrhagiae et Australis (Michel et al. 2001). Quant
aux réservoirs que peuvent constituer les animaux domes-

Sérovar (s)

Réservoir Sérogroupe adapté (s)
Rat Rattus norvegicus, Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhag|ae,
Rattus rattus Copenhageni
Mulot G Icterohaemorrhagiae Lai
agrarius
Chien* Canicola Canicola
Porc Pomona, Tarassovi ~ Pomona, Tarassovi
Bovins Sejroe Hardjo
Ragondin Icterohaemorrhagiae Icterghaemorrhagme,
openhageni
. Australis, Bratislava,
Australis
Munchen
Sejroe Sejroe

Tableau 1: Leptospirose animale : véservoirs, sérogroupes et sérovars.
*Le chien est le réservoir de Canicola lors d'une infection rénale chronique.
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tiques, une étude a soulevé 'importance des bovins dans la per-
sistance du sérovar Hardjo, ce sérovar ayant été isolé a partir
de prélevements rénaux chez 57 vaches sur 200 examinées (Ellis
etal. 1981).

La leptospirose chez les animaux domestiques

Chez les animaux d’élevage (bovins, porcs, chévres, mou-
tons), la leptospirose se manifeste par des troubles de la repro-
duction: avortements, mortinatalité, infertilité et augmenta-
tion de l'intervalle entre vélages (Lilenbaum & Souza, 2003 ;
Ramos et al. 2006). On note une chute importante de la pro-
duction de lait dans les élevages bovins laitiers, connue comme
le milk drop syndrome (Pearson et al. 1980). Méme si les troubles
de la fertilité ont tendance a atteindre un plateau et a rester
chroniques dans I’élevage, ils sont responsables d’importantes
pertes économiques. La sévérité de la maladie semble étre liée
a I'age des animaux et & leur état immunitaire. Les cas aigus chez
les bovins et les porcs sont plus rares, touchant plutdt les jeunes
animaux, et ils sont caractérisés par la prostration, la fievre, 'ané-
mie, l'ictere et les vomissements (Faine et al. 1999).

Les chevaux atteints présentent des troubles chroniques de la
reproduction (Léon et al. 2006) et/ou une uvéite causée par la
présence des leptospires et des anticorps spécifiques dans les
chambres oculaires; cette uvéite laisse 'animal trés sensible &
la lumiere et peut évoluer vers la cécité.

Chez les chiens, la leptospirose se présente sous plusieurs formes.
Lorsqu'ils sont infectés par le sérogroupe Icterohaemorrhagiae,
ils développent une hépatonéphrite suraigué ou aigué, qui res-
semble 2 la maladie humaine. Lorsqu’ils sont infectés par
Canicola, ils peuvent étre victimes et développer une néphrite
aigué nommée Maladie de Stuttgard, ou développer une néphrite
chronique et devenir des porteurs et réservoirs de Canicola. Les
signes cliniques les plus communs chez les chiens sont la fievre,
les vomissements, la prostration, la rougeur des yeux, la déshy-
dratation et le méléna, accompagnés ou non d’un ictere. Le pro-
nostic est toujours réservé, voire méme grave, la maladie pou-
vant évoluer rapidement vers la mort si elle n’est pas traitée
(Faine et al. 1999). La vaccination évite que les chiens ne déve-
loppent les symptomes les plus graves de la maladie, mais n’em-
péche pas I'infection (André-Fontaine 2000).

En France, la majorité des diagnostics de la leptospirose chez
les animaux est assurée par 'Ecole Vétérinaire de Nantes. Les
diagnostics, indirects, portent sur des sérums d’animaux (séro-
diagnostics), recus pour confirmation diagnostique. Leurs
résultats ne peuvent pas étre interprétés comme des données
de prévalence de la maladie (tableau 2). Au Brésil, comme en
France, il n’existe pas d’étude de séroprévalence au plan
national. Cependant, des enquétes séro-épidémiologiques
régionales montrent des pourcentages d’animaux positifs de 13
a 81 % pour les bovins (Rodrigues et al. 1999; Juliano et al.
2000), de 66 % pour les chiens et les porcs (Lilenbaum et al.
2002 ; Ramos et al. 2006) et de 11 % pour les chevres
(Lilenbaum et al. 2007).

Les chats et autres félins ne sont généralement pas inclus dans
les enquétes séro-épidémiologiques de la leptospirose et il
n’existe effectivement que peu de données de la littérature a ce
sujet (Luciani 2004 ; Lilenbaum et al. 2004). Le fait que le félin
soit plus résistant aux leptospires est assez déconcertant : du fait
de la cohabitation du chat domestique avec les chiens et les
humains, le rdle des félins comme réservoir possible reste a cla-
rifier. Signalons toutefois que dans une étude récente portant
sur 98 chats, 48 % d’entre eux étaient séropositifs au test de la
microagglutination (MAT) a Leptospira spp., montrant que cette
infection est aussi fréquente dans cette espece (Luciani 2004;

André-Fontaine 2006).

La leptospirose humaine

La leptospirose humaine peut se présenter sous des formes
bénignes qui guérissent spontanément ou des formes aigués
séveres 2 trés graves, comme la maladie de Weil due au séro-
groupe Icterohaemorrhagiae. Dans toutes les formes de la
maladie, les symptomes (migraine, fievre et douleurs muscu-
laires) ne sont pas spécifiques au début. Dans les cas graves, appa-
raissent des symptdmes caractéristiques de I'atteinte hépato-
rénale (ictére et insuffisance rénale prononcée), des hémorragies
oculaires, parfois des troubles méningés et / ou pulmonaires. Dans
les cas les plus sérieux, le taux de létalité varie de 5 a 25 %
(WHO, 1999). La leptospirose est une maladie professionnelle
qui concerne les agriculteurs, les éleveurs d’animaux domes-
tiques, les vétérinaires, les égoutiers, le personnel de laboratoire,
les militaires, en bref toutes les professions en contact avec des
animaux réservoirs ou de I'eau contaminée.

La leptospirose humaine est endémique et épidémique dans cer-
taines régions du globe, comme les Amériques du Sud et Centrale
(Trevejoetal. 1998; Ko et al. 1999), 'Inde (Jena et al. 2004) et
le Sud-Est Asiatique (Laras et al. 2002). Le caractere endémique
est dii aux conditions géographiques et climatiques; le nombre
de cas estimés par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
dans les pays au climat tropical humide est de 10 pour 100.000
habitants par an, soit 0,01 % de la population (OMS, 2007). Les
conditions démographiques et de développement, a savoir 'aug-
mentation démographique désordonnée, les conditions pré-
caires de vie, le manque d’hygiene et d’éducation sanitaire,

Nombre Pourcentage
d'animaux testés d’'animaux positifs (%)

Sérogroupes les
plus réactifs

Icterohaemorrhagiae,

S kit e Australis, Sejroé
Icterohaemorrhagiae,
Porcs 2632 199 Australis, Ballum
Australis,
Chevaux 1883 35,6 Icterohaemorrhagiae,
Canicola
Chiens* 707 66,3 Icterohaemorrhagiae,

Canicola, Australis

Tableau 2: Fréquence de séropositivité (microagglutination IMAT) selon
Iespece domestique en 2006 (rapport d’activité ENV Nantes) .* Sont inclus
les chiens vaccinés contre les sérogroupes Icterohaemorrhagiae et Canicola.
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'urbanisation désordonnée favorisent 'endémicité de la lepto-
spirose. Par exemple, la maladie est fortement répandue dans les
bidonvilles ot les personnes vivent dans des habitations entou-
rées d’égouts a ciel ouvert, proches du principal réservoir urbain
de la maladie, le rat (Rattus norvegicus).

Les flambées épidémiques surviennent pendant les mois les plus
chauds et pluvieux de 'année, spécialement lors des fortes inon-
dations (Ko et al. 1999). Le nombre de cas peut atteindre 100
habitants pour 100.000, soit 0,1 % de la population (OMS,
2007). Au Brésil, la leptospirose est une maladie a déclaration
obligatoire et 3.000 cas sont déclarés en moyenne chaque année
(Tassinari et al. 2004). Lors de 'épidémie de 1996, 326 cas de
leptospirose aigué ont été diagnostiqués dans un seul hopital et
50 déces déclarés, ce qui montre I'importance de cette mala-
die et probablement une sous-estimation du nombre de cas dans
le pays entier (Ko et al, 1999).

D’importantes épidémies de leptospirose sont survenues dans les
dernieres années comme au Nicaragua (Trevejo et al. 1998) et
en Inde (Jena et al. 2004). Il faut aussi mentionner les épidémies
de leptospirose survenues au contact des eaux de baignade, pen-
dant la pratique d’activités de loisirs ou sportives, comme le raf-
ting en Costa Rica (CDC, 1997), PEco Challenge en Malaisie
(Sejvar et al. 2003), le triathlon en Illinois (Morgan et al. 2002).

En France, comme dans la majorité des pays de climat tempéré
ou des pays développés, la leptospirose est considérée comme une
maladie sporadique et surtout une maladie professionnelle. Le
CNR de la Leptospirose de I'Institut Pasteur est le principal labo-
ratoire frangais a pratiquer le diagnostic de la leptospirose
humaine et contribue 2 la surveillance épidémiologique de la lep-
tospirose en France métropolitaine et Outre-Mer. Il assure
l'identification de toutes les souches isolées en pathologie
humaine. La leptospirose est diagnostiquée depuis 1920, sans que
I'on note de variations significatives au cours des années.
Cependant, I'incidence de la maladie est saisonniére, les cas appa-
raissant surtout pendant la deuxieme partie de l'année. Le
sérogroupe Icterohaemorrhagiae représente la majorité des
sérodiagnostics positifs, suivi par le sérogroupe Grippotyphosa
(Baranton & Postic, 2006a). En 2006, 594 cas ont été recensés,
dont 192 en Métropole (figure 2) et 402 en Outre Mer (tableau 3)
(Baranton & Postic, 2006b). La maladie est considérée comme
une zoonose d’importance prioritaire par 'Institut de Veille
Sanitaire (Capek et al. 2006). Dans une évaluation du risque d’ap-
parition et de I’évolution de zoonoses comme conséquence du
réchauffement climatique en France, la leptospirose est consi-
dérée comme une maladie dont les conséquences sont faible a
modérée pour la santé animale, modérée pour la santé humaine
et faible pour I’économie (Gauchard 2005).

Nous possédons peu d’informations sur la maladie en Afrique
et ce déficit est probablement d & une sous-notification des cas
et a la présence des nombreuses maladies qui peuvent se
confondre avec la leptospirose, comme, par exemple, les fievres
hémorragiques virales. Au Gabon, la séroprévalence de la lep-
tospirose est de 15,7 % (Bertherat et al. 1999).
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Figure 2 : Incidence de la leptospirose en France en 2006. L'incidence dans le
Nord-Pas-de-Calais est surestimée, car I’ origine géographique des cas n’est pas
communiquée par les deux laboratoires réalisant le diagnostic (rapport d’activi-
tés 2006 du Centre National de Référence de la leptospirose) .

Region  Nombredecas(FUEURER ) 40h 00D b
Antilles 137 846 16,19
Guyane 12 202 5,94
Réunion 59 784 7,52
Mayotte 16 201 7,96
Polynésie francaise 74 260 28,46
Wallis 1 10 10
Futuna 38 5 760
Nouvelle-Calédonie 65 232 28,02

Tableau 3: Leptospirose humaine : incidence selon la région d’Outre Mer
en 2006 (rapport d’activités du CNR).

LA PATHOGENIE DE LA LEPTOSPIROSE

La dynamique de la pathogenése de la leptospirose est complexe
et multifactorielle. La mobilité et la morphologie des leptospires
favorisent leur pénétration par la peau lésée et les muqueuses,
de méme que leur dissémination rapide dans le sang et les tissus
de I'hote. Apres linfection, la période de bactériémie est
variable et peut durer de 3 4 10 jours en moyenne. Elle est suivie
par l'arrivée des leptospires dans les organes cibles: reins, foie
et poumons, en provoquant la symptomatologie classique.
Une fois la maladie installée, elle évolue vers la mort ou vers
l'installation d’'une immunité protectrice, engendrant I'élimi-
nation du microorganisme ou le développement de I'état de por-

teur (Faine et al. 1999).

La connaissance de la pathogénie de la leptospirose est basée
notamment sur les études de modeles animaux expérimentaux.
Lutilisation du cobaye comme modele expérimental n’est
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Figure 3: Signes cliniques classiques de la leptospirose aigué chez le cobaye infecté par Leptospira interrogans sérovar Lai. I’ animal présente un ictére apparent
des muqueuses oculaires, de la peau et des tissus sous-cutanés, une hémorragie abdominale et des séreuses.

Figure 4: A gauche, les poumons de cobaye infecté par L. interrogans sérovar Lai présentent de larges plages hémorragiques. A droite, les lésions microscopiques
pulmonaires sont caractérisées par des hémorragies intra-alvéolaires et des infiltrats inflammatoires lymphoplasmocytaires (hématoxyline éosine, grossissement X 200).

pas récente (Noguchi 1920). Les jeunes cobayes inoculés par
des leptospires du sérogroupe Icterohaemorrhagiae, dévelop-
pent une maladie létale qui mime la leptospirose grave de
I’homme et du chien, avec la présence d’'un ictere et d’hé-
morragies sous-cutanées, pulmonaires et abdominales (figures 3
et 4). Le hamster et la gerbille sont aussi sensibles aux leptos-
pires. La résistance de la souris empéche son utilisation comme
modele animal. Récement, il a été montré que des souris géné-
tiquement modifiés en TLR-4 (Toll-like receptor 4), récepteur
de la réponse immune inée, sont sensibles a la maladie (Nally

etal. 2005).

La Iésion principale de la maladie est constituée par des hémor-
ragies et par l'afflux de cellules inflammatoires. Les leptospires
ne sont pas pyogéniques et induisent une réponse inflammatoire
lymphoplasmocytaire pauvre en neutrophiles (figure 4, figure 5
A-B). Leurs effets directs dans les tissus sont liés a la présence
du lipopolysaccharide (LPS) et d’autres toxines comme une

hémolysine (Lee et al. 2000) et des lipases (Palaniappan et al.
2007). Leur adhésion aux cellules est primordiale pour la colo-
nisation des tissus de I’hote. Les leptospires sont fréquemment
observés en étroit contact avec les membranes cellulaires
(figure 1) et doivent posséder d'importants facteurs de virulence
a cette étape. Capables de réaliser une translocation rapide dans
les cellules (Barocchi et al.2001), ils pénétrent dans les cellules
phagocytaires et non phagocytaires (Palaniappan et al. 2007),
mais ne sont pas intracellulaires (Faine et al. 1999). Méme si
les mécanismes de virulence spécifiques des leptospires sont
encore obscurs, quelques protéines ont été identifiées comme
étant des facteurs de virulence putatifs, comme une protéine qui
a pour ligand la fibronectine (Merien et al. 2000) et les protéines
Lig (Matsunaga et al. 2003). Les récentes avancées de la
recherche en génomique permettront, en satisfaisant aux pos-
tulats moléculaires de Koch (Falkow 1988), de mettre en évi-
dence le rdle de ces facteurs de virulence.
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Figure 5: Coupes histologiques d’organes de cobaye infecté par L. interrogans sérovar Lai. A, le foie présente une importante inflammation lymphoplasmocy-
taire périportale, des hépatocytes nécrosés et des cellules de Kupffer dilatées. La perte de I'architecture linéaire des hépatocytes est aussi marquée (hématoxyline éosine) .
B, les reins présentent des lésions typiques de leptospirose caractérisées par des hémorragies diffuses du cortex, une nécrose tubulaire et des infiltrats lymphoplas-
mocytaires (hématoxyline éosine) . C, I'immunohistochimie avec des anticorps spécifiques dirigés contre la protéine Loa22 révele de nombreux leptospires (colorés
enrouge) dans les canalicules biliaires. D, elle révele aussi la distribution diffuse des bactéries (colorées en rouge) dans les glomérules du rein et en plus grand nombre
dans les tubules proximaux. L'expression in vivo de la protéine Loa22, essentielle pour la virulence des leptospires, est ainsi démontrée par Ihistochimie dans le
rein et le foie chez le cobaye (grossissement X 200).

La réponse immunitaire aux leptospires, peu connue, est réa-
lisée par I'intermédiaire des processus de 'immunité innée et
acquise. Le LPS est responsable de la stimulation de 'immunité
innée par les TLR2 (Werts et al. 2001). La réponse humorale
est spécifique du sérovar infectant et le LPS semble étre un anti-
géne majeur, de méme que les protéines de la membrane
externe. Les immunoglobulines réalisent opsonisation et per-
mettent la phagocytose subséquente des leptospires (Faine et al.
1999). La réponse immunitaire cellulaire semble participer aussi
a la défense contre les leptospires, avec la production d’inter-
féron gamma (Bharti et al. 2003).

LE BESOIN DE MESURES EFFICACES
DE CONTROLE

La leptospirose est fondamentalement liée aux conditions de
pauvreté, et les actions d’éducation sanitaire, d’'urbanisation et

d’insertion sociale sont a la base de son contrdle. La protection
individuelle (port de bottes) en cas d’inondations et I'éradica-
tion des rongeurs sont trés importantes pour le controle de la
maladie. Le traitement de la leptospirose peut étre curatif ou
préventif et les leptospires sont sensibles aux antibiotiques
comme la pénicilline G et la doxycycline.

Le test diagnostique de référence est le test de microagglutina-
tion ou MAT, réservé a quelques laboratoires spécialisés. 11 est
basé sur I'agglutination des différentes souches bactériennes
vivantes par le sérum, permettant de quantifier les anticorps
agglutinants totaux. Il permet non seulement un diagnostic sen-
sible et spécifique mais aussi la détermination du sérogroupe. Il
a donc un intérét a la fois diagnostique et épidémiologique. Par
contre, il possede une valeur limitée pour le diagnostic de la phase
aigué de la forme sévere de la leptospirose, ainsi que des formes
moins séveres. Un autre inconvénient est qu'il nécessite un grand
nombre de souches vivantes correspondant aux sérogroupes
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attendus. La «batterie » usuelle au CNR de la Leptospirose de
I'Institut Pasteur comprend 16 souches et peut étre étendue a
23 si 'on suspecte un sérogroupe ou sérovar plus rare.

En pratique humaine, on retiendra qu'’il s’agira tout d’abord
d'une recherche sérologique et, en fonction de la demande du
biologiste, d’une culture et/ou amplification génique (PCR) des
la prise en charge du patient. Ces trois approches sont com-
plémentaires pour le diagnostic biologique de la leptospirose.
L'examen direct au microscope a fond noir est a proscrire a cause
des faux positifs.

Lhémoculture est possible durant les 10 premiers jours suivant
l'apparition de la figvre, celle du LCR se fera durant la deuxieéme
semaine de la maladie, et enfin les urocultures a partir de la troi-
siéme semaine. Lamplification par la réaction de polymérisa-
tion en chaine (PCR) de génes spécifiques comme hapl
(Branger et al. 2005) est de plus en plus utilisée, de méme que
la PCR en temps réel (Merien et al. 2005). Enfin le sérodia-
gnostic est réservé a quelques laboratoires avec la mise en ceuvre
soit du MAT soit d’'un test d’orientation par diverses techniques
dont ELISA (IgM) avec la souche saprophyte Patoc. Celui-ci
se révele positif vers les 8 — 10¢ jours apres le début de la mala-
die. Les anticorps décroissent sur 3 2 6 mois et peuvent persis-
ter a des taux résiduels plusieurs années. La cinétique des anti-
corps est indispensable (2 tests & 2 semaines d’intervalle) et son
interprétation intégre les données chronologiques et cliniques.

Nous avons besoin d’un test diagnostique efficace, simple,
économique et sir pour le personnel de laboratoire, capable
d’identifier les phases précoce et tardive de la maladie. 11 serait
intéressant aussi de différencier les anticorps vaccinaux de ceux

Caractéristiques L. biflexa L. interrogans

borgpetersenii
Taille (Kb) 3878 4627 3900
Structure 2 chromosgmes, 2 chromosomes 2 chromosomes
1 plasmide
Contenu en GC (%) 38,5 349 40,3
Séquences
d'insertion 3 A 22
Génes Nombre
total 3787 3728 3190
Fonction définie 2078 1972 1876
Hypothétiques 1709 1756 1053
Proportion de
fonction inconnue 45 471 33
(%)
Proportion géne/Kb 0,97 0,8 0,82
Séquence codante
totale (%) 93,7 74,7 74,1
ARN r 223S,2 165,255 2 23S,2 165, 1 55 2 23S, 2 16S, 1 5S
ARN t 35 37 37

Tableau 4: Leptospires : principales caractéristiques de trois génomes.

produits par l'infection. Un test diagnostique composé de
sous-unités bactériennes conservées parmi les différents séro-
vars de leptospires pourrait satisfaire 2 ces demandes.

Le diagnostic différentiel de la leptospirose doit étre fait avec
les fievres hémorragiques chez I’homme. La dengue est en effet
responsable d’un grand nombre d’erreurs de diagnostic chez
I’homme (Ko et al. 1999), cette maladie ne sévit que dans cer-
tains pays chauds. Chez les ruminants, porcins et équidés, on
doit différencier la leptospirose des infestations parasitaires et
de troubles de la reproduction ayant d’autres origines.

Une mesure de contrdle spécifique de la leptospirose est la
vaccination. Celle des groupes professionnels exposés ou a
risque est mise en place en France et dans d’autres pays comme
la Chine, le Japon, la Russie et Cuba. La vaccination en méde-
cine vétérinaire est appliquée en routine aux chiens, car ils
développent des formes trés graves de la maladie. Dans cer-
tains pays, comme le Brésil ot la maladie est endémique chez
les animaux d’élevage, les bovins et porcins peuvent égale-
ment étre vaccinés.

Les vaccins existant actuellement sont constitués de bacté-
ries entieres tuées par la chaleur ou le formol et présentent cer-
tains inconvénients: une réponse immune de courte durée qui
n’est pas toujours protectrice et qui est spécifique du sérovar
utilisé dans sa composition. La réponse immune de courte
durée implique le besoin de faire des rappels périodiques.
Lefficacité de ces vaccins entiers est tres limitée. En effet, il
existe une grande diversité au sein du genre Leptospira (plus
de 250 sérovars), due essentiellement a la variation de la struc-
ture du lipopolysaccharide (LPS). Cette particularité est une
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Figure 6: Outils génétiques développés par I’Unité de Biologie des Spirochétes
de I'Institut Pasteur.

A Mutagénése aléatoire avec le transposon Himar 1. Aprés l'insertion aléa-
toire du transposon dans le chromosome de Leptospira, les clones mutants ont
acquis le gene qui code la résistance a la kanamycine (KmR) et pourront étre
sélectionnés en miliew EMJH solide additionné de cet antibiotique.

B : Apres la sélection de clones mutants, des tests sont réalisés pour la recherche
d’un phénotype différent du phénotype sauvage, comme U'atténuation de la viru-
lence chez le cobaye. Une fois ce phénotype identifié, il faut ré-insérer le géne
identifié dans le chromosome de la bactérie pour restaurer le phénotype sauvage
et prouver que ce géne est responsable du phénotype observé.
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limite au développement d’un vaccin multivalent, mais aussi
au sérodiagnostic. Quelques pays, comme Cuba, utilisent des
vaccins polyvalents composés de plusieurs sérovars (Martinez
et al. 2004), mais ils ne sont pas capables de protéger contre
I’ensemble des sérovars connus.

Il faut donc trouver des antigénes conservés chez les leptospires
et protecteurs pour développer un vaccin multivalent composé
d’une ou plusieurs sous-unités bactériennes. Aujourd’hui, les
chercheurs ont la possibilité, en utilisant la stratégie de la vac-
cinologie inverse (reverse waccinology), de réaliser I'analyse
informatique de la totalité du génome pour rechercher des nou-
veaux candidats vaccins (Koizumi & Watanabe, 2005). Cette
stratégie nous permettra de trouver un vaccin moléculaire qui
protégera contre un large spectre de leptospires — un défi per-
manent pour les chercheurs. Ceci devrait permettre aussi d’ap-
pliquer un seul vaccin commun a plusieurs especes animales et
a ’homme. Les vaccins composés de sous-unités protéiques ont
démontré une protection partielle chez les modéles animaux
(Haake et al. 1999; Branger et al. 2001). Le manque d’outils

génétiques a beaucoup freiné la recherche sur les leptospires.

GENETIQUE ET SANTE PUBLIQUE:
LA DESCRIPTION DU PREMIER FACTEUR
DE VIRULENCE

Le séquengage récent du génome des leptospires marque une tres
grande avancée pour la recherche sur la leptospirose. Les deux
premiéres souches séquencées, Leptospira interrogans sérovars Lai
(Renetal. 2003) et Copenhageni (Nascimento et al. 2004), sont
issues du sérogroupe Icterohaemorrhagiae et sont responsables
respectivement de fréquentes épidémies au Brésil et en Chine.
Le génome des leptospires se distingue de celui d’autres bacté-
ries par ses deux chromosomes circulaires: un grand avec envi-
ron 4 millions de paires de bases et un petit d’environ 350000
paires de bases. Il posséde un contenu en G-C d’environ 35 %
et la majorité des génes codent des protéines de fonction
encore inconnue. Le génome d’une seconde espéce, Leptospira
borgpertersenii sérovar Hardjo, a aussi été séquencé (Bulach et
al. 2006) et présente un génome réduit (tableau 4), suggérant
que le microorganisme est moins adapté pour survivre dans I'en-
vironnement et peut étre en train d’évoluer vers un parasite obli-
gatoire, bien que des données expérimentales manquent tou-
tefois pour confirmer cette hypothese. Une troisieme espece,
Leptospira biflexa, non pathogene, a été séquencée au sein de
|'Institut Pasteur (tableau 4). Cette étude permettra de réaliser
la génomique comparative des leptospires saprophytes et patho-
genes. Elle sera d’'une grande utilité pour identifier des facteurs
spécifiques du mode de vie des leptospires pathogenes et per-
mettra de mieux comprendre I’évolution d’une bactérie sapro-
phyte de I'environnement en une bactérie pathogéne pour
I’homme et 'animal.

Un systeme de mutagénese ciblée a été développé chez les lep-
tospires saprophytes avec un vecteur navette (Bauby et al. 2003),
de méme qu’un systéme de mutagénése aléatoire, avec le trans-

poson «mariner » de la famille Himar I (Louvel et al. 2005)
(figure 6 A). Le séquencage du site d'insertion du transposon
permet ensuite de savoir quel est le géne interrompu.
Ultérieurement, 'utilisation des logiciels informatiques comme
MAGE (Magnifying Genomes, http://www.genoscope.cns.fr/agc/mag)
précise la localisation du géne, ainsi que sa fonction putative.
De nombreux efforts ont été entrepris pour adapter ces tech-
niques aux leptospires pathogenes, qui sont plus difficiles 2 mani-
puler génétiquement et qui pour I'instant, sont a peine trans-
formables par mutagénése aléatoire (Bourhy et al. 2005). La
mutagénése aléatoire des leptospires saprophytes est d’une
bien meilleure efficacité. Elle permet la génération de milliers
de clones a chaque électroporation et de multiples stratégies de
criblage sont possibles en fonction du phénotype attendu
(figure 6 B). Par exemple, pour identifier les systémes de régu-
lation et de transport du fer, de nombreux criblages ont été réa-
lisés en milieu de culture avec ou sans source de fer (Louvel et
al. 2006). Dans le cas des mutants obtenus chez les leptospires
pathogénes, le phénotype recherché est 'atténuation de viru-
lence. On sait que la virulence d'un microorganisme se traduit
par sa capacité de produire une maladie, y compris sa capacité
de se multiplier dans 1'hote, atteindre les organes cibles et pro-
voquer des lésions. Le phénotype de virulence atténuée des lep-
tospires est donc identifié par I'absence de maladie et de léta-
lité chez le cobaye ou, en systéme de culture cellulaire, en
vérifiant les étapes classiques de virulence comme I'adhésion,
l'invasion et la multiplication.

Aprés avoir réalisé une mutation, il faut ensuite réinsérer le géne
fonctionnel dans le génome pour prouver qu'il est bien respon-
sable du phénotype observé. La complémentation du géne inter-
rompu chez les leptospires pathogenes est faite par insertion aléa-
toire dans le génome (figure 6 B). Le but majeur de ces efforts est,
avec l'aide des séquences génomiques disponibles, d’identifier des
genes impliqués dans la virulence des leptospires et, en consé-
quence, des molécules d’'intérét vaccinal et diagnostique.

La stratégie de mutagénese aléatoire a permis, pour la premiére
fois, d’inactiver un géne de virulence de la souche pathogéne
Leptospira interrogans sérovar Lai qui appartient au sérogroupe
Icterohaemorragiae (Ristow et al. 2007). Le transposon s’est
inséré dans un géne qui code une protéine de la famille OmpA
(Outer membrane protein), Loa22. La virulence du mutant
obtenu est atténuée, car injecté chez le cobaye et le hamster il
ne produit pas les lésions typiques de la maladie et n’entraine
pas la mort des modeles animaux. De plus, lorsque le géne est
complémenté dans ce mutant, la virulence est restaurée chez
les animaux. Cette petite protéine, de fonction encore incon-
nue, a un domaine consensus conservé OmpA en partie C ter-
minale. Lanalyse in silico de la séquence en acides aminés révele
les caractéristiques d’une lipoprotéine. Nous avons réalisé
I'immunofluorescence directe et observé que cette protéine est
exposée a la surface de L. interrogans sérovar Lai. Les protéines
de la membrane externe peuvent avoir un fort pouvoir immu-
nogénique et cette protéine n’est pas une exception, puisque
nous avons observé des fortes réactions vis-a-vis de Loa22
comme antigéne avec les échantillons de sérums humains pré-
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levés chez des patients ayant fait la maladie aigué et chronique.
Loa22 est fortement exprimée par les leptospires pathogenes in
vitro (Koizumi & Watanabe, 2003), mais aussi in vivo par les lep-
tospires infectant les organes de cobayes présentant une lep-
tospirose aigué (figure 5 C-D). Les protéines de la famille OmpA
sont impliquées dans de nombreux processus pathologiques chez
d’autres bactéries, comme leur adhérence sur les cellules (Shin
et al. 2005) et 'induction de cytokines (Jeannin et al. 2005).
La protéine Loa22 des leptospires satisfait les postulats molé-
culaires de Koch caractérisant un facteur de virulence (Falkow
1988) et semble capitale pour induire le pouvoir pathogene des
leptospires. La protéine Loa22 des leptospires est un candidat
potentiel pour un vaccin recombinant 2 finalité humaine et
vétérinaire.

A QUOI PEUT-ON S'ATTENDRE A L'ERE
POST-GENOMIQUE DES LEPTOSPIRES ?

Lére post-génomique marque une période de changements dans
la recherche sur les leptospires. Un peu plus d’un siecle apres

la description du microorganisme et 'élaboration des concepts
les plus primordiaux concernant la clinique et 'épidémiologie
de la maladie, les chercheurs ont la carte génétique dans leurs
mains et un plan a parcourir: 'avancée dans la connaissance
de la biologie et la pathogénie des leptospires et le développe-
ment urgent des mesures de controle applicables. Cette approche
ne peut é&tre que multidisciplinaire, associant généticiens,
médecins, vétérinaires, épidémiologistes, bioinformaticiens,
pour aboutir a 'amélioration des tests de diagnostic de la lep-
tospirose et au développement d’un vaccin. Les récents travaux
menés au sein de I'Unité de Biologie des Spirochétes ouvrent
la voie et vont dans ce sens.

Cette nouvelle ere de la recherche en génétique et dans le pro-
cessus pathogénique ne doit pas faire oublier aux chercheurs que
la leptospirose est une maladie favorisée par les conditions de
pauvreté et que les mesures les plus fondamentales d’hygiene
et d’amélioration des conditions d’une vie digne sont 2 la base
de la maitrise de la maladie. Méme si elle implique d’importants
probléemes de santé publique, la leptospirose continue d’étre une
maladie négligée.
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