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Résumeé

La leptospirose est une zoonose causée par les bactéries du genre Leptospira. Elle touche
pres de 1 million d’individus par an dans le monde entier et sévit a 1’état endémique dans les
pays au climat tropical tel que La Réunion. Les manifestations habituelles sont variables d’un
individu a I’autre et englobent une simple fievre jusqu’aux défaillances poly-viscérales avec
mortalité dans 5 a2 10% des cas. Sa physiopathologie est encore mal comprise, en particulier la
part que joue une réponse immunitaire inappropriée dans la genese des manifestations graves
qui surviennent en quelques heures, et avant la mise en place d’une réponse immunitaire
adaptative propre a éliminer le microorganisme. Si I’échappement de la bactérie au systeme
du complément est bien documenté, le role des acteurs cellulaires du systéme immunitaire
inné reste a étayer. Notre étude avait donc pour objectif d’explorer I'immunopathologie de la

leptospirose humaine dans la phase initiale de I’infection.

Notre méthodologie s’est appuyée principalement sur des analyses quantitatives et
qualitatives des acteurs cellulaires du systtme immunitaire inné a partir de prélevements
sanguins en phase précoce de la maladie, et comparaison avec la phase de convalescence et
des sujets contrdles. Dans un premier temps nous avons montré qu’une population particuliere
de lymphocytes T impliquée dans la réponse immune innée, les lymphocytes Tyd, avaient un
taux abaiss€ et que cette baisse était corrélée a la charge bactérienne ainsi qu’a I’intensité de
I’atteinte hépatique classiquement retrouvée lors de la leptospirose. Dans un deuxiéme temps,
nous avons analysé les polynucléaires neutrophiles circulants dont le taux augmente d’autant
plus que la maladie est sévere, mais sans pour autant présenter de modification de certains
marqueurs d’activation ou de recrutement tissulaire (CD15, CD11b, CD182). Une des
principales chimiokines des neutrophiles, 1’interleukine 8, était a taux peu élevés. Les derniers
travaux concernent les principales formes solubles issues des molécules membranaires
impliquées dans le processus de recrutement/diapédese leucocytaire. Nous retrouvons de
maniere isolée une forte élévation des formes solubles d’E-sélectine et ICAM-1 qui sont
notamment exprimées par les cellules endothéliales. Ces augmentations n’étaient pas
corrélées aux marqueurs de gravité de la maladie. La signification biologique de cette

€lévation n’est pas encore connue lors de la leptospirose.

L’ensemble de nos données permet d’apporter des informations nouvelles sur des acteurs
du systéme immunitaire inné présents dans le compartiment vasculaire lors de la leptospirose
humaine. Cette réponse immunitaire semble inadaptée pour permettre une clairance du
pathogene au stade de dissémination hématogene.



Mots-clés : leptospirose, Leptospira, relation hote-pathogene, €tre humain, immunité
innée, lymphocytes Tyd, polynucléaires neutrophiles, cellules endothéliales, recrutement

cellulaire.



Summary

Title: Immunopathphysiology of human leptospirosis: study of innate immune

response

Leptospirosis is a bacterial zoonosis caused by Leptospira and affecting 1 million people
each year worldwide and mainly in tropical areas such as Reunion Island. Usual presentations
encompass flu-like syndrome to multiorgan failure with mortality rate between 5 to 10%. To
date, pathophysiology in humans is poorly understood, notably the capacity of innate
immunity to mount a robust response to clear pathogen or to induce tissue damages and
contributing to disease severity. Our study aimed at assessing the role of innate immune cells
and molecules within the first days of leptospiral infection.

Using blood samples, we performed quantitative and qualitative assessment of circulating
innate immune cells from leptospirosis cases and healthy controls. The first study explored
the levels of gamma-delta T-cells (ydT-cells), a subset of unconventional T cells with innate
immune functions. Gamma-delta T cells were found deeply decreased and levels were
inversely correlated to bacterial burden and liver damage. The second study focused on
membrane bound receptors indicative of activation and tissue migration ability of neutrophil
polymorphonuclear cells: CD15, CD11b, and CD182. Although neutrophil rates were high in
leptospirosis cases, the levels of studied receptors were either lower (CD15) or identical to
healthy controls (CDI11b, CD182). In addition, only low levels of interleukin-8, a key
chemokine for neutrophils, was detected in patients. Lastly, we ascertained the plasmatic
levels of several shed cell adhesion molecules notably expressed by endothelial cells. The
levels of soluble E-selectin and ICAM-1 were significantly increased compared to controls,
while P-selectin level was lower. We did not find any correlation with disease severity or
organ failure. This finding indicates that endothelial cell may be activated but further
experiments are warranted to explain the functional impact of our findings.

Altogether, our results add to the field of knowledge of leptospirosis pathophysiology,
and in particular the implication of key innate immune cells at the stage of plasmatic bacterial
dissemination. Our findings will support the view that there is an inappropriate immune

response to Leptospira.

Keywords: leptospirosis, Leptospira, Humans, innate immunity, host-pathogen relation,
gamma-delta T-cells (yd T-cells), polymorphonuclear neutrophils, endothelial cells, cell

migration.



Remerciements

Je tiens a remercier tout particuliérement mes encadrants :

Cher Philippe, sois assuré de ma profonde gratitude pour tout ce que tu as fait pour moi. Tu
m’as accompagné tout au long de ce travail de these, tu as nourri mes attentes de chercheur et
tu es un modele pour moi dans ce domaine. Je te remercie aussi pour ce que tu m’as apporté
au-dela de cette theése et ta bienveillance pour mon parcours présent et a venir. J espere

pouvoir travailler longtemps avec toi.

Chere Marie-Christine, je te remercie de ton encadrement et ton aide précieuse tout au long
de ce parcours de these. Ton exemple, médecin et chercheur a la fois, m’a conforté dans mes

choix.

Je souhaite remercier les personnes ayant accepté de juger ce travail :

Madame Werts, vous étes une référence dans le domaine de la leptospirose et de
I’immunologie. Je suis trés honoré que vous jugiez ce travail. Soyez assurée de ma profonde

reconnaissance pour votre implication en tant que rapporteur.

Monsieur Périanin, votre connaissance de I’immunologie est un exemple pour moi. Je
vous suis tres reconnaissant d’avoir accepté d’étre rapporteur de mon travail. Soyez assuré de

mon profond respect pour votre expertise.

Monsieur Pellegrin, vous étes un exemple et un guide pour moi. Soyez assuré de ma
gratitude pour votre participation a ce jury et votre implication dans mon parcours

professionnel depuis mes débuts. Vous resterez un de mes Maitres bordelais et j’en suis fier.

Monsieur Tortosa. Pablo, je te remercie pour ton implication dans ce jury. Merci aussi

pour nos échanges passés sur la leptospirose, et j’espere qu’il y en aura de nombreux a venir.



Je remercie aussi les personnes du laboratoire et de I’hopital qui ont rendu ce travail

possible :

Mes collegues du service de médecine interne et dermatologie qui ont fait des sacrifices
pour que je puisse me libérer de 1’activité clinique et développer cette activité de recherche.
Sans vous rien de tout ceci n’aurait vu le jour. Une mention spéciale pour les Dr Yvin et
Ferrandiz qui m’ont fait confiance et pressenti la possibilité de ce cheminement bien avant

que je n’y croie moi-méme.

Les collegues cliniciens et biologistes, de la réanimation au service de maladies
infectieuses en passant par la néphrologie et la microbiologie...chacun de vous a apporté une

pierre a cet édifice en m’aidant tout au long de ces années avec I'inclusion des patients.

Au personnel des laboratoires de 1’hopital Félix Guyon qui m’ont épaulé régulicrement
pour l’acces a l’information, aux prélevements des patients, au matériel technique. Je

continuerai a venir vous voir et faire quelques gateaux...

Aux collegues du laboratoire de recherche, en particulier ceux qui m’ont encadré a la
paillasse pour mes débuts a la Réunion : Claude Giry, Pascale Krejbich-Trotot et Jean-Jacques
Hoarau. Un clin d’ceil particulier pour Claude : j’aime ta passion pour la recherche et ton

investissement dans ce domaine. Merci pour nos échanges réguliers et ton compagnonnage.

Aux responsables de ma structure de recherche, Dr Mavingui et Pr Despres. Je vous

remercie de votre accueil et de votre aide dans ce projet.

Ma gratitude et mon affection vont aussi aux « personnes de I’ombre », mes proches
qui sont impliqués indirectement pour le soutien qu’ils m’apportent, leurs encouragements
dans cette longue route qu’a été le travail de theése. « Une theése ? Tu n’as pas déja passé ta

thése pour médecine ?... ».

Merci donc a ma famille et belle-famille. Un « big up » spécial pour mon épouse Walé :
merci de m’accepter comme homme, époux, pere, médecin et maintenant chercheur...le

meilleur est a venir. Isn’it ?



J’aimerais dédier ce travail a mon pere, chercheur et docteur en sciences en son temps.

Papa, je crois que la réalisation de cette thése a requis des qualités que tu aurais
appréciées reconnaitre a ton fils, qualités dont je vous suis redevable Maman et toi. Tu es de

ceux qui m’ont poussé vers ce parcours : tes paroles résonnent encore en moi.



TABLE DES MATIERES

RESUME ...ttt ettt e et ebte e e bte e s baeeeanees 2
SUITITIATY ...ivieeeeiiiee ettt e et e e e ettt e e e sttt eeesat et eesesabbeeeeaaaseeessansbaeesenseeeessnnseeeesnnsseeas 4
TABLE DES MATIERES ...ttt sttt 8
TablE dES TIGUIES ..eneeieiiiieiiie et ettt e et e et e e et e e s abeesbbeesaaeeas 10
Table des taDIEAUX ......eovuiiriiiiiieeee et e 11
ADTEVIATIONS ...ttt ettt ettt et e bt e s a e et e e sateeabeesbbeebeesabeeabeesbbeeabeenaeean 12
INTRODUGCTION ...ttt ettt ettt et e b e st e e bt e sabeebeesaneas 14
L GEnéralités Sur 1a IEPLOSPITOSE ....eevuvveeriiiiriiiieriie ettt ettt et see e s 14
1- EPIdEmIOLIOZIE .....eoiniiiiiiiiiiiee ettt e 14

1.1-  Situation dans 1€ MONAE .........cocueeriiiiiiiiiiiieiee e 14

1.2-  Situation dans la zone Sud-Ouest de I’Océan Indien et a La Réunion............... 17

2- Caractéristiques MiCTODIOIOZIQUES .......veerurieriiieriiieriie ettt 19

2.1- Taxonomie et ClasSIfICAtIONS ......cocueeriieiieriiiieenie ettt 19

2.2- Caractéristiques morphologiques et métaboliques...........cccvveerireercieeenieeenreennns 23

2.3-  GENOMIQUE DACIETICNNE .....c.uveieiiieeieiieeiieeeiteeeieeeeiteeeieeeeteeeneaeeenebeeenabeesaneeenns 24

2.4- Cycle de transmiSSiOn €t TESEIVOITS ...cceuuveerrureerrireeriieesieeerieeesreeeseeeesireessireenans 26

2.5- Particularités de la zone Sud Ouest de I’Océan Indien SOOI.............ccoceeeeneen. 27

3- L5331 1 | LSS 28

3.1- Présentations cliniques de la leptospirose humaine ............ccccceeeeiveerieeenneennnee. 28

3.2- Leptospirose : clinique a la REUNION .........c.cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiceeeee, 32

3.3- Facteurs pronostiques de mortalité et de leptospirose grave..........ccoeceeeeeuveennnee. 33

4- DIAZNOSTIC. c.vtteeirieeiieeeiiee ettt e eieeeette et eestteeetaeeebaeeesaeessseeenssaeensseeenssaeensseeennnes 38

5- TTAILEIMENE «...eenteeitieite ettt ettt et e st e e st e bt e sabeebeesaeean 41

5.1 Traitement CUratif..........cocueeiiiiriiiiieiieeeeeee e 41

5.2- Traitement PréVENTIf........cooviiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt 43

6- Formes chroniques et complications 2 MOYen terme ............ccecveeerveeerveeeruveennns 44

IL. Relation hote pathogene : immunopathologie de la leptospirose ..........ccccveenee.. 46

1- MOdRIES A’ ELUAE ...ttt 47

2- Mécanismes d’entrée et de diffusion du pathogene ...........cccoevveeviiiiiniiinnennns 50

2.1- Voies d’entrée et barrieres Naturelles ...........ooveerieriiiniiiiiiniceeeieeeeseeeeee 50

2.2- Diffusion h€mMatOZENEe .........c.eeevviiiiiieeiiie ettt eeereeenes 52

2.3- Echappement au complément.............cocueeiiiiiiiiiiniiiieniieenieeeee e 54



2.4-  AUEINIES A OTANES....ceerurieiriiieiritieeiiee et ee ettt e ettt e et e e st e e sbeeesabeeesabeessabeesaeeesans 58

3- REPONSE IMMUNILAITE. ... ..eeeniiieiiiiiiiiee ettt e iee e 65

3.1- Facteurs de susceptibilité en lien avec le systtme immunitaire de I’héte.......... 65

3.2- Réponse immunitaire iNNEE.........cccuveeruieeriiieeriieeieeereeeeieeesieeesaeeessreeensneeenenes 66

3.3- Réponse immunitaire adaptatiVe .........c.ceovveeerireerriieenniieeniieenieeenieeesieeeesieee s 81
HYPOTHESE et OBJECTIES ......cuiiiiiiieeteeet ettt st 86
RESULTATS ...oocoomiemitneieeeesee s ssseess st sttt 88
L Etude des lymphoCytes TYO .......cvcveueuiuiriiiererieiieieieieieeeeet et 88

1- COMLEXER ettt ettt ettt ettt be e et e s s b e sae e et e sateeneenaneas 88

2- Hypothese et ObJECHIES .....ccovuiiiiiiiiiiie et 89

3- ATHCIE 1ottt ettt e 90

4- RESUILALS PIINCIPAUX veevvvieeiiiieeiieeeiieesteeeetee et e e iaeeeaee e st e e saeeesebeeeseaeeeesaeennnes 96

IL. Etude des polynucléaires neutrophiles (PNN) ........cccooiiiiiiiiiiiiiiniecicceieeeeeee 97

1- COMNLEXEE ..enveeieeieeeie ettt ettt ettt ettt et e e sae e st esae e et e saeeeneenaneas 97

2- Hypothese €t ODJECHES ....oeeviiiiiiieiiie ettt e 100

3- ATTCIE 2.ttt ettt 101

4- RESUItats PrINCIPAUX ..ccoouvieiriiieiiiieeiee ettt ettt 116

ML Etude des marqueurs d’activité des cellules endothéliales...............ccccuveennenn. 117

1- COMNEXLE .ottt ettt sttt et e st e e st e et e e e bbeesbbeesnbeenane 117

2- Hypothese €t ODJECHS ....cevviiiiiiieiiie et e e 118

3- ATHCIE 3ttt st 118

4- RESUILats PrINCIPAUX ..ceeuvieiiiieiiiie ittt e s 144
DISCUSSION ...ttt ettt sttt ettt et e st e bt e b e e st e st e ensesseesbeensesneenseensesnean 145
L Discussions spécifiques de chaque article ...........cccveeviieeriieenieeeiiie e, 145
1- Taux des IymphoCytes TYO . ...cccuiiiiiieeiieeiee e 145

2- Phénotype des polynucléaires neutrophiles : ...........ccoceeeviiiiniiieinieennieenneen. 147

3- Marqueurs d’adhésion solubles issus des cellules endothéliales ..................... 150

IL. Discussion : éléments de réflexion générale............cceecveeeriieenieeenieeerieeeieeenee, 152
1- POINES TOTES: .eneiiiitieiie et 153

2- Limites du modele d’étude :.........ccoeviiiiiiniiiiiiiiieceeeee e 154
CONCLUSION et PERSPECTIVES ......coioiiiiitiieteeetete ettt 157
REFERENCES ... .ottt ettt ettt et e e et e bt et e saeenbeensesnean 160



Table des figures

Figure 1 : incidence de la leptospirose dans le monde. ..........cccccueeveiieeriiieeniieenieeeiee e, 15

Figure 2: impact de la leptospirose en termes de nombre d’années de vie corrigé du

facteur d’invalidité (DALY's) pour 100 000 habitants .............cceevieeriiieniiieiniieiieeeieeeiieeeae 16

Figure 3: nombre de cas de leptospirose déclarés en France métropolitaine et territoires

d’Outre-Mer entre 20006 €t 2014.......couiiiiiiiieeeee e 17
Figure 4: observation de leptospires en microscopie €lectronique............ccccvveereveeereveennnen. 23
Figure 5 : cycle d'infection de 1a IeptOSPITOSE. ......ccvuvieeriiieiriiieeiiee e e eeiee e 27

Figure 6: évolution de la charge bactérienne et mise en place de la réponse immunitaire

MUINOTALE ...ttt ettt e e e e e ettt b a s eeeesseeeeesasaaeeseeeessessnannnaaaees 31

Figure 7: phases de la leptospirose et principaux moyens diagnostiques selon la

chronologie de 1a MAlAIe .......c..ceeouiiiiiiiiiiie ettt e e sae e e b e e esaeeenes 40

Figure 8: physiopathologie multifactorielle de 1a 1eptoSpIrose ...........cccceeeveeneerveeneecnnnen. 47

Figure 9 : étapes initiales de pénétration et diffusion hématogene des leptospires

PALNOZRIIES ...veeeiiieeeiie et eetee et ee ettt e et e e ettt e etteeetaeesaseeeensaeeansaeensseeensseeeasseeesbeeesseeensseeenneenn 54

Figure 10: mécanismes d'échappement au systeme du complément développés par la

DACLETIC LEPIOSPITA. «.eeeeeveeeeeeieee et eeeee e ettt e e e ettt e e e e aaa e e e estaeeeesasseeaeesssbaeesessaeaeeanssaeaeans 57

Figure 11: coupe histologique de foie de cochon d’Inde infecté par un isolat clinique de

LePIOSPITA TNICTFOZAILS .....ceeeieeee ettt e e e e ettt e e e e e s ettt e e e e e s e s s easreeeeeeas 60

Figure 12 : mécanisme d'invasion des leptospires dans les travées d'hépatocytes............ 61

Figure 13 : structures biochimiques du LPS de Escherichia coli et de Leptospira

IFUECT OGS ...veeevveeeeeeeeeeeteaeeeesteeeesasteeeeansaaeeeaasssaaeesssssaeeaansssaaeansssaeeeenssaeaeannssaaeeanssseeesanssaens 68
Figure 14 : étape du processus de recrutement tissulaire et diapédese des leucocytes. .... 99
Figure 15: schéma de synthese des résuktats principaux de nos études............cceeevuveenn. 157

10



Table des tableaux

Tableau 1: classification sérologique des especes de Leptospira ........ceeceveeeceeeercveeencveeennnenn. 21
Tableau 2: classification génomique des especes de Leptospira reconnues en 2017 .............. 22

Tableau 3: syntheése des principales études analysant les facteurs pronostiques de la

leptospirose humaine

11



Abréviations

ALAT
ARS
ASAT
CAM
CD
CIRE OI
CLR
CNR
CPK (ou CK)
CRP
CXCL-8

DC-SIGN

DAMP
ELISA
HLA

ICAM

IL

LB
LCR
LERG
LPS
LT
LTyo

MAT

Alanine amino-transférase

Agence régionale de santé
Aspartate amino-transférase

Cell adhesion molecule

Cluster of differentiation

Cellule de I’'Institut de Veille Sanitaire en Région Océan Indien
C-type lectin receptor

Centre national de référence
Creatinine phosphokinase
C-reactive protein

Chemokine (c-X-C motif) ligand 8

Dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-
integrin

Danger-associated molecular pattern
Enzyme-linked immunosorbent assay
Human leukocyte antigen

Intercullar cell adhesion molecule
Immunoglobuline

Interleukine

Lymphocyte B

Liquide céphalo-rachidien
Leptospirosis burden epidemiology reference group
Lipopolysaccharide

Lymphocyte T

Lymphocyte T gamma-delta

Microscopic agglutination test

12



MCP-1

Mce

MEC

NET

NK

NLR

OMS

PAMP

PBMC

PCR

PCT

PECAM

PNN

PRR

RLR

ROS

RT-PCR

sE-sélectine

sICAM-1

SOOI

sP-sélectine

TCR

TLR

TNFa

UMR PIMIT

VCAM

WHO

Monocyte chemoattractant protein-1
Mammalian cell entry

Matrice extracellulaire

Neutrophil extracellular trap

Natural killer

NACHT and leucin rich proteins
Organisation mondiale de la santé
Pathogen-associated molecular patterns
Peripheral blood mononuclear cells
Polymerase chain reaction
Procalcitonine

Platelet endothelial cell adhesion molecule
Polynucléaires neutrophiles

Pattern recognition receptor

RIG-I-like receptor

Reactive oxygen species

Real time-polymerase chain reaction
Forme soluble de E-sélectine

Forme soluble de ICAM-1

Sud Ouest de I’Océan Indien

Forme soluble de P-sélectine

T cell receptor

Toll-like receptor

Tumor necrosis factor alpha

Unité mixte de recherche Processus infectieux en milieu insulaire tropical
Vascular cell adhesion molecule

World health organization

13



INTRODUCTION

Généralités sur la leptospirose

Cette premiere partie a pour but de situer la leptospirose dans le domaine de la santé, en
particulier humaine. Il ne s’agit pas d’une revue exhaustive des connaissances mais d’un
préambule nécessaire a la compréhension de la problématique de mon travail de recherche,

dans le contexte réunionnais de cette pathologie.
1- Epidémiologie
1.1- Situation dans le monde

La leptospirose est une infection bactérienne zoonotique c’est-a-dire transmise
naturellement des animaux vertébrés a I’homme, et vice-versa. La répartition est mondiale
mais prédomine dans certaines zones en fonction des conditions climatiques, de salubrité et de
facteurs de risques d’exposition aux réservoirs animaux et d’environnement. Elle constitue un
enjeu de santé publique pour ’homme et les animaux (Picardeau 2015b). La plus récente
évaluation d’incidence mondiale d’apres une revue de littérature de 80 études rapporte une
estimation de 1,03 million de cas annuels, soit un taux d’incidence moyen de 14 cas pour
100 000 habitants et une mortalité de 7% (Costa et al. 2015). Ces chiffres sont possiblement
sous-évalués par manque d’information pour certaines zones du globe non pourvus en moyens
diagnostiques. Les zones les plus touchées sont celles présentant des conditions climatiques
de type tropicales ou subtropicales (Asie du Sud et du Sud-Est, Caraibes, Amérique centrale,
Océanie et Afrique sub-saharienne) ou I’incidence varie de 13 a 150 cas pour 100 000
habitants par an. Cette incidence apparait plus élevée dans les zones a faible niveau de vie,
avec 2 catégories de groupe particulierement a risque pour ces pays en voie de
développement : les personnes du monde agricole, et les personnes vivant dans des conditions
insalubres (bidonvilles, défaut d’évacuation des eaux usées). Les personnes atteintes sont dans

80% des cas des hommes et pour moitié dans la tranche d’age des 20-50 ans.
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Figure 1 : incidence de la leptospirose dans le monde selon Costa et al. 2015.

La leptospirose est ainsi considérée comme une des zoonoses les plus fréquentes, et affecte
plus particulierement les populations vulnérables. A ce titre, 'OMS a engagé des travaux
d’évaluation concernant I’impact de la leptospirose afin d’améliorer la recherche et les actions
contre la maladie chez I’Homme. Ces travaux sont coordonnés par le groupe de référence de
I’impact épidémiologique de la leptospirose (LERG : Leptospirosis Burden Epidemiology
Reference Group) (WHO 2010). Suite a la revue des études permettant d’estimer 1’incidence
de la maladie (Costa et al. 2015), son impact a été évalué en terme de nombre d’années de vie
corrigé du facteur d’invalidité (DALY's pour Disability-Adjusted Life Years). Ce critere de
DALY combine pour tous les patients affectés le nombre d’années de vie perdues en cas de
déces et le nombre d’années perdues par invalidité consécutive a la maladie. Le taux de
DALYs a été estimé a pres de 3 millions pour la leptospirose (Torgerson et al. 2015). Pour
comparaison, ce taux de DALYs situe la leptospirose a un niveau proche des leishmanioses,
bilharzioses et du choléra ; et reste nettement inférieur au paludisme. Ces indicateurs rendent
compte de I'importance mondiale de la leptospirose et justifient les efforts de recherche en

termes d’épidémiologie, de physiopathologie et de traitement.
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Figure 2: impact de la leptospirose en termes de nombre d’années de vie corrigé du

facteur d’invalidité (DALYs) pour 100 000 habitants (issu de Torgerson 2015)

Les travaux du LERG ont aussi permis de réévaluer les déterminants de la transmission
de la leptospirose en terme d’environnement et de comportements a risque (Mwachui et al.
2015). Les facteurs les plus significatifs sont : une exposition a 1’eau douce, aux rongeurs, au
bétail. Pour I’exposition a I’eau il s’agit essentiellement des mauvaises conditions sanitaires
(défaut d’évacuation des eaux usées), des inondations et fortes précipitations dans les pays
pauvres, et des activités récréatives en pays développés (péche, canyoning). Comme explicité
a la section microbiologie, la bactérie survivrait mieux dans 1’environnement en cas de forte
humidité et de température élevée ce qui explique une majoration du risque de contamination

dans les situations précédentes.

A la Réunion les études réalisées retrouvent ce méme type de facteurs de risque, avec une
proportion plus conséquente de cas liés a des activités récréatives en eau douce
comparativement aux pays en voie de développement. Ainsi sur 350 cas avérés, les
principaux facteurs d’exposition retrouvés €taient : habitat en milieu rural (70%), activités de
jardinage au domicile (64%) ou d’agriculture (50%), élevage domestique de volaille (45%),
contact avec des rats (38%), baignade en eau douce (24%) ou péche (21%) (Frédéric Pages et
al. 2014). Des épidémies ont méme été décrites lors d’activité de triathlon (F. Pages et al.
2016). Concernant le risque majoré du fait des conditions climatiques, il est observé une

recrudescence des cas entre janvier et avril, ce qui correspond a la saison chaude a forte
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pluviométrie (Amélie Desvars, Jégo, et al. 2011). Les cas sont d’ailleurs fréquemment

observés dans les régions les plus pluvieuses de 1’1le (Frédéric Pages et al. 2014).

1.2- Situation dans la zone Sud- Ouest de I’'Océan Indien et a La

Réunion

En France métropolitaine I'incidence moyenne en 2014 était de 0.9 pour 100 000
habitants tandis que dans les Département d’Outre-Mer francais (DOM), la leptospirose est
une affection endémique et son incidence est nettement supérieure a celle de la métropole
pour des raisons climatiques essentiellement (CNR de la Leptospirose 2014). L’incidence est
ainsi de 10 fois (La Réunion, Nouvelle-Calédonie) a plus de 30 fois (Polynésie Francaise,
Mayotte, Guyane, Guadeloupe, Martinique) plus élevée dans les DOM par rapport a la
Métropole. On retrouve le caractere saisonnier de la leptospirose avec 1’apparition de pics
épidémiques lors de la saison des pluies ou de phénomenes climatiques inhabituels tels que

les ouragans.
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Figure 3: nombre de cas de leptospirose déclarés en France métropolitaine et territoires

d’Outre-Mer entre 2006 et 2014 d’apres le CNR leptospirose 2014
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Ces ¢éléments font de la leptospirose une maladie a déclaration obligatoire aupres des
autorités de santé dans les DOM, avec une mise en ceuvre depuis 2004 a la Réunion. Les
données colligées par I’Agence Régionale de Santé (ARS) sont analysées par la Cellule de
I’Institut de Veille Sanitaire en Région Océan Indien (CIRE-OI) avec un rapport transmis
annuellement. Le nombre de cas notifiés évolue entre 40 et 80 par an soit une incidence
variant de 5 a 10 pour 100 000. Pres de 90% des cas confirmés ont été hospitalisés et plus
d’un tiers des patients ont séjourné en réanimation (CIRE Océan Indien 2016a; Frédéric Pages
et al. 2014). Une étude en population générale a la Réunion réalisée en 2006 rapporte une
séroprévalence de la leptospirose de 0,66% +/- 0.34 d’apres une détermination par le test
MAT (microscopic agglutination test) (Amélie Desvars, Gigan, et al. 2011). La mortalité a la
Réunion sur les dernieres années est globalement stable a 4-5% des cas

diagnostiqués/déclarés.

Les données issues des autres territoires de la zone Sud-Ouest de I’Océan Indien
confirment une incidence plus forte dans les pays plus proches de 1’équateur, tels Mayotte et
les Seychelles (Yersin et al. 1998). Néanmoins, nous ne disposons pas de données publiées
sur les taux d’incidence pour Madagascar, 1’lle Maurice et les Comores (Amélie Desvars,
Michault, et Bourhy 2013). Le défaut de moyens diagnostiques et/ou de systeme de
surveillance systématique de la maladie sont probablement responsables de ce biais
d’information, puisque la maladie y est présente car décrite dans des études de séroprévalence
pour les Comores (Gomard et al. 2014) et Madagascar (Ratsitorahina et al. 2015), ainsi que

chez des voyageurs en retour de ces zones (Simon et al. 2012; Frédéric Pages et al. 2015).

L’ensemble de ces données indique une importance relative de la leptospirose en termes
d’épidémiologie dans la zone Sud-Ouest de I’Océan Indien. Afin de mieux situer la place de
la leptospirose parmi les maladies infectieuses tropicales rencontrées a la Réunion, voici
quelques données sur les autres maladies rencontrées localement. Les maladies telles que le
paludisme, les bilharzioses, la fievre jaune, sont absentes de la Réunion. Les principales
maladies tropicales rencontrées sont les arboviroses, évoluant en général sur un mode
épidémique ou bien par micro-foyers. Cela concerne en particulier le virus du Chikungunya et
les virus de la dengue. Le chikungunya a été responsable d’une épidémie de grande ampleur
avec plus de 240 000 cas rapportés, soit plus d’un tiers des réunionnais touchés en 2005-2006
(Renault et al. 2007; Balleydier, D’Ortenzio, et Renault 2008; Gérardin et al. 2008). Depuis,

cette infection a été nettement contrdlée et aucun cas autochtone n’a été diagnostiqué a partir
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de 2010. Concernant la dengue, on recense une trentaine de cas par an, en général autour de
foyers bien localisés, et avec une extension limitée grace aux mesures sanitaires préventives
appliquées sur les vecteurs (moustiques). En 2016, une épidémie de 213 cas de dengue
autochtones ont été dénombrés (CIRE Océan Indien 2016b). Le virus zika responsable d’une
épidémie mondiale depuis 2013 n’a pas affecté la Réunion en dehors de quelques cas

importés.

La leptospirose, bien que peu fréquente a la Réunion (moins de 100 cas diagnostiqués par
an), reste une maladie préoccupant localement les acteurs de santé publique (ARS, CIRE-OI)
de par son caractere endémique, sa potentielle gravité et 1’existence de moyens de prévention.
Cette préoccupation est aussi celle des cliniciens en établissements de soins qui sont
régulicrement confrontés a cette maladie dont pres de 90% des cas diagnostiqués sont
hospitalisés. Ces éléments expliquent la place de la leptospirose dans les thématiques de
recherche locales, au sein du CHU comme de ’'UMR PIMIT qui ceuvrent pour mieux
apprécier les déterminants de la physiopathologie de I’infection de maniere transversale :
réservoirs et biodiversité, pouvoir de virulence de la bactérie et les relations hote-pathogene.

C’est dans la continuité de cet effort collectif que s’inscrit mon travail de recherche.

2- Caractéristiques microbiologiques

2.1- Taxonomie et classifications

La leptospirose est causée par des agents infectieux bactériens du genre Leptospira,
famille des Leptospiraceae. Ces bactéries sont de la famille des spirochetes (phylum
Spirochaetes) au méme titre que les agents de la maladie de Lyme (Borrelia burgdorferi) et
de la syphilis (Treponema pallidum). Les spirocheétes sont des bactéries hélicoidales,
caractérisées par une paroi bactérienne particuliere : elles comportent un filament axial,
assemblement de flagelles internes, situé entre la membrane plasmique et la membrane

externe. Ce filament axial leur confere une grande mobilité.

Le genre Leptospira comporte trois catégories de bactéries : saprophytes, pathogenes et
intermédiaires. Les premieres ne sont pas responsables de pathologies humaines ou animales
contrairement aux secondes, et les dernieres n’ont pas été démontrées comme pathogenes

expérimentalement. Pour chacune de ces catégories plusieurs especes ont été identifiées, que
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ce soit selon les méthodes historiques sérologiques avec des sérogroupes regroupant des
sérovars, ou selon les méthodes plus récentes de génomiques. On peut citer pour les plus
connues : L. biflexa pour le groupe saprophyte, L interrogans, L. kirschneri et L.
borgpetersenii pour le groupe pathogene. Ces deux méthodes de classification, sérologique et

génomique, ne sont pas superposables comme détaillé ci-dessous.

La classification sérologique (Tableau 1) repose sur l'identification phénotypique des
antigenes bactériens a 1’aide d’anticorps issus de sérums selon la technique MAT
(Microscopic agglutination test). Les antigénes reconnus sont donc sur la paroi bactérienne et
principalement issus du LPS (lipopolysaccharide). Le sérogroupe le plus connu est L.
interrogans sérovar Icterohaemorrhagiae, dont le nom illustre bien un tableau clinique
répandu de la maladie associant alors ictére et saignements, notamment pulmonaires. Cette
classification est complexe car plus de 300 sérovars ont été décrits, et surtout plusieurs
especes peuvent correspondre a un méme sérogroupe, tandis que certains sérovars
correspondraient a une méme espece selon les données issues de la génomique (Picardeau

2013; P. N. Levett 2001).
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Tableau 1: classification sérologique des especes de Leptospira (issu de Picardeau 2013)

Species Serogroup Serovar Strain
Pathogenic

L. interrogans Icterohaemorrhagiae  Copenhageni Fiocruz LI-130

L. kirschneri Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V

L. noguchii Panama Panama CZ 214K

L. borgpetersenii  Sejroe Sejroe Ms4

L. weilii Celledoni Celledoni Celledoni

L. santarosai Tarassovi Atlantae LT8I1

L. alexanderi Manhao Manhao 3 L 60

L. alstonii ND Sichuan 79.601

L. kmetvi ND ND Bejo-1so 9
Intermediate

L. wolffii ND ND Korat-H2

L. licerasiae ND Varillal VAROI0

L. inadai Tarassovi Kaup LT64-68

L. fainei Hurstbridge Hurstbridge BUT6

L. broomii Undesignated ND 5399
Saprophytes

L. wolbachii Codice Codice CDC

L. meveri Semaranga Semaranga Veldrat

L. bifiexa Semaranga Patoc Patoc |

L. vanthielii Holland Holland WaZ Holland

L. terpstrae ND ND LT 11-33

L. vanagawae Semaranga Saopaulo Sao Paulo
ND: not determined.

La classification génomique ou moléculaire repose sur des analyses issues de geénes
bactériens, en particulier I’ARN ribosomal 16S (locus rrs2). Elle est plus récente que la
classification sérologique du fait du recours a la biologie moléculaire et son essor dans les
années 1980. Elle identifie a I’heure actuelle 22 especes (ou génomo-especes) d’apres la
derniere mise a jour établie (Paul N Levett 2015) et les publications récentes décrivant une
autre espece pathogene identifiée chez ’homme sur I'lle de Mayotte : L. mayottensis (Pascale
Bourhy et al. 2014). Etant donné les progres de la génomique il est probable que d’autres
especes seront identifiées a 1’avenir, ou bien reclassées en fonction des données issues des

analyses de génomique comparative (Fouts et al. 2016).
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Tableau 2: classification génomique des especes de Leptospira reconnues en 2017

Especes pathogenes Especes pathogenes Especes saprophytes

(groupe I) intermédiaires (groupe II) (groupe III)

L. interrogans L. inadai L. biflexa

L. kirschneri L. broomii L. wolbachii

L. borgpetersenii L. fainei L. meyeri

L. santarosai L. wolffii L. vanthielii

L. noguchii L. licerasiae L. terpstrae

L. weilii L. idonii

L. alexanderi L. yanagawae

L. kmetyi

L. alstonii

L. mayottensis

Il existe de nombreuses discordances entre les méthodes de classification génomiques et
sérologiques. Certaines souches classifiées pathogenes selon la premiere méthode ont été
historiquement identifiées comme saprophytes selon la seconde, et inversement (P. N. Levett
2001). La classification génomique devrait étre utilisée a 1’avenir afin de permettre de faciliter
les comparaisons entre études, d’améliorer les connaissances sur 1’épidémiologie et la
physiopathologie de la maladie (Paul N Levett 2015; Fouts et al. 2016). En effet, au-dela de la
classification, les connaissances issues de la génomique permettent a présent d’identifier les

genes qui sont associés a la pathogénicité des souches grace a la génomique comparative.

A la Réunion, les especes pathogenes identifiées sont principalement L. interrogans
sérogroupe Icterohaemorrhagiae selon la classification sérologique (Frédéric Pages et al.
2014). Les données plus récentes permettent d’identifier, au sein de la classification
génomique, qu’il s’agit de Leptospira interrogans dans plus de 95% des isolats cliniques,
sinon de Leptospira borgpetersenii (Naze et al. 2015; Guernier et al. 2016). Cette écologie
bactérienne peut étre tres différente d’une ile a I’autre. A Mayotte, il a été identifié une plus
grande variété d’especes : Leptospira interrogans, Leptospira borgpetersenii, Leptospira
kirschneri, et Leptospira mayottensis, la derniere espece décrite de la classification génétique

(P. Bourhy et al. 2012; Pascale Bourhy et al. 2014).
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2.2- Caractéristiques morphologiques et métaboliques

Les leptospires sont des bactéries allongées de 6 a 20 um de long et fines de 0,1-0,15 um
de large. Elles ont un aspect hélicoidal, ou spiralé, et peuvent avoir un aspect recourbé aux
deux extrémités leur conférant un aspect de crochet ou de point d’interrogation ayant valu le
nom de genre L. interrogans (Figure 4). Tout comme les bactéries a Gram négatif, les
leptospires ont deux membranes : interne (ou cytoplasmique) a laquelle est accolée le
peptidoglycane, et externe qui comporte le LPS et les protéines de membrane. Entre ces deux
membranes se trouvent 2 flagelles périplasmiques (ou endoflagelles) indépendants qui
assurent la mobilité de la bactérie. Celle-ci est ainsi capable de se mouvoir dans des milieux
visqueux, ou encore sur le sol en milieu humide par des mouvements de type reptation
(Cameron 2015). La composition de la membrane externe, les particularités des flagelles
internes font des leptospires des bactéries uniques en comparaison aux bactéries a Gram
négatif en général, mais aussi des autres spirochetes. Par exemple le LPS des leptospires a une
composition particuliere qui le distingue des LPS des autres genres bactériens (Haake et
Ziickert 2015; Catherine Werts 2010). Cette singularité a possiblement des conséquences en
termes de physiopathologie pour le pouvoir pathogene (virulence, fonction d’endotoxine) et la
reconnaissance du microorganisme par 1’hote (Kelesidis 2014). Ceci sera développé plus

avant dans la seconde partie de I’introduction.

Figure 4: observation de leptospires en microscopie électronique, tiré de Picardeau 2013
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La bactérie est aérobie obligatoire avec une croissance optimale a 28-30°C. Cette
température est celle utilisée pour cultiver la bactérie in vitro sur milieux spéciaux a des fins
de diagnostic ou de recherche, mais la bactérie peut survivre a des températures plus
extrémes : 37°C pour les pathogeénes et 10-13°C pour les saprophytes de I’environnement
(Cameron 2015). Cette température optimale de pousse explique que la bactérie soit plus
fréquemment responsable d’infections dans les milieux tropicaux et donc la répartition décrite
au paragraphe 1.1. Certaines souches pathogenes peuvent de plus survivre plusieurs semaines
ou mois dans I’environnement et ainsi maintenir des cycles de réinfestation d’hotes plus

facilement.

Le génome bactérien code pour tous les genes de synthese des acides aminés, de la
machinerie de synthése des acides nucléiques, ainsi que différentes vitamines utiles au
métabolisme protéique. Bien que la bactérie soit capable de réaliser un métabolisme complet
des glucides, elle tire sa principale source d’énergie de la beta-oxydation des acides gras a

longues chaines issus de I’environnement.

2.3- Génomique bactérienne

La taille du génome varie entre 3,9 et 4,6 Mb selon les especes. La bactérie comporte
deux chromosomes circulaires, I’un de grande taille, 1’autre nettement plus réduit : 4,3 Mb et
350 kb respectivement pour L. interrogans. Pour les souches saprophytes il existe un

troisieme réplicon circulaire supplémentaire de 74 kb (Picardeau 2015a).

Les génomes de plusieurs bactéries ont été séquencés, au sein des 3 classes de
leptospires : pathogéniques (L. borgpetersenii, L. interrogans, L. santarosai) intermédiaires
(L. licerasiae) et saprophytes (L. biflexa) (Picardeau 2015a). L’analyse comparative permet de
mettre en évidence les genes communs aux 3 groupes, mais aussi ceux qui different et
indiquent d’éventuels facteurs de virulence, de métabolisme entre autres. Ainsi L.
borgpetersenii a un génome amputé de 700 kb par rapport a L. interrogans : les genes
concernés seraient ceux participant au métabolisme des nutriments pour 1’aide a la survie
prolongée dans I’environnement. Il en résulterait que la génomo-espece L. borgpetersenii
aurait un désavantage de maintien en dehors des hotes habituels et nécessiterait un cycle de

transmission hote-hote plus direct (Bulach et al. 2006).
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L’approche génétique constitue un tournant dans la compréhension de la maladie. Les
outils génétiques accessibles a présent ont permis de faire avancer rapidement les
connaissances sur la physiologie des leptospires, leurs potentiels facteurs de virulence, ainsi
que les mécanismes de phylogénie a 1’échelle de larges territoires et d’adaptation a un ou
plusieurs hotes (Lehmann et al. 2014; Fouts et al. 2016). Parmi les outils utilisés ces 2
dernieres décennies, on peut citer ceux de la mutagénese aléatoire et dirigée associés a I’étude
de la virulence in vitro et sur des modeles animaux. La perte de fonction des genes mutés est
corrélée a la modification du phénotype au sens large, incluant les fonctions bactériennes
telles que motilité, métabolisme, adhésion et infiltration au sein des tissus de 1’hote.
Néanmoins ces travaux sont complexes et peu rentables sur le genre Leptospira contrairement

aux bactéries plus «conventionnelles » notamment a cause des conditions de culture

fastidieuses (Picardeau 2015a).

Du fait d’un nombre croissant de génomo-especes séquencées et des capacités d’analyse
actuelles de ces métadonnées, les chercheurs ont pu commencer a procéder a des analyses
comparatives (Lehmann et al. 2014). L’étude récente de (Fouts et al. 2016) illustre trés bien
cette mise a profit pour Leptospira. Dans ce travail de large ampleur, les auteurs ont repris les
génomes des bactéries completement ou partiellement séquencées et les ont analysés en
catégorisant les genes selon 1’appartenance a des groupes pathogéniques ou saprophytes. Les

principaux enseignements issus de cette étude remarquable sont :

- Les Leptospira pathogenes possedent une meilleure expression du systeéme
CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced Palindromic Repeats ou courtes
répétitions palindromiques regroupées et régulierement espacées), suggérant que ce
systeme de réparation de I’ADN leur confere un atout pour la virulence et explique
potentiellement les difficultés a générer des mutations dirigées.

- La confirmation de certains éléments associés a la pathogénicité des leptospires, tels
que des systemes de sécrétion protéiques, des molécules d’adhésion, des facteurs de
mobilité et chimiotactisme. Le travail a aussi permis la découverte de nouveaux
éléments prometteurs : nouveau gene de virulence VM (pour virulence modifying),
mécanismes spécifiques de modifications et sécrétions de protéines et lipoprotéines.

- D’un point de vue phylogénique: d’apres les prédictions basées sur les genes
concernant le métabolisme bactérien, les leptospires pathogenes ont pu s’adapter a

certains hotes mammiferes et a I’environnement grace a la présence de genes
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concernant le métabolisme des porphyrines, de la vitamine B12 et de I’acide

sialique.

Ce travail vient renforcer la classification génomique des bactéries du genre Leptospira

telle que décrite au Tableau 2, page 22.

2.4- Cycle de transmission et réservoirs

En tant que zoonose la leptospirose est transmise soit directement entre deux animaux,
soit indirectement par le biais de I’environnement : eau ou sols contaminés. Classiquement on
distinguait 2 modeles d’infection: certains animaux peuvent présenter une infestation
chronique, avec portage de leptospires qui persistent au sein des tubules rénaux (hotes
réservoirs); d’autres sont considérés comme des hotes accidentels et présentent généralement
des signes d’infection aigu€ sans portage chronique. Les animaux porteurs sains sont
d’excellents vecteurs de la bactérie car elle s’y réplique et elle est disséminée régulierement
dans I’environnement au travers des urines excrétées. Ceci est particulierement vrai pour les
rats qui sont ’hote emblématique de la leptospirose, parfois appelée « maladie des rats ».
Néanmoins de nombreux autres réservoirs ont été¢ démontrés parmi les animaux domestiques
et sauvages : chiens, bétail, chauve-souris, rongeurs terrestres, etc. ceci explique la présence
de la bactérie sur tous les continents et quasiment toutes les latitudes (Bharti et al. 2003).
Néanmoins cette distinction d’hotes accidentels et réservoirs asymptomatiques n’est pas
toujours si claire et le paradigme a évolué. En effet certains modeles animaux classés comme
réservoirs peuvent €tre infectés de maniere bruyante et succomber a l’infection, tel les
hamsters (Matsui et al. 2016). A contrario il a été retrouvé un portage rénal (excrétion urinaire

en fait) chez I’étre humain a distance dde toute infection aigué (Ganoza et al. 2010).

Le cycle d’infection comporte ainsi: une excrétion urinaire avec persistance de la
bactérie dans 1’environnement, une infection d’un nouvel hote via la peau ou les muqueuses,
une dissémination de la bactérie par voie hématogene vers les organes cibles, et enfin une
atteinte des reins avec la présence de bactéries a plus ou moins long terme selon 1’héte. Ce
cycle est schématisé dans la Figure 5. Ces éléments expliquent les facteurs d’exposition a
risque reconnus : contacts avec des rongeurs, des eaux usées, de 1’eau douce, des zones

inondées ou a forte pluviométrie/humidité (cf. paragraphe 1.1). L’ensemble de ces facteurs
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(environnement, réservoirs) et le type de bactérie déterminent I’épidémiologie de la

leptospirose en fonction des pays.
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Figure 5 : cycle d'infection de la leptospirose issu de (Albert I. Ko, Goarant, et

Picardeau 2009).

2.5- Particularités de la zone Sud Ouest de I’'Océan Indien SOOI

L’écologie de la leptospirose au sein de la zone SSOI comporte quelques singularités
liées a la géographie, notamment iles éparses avec réservoirs parfois distincts et évolution

d’especes bactériennes différentes selon les localisations.

Les réservoirs potentiels ont été assez bien étudiés dans la plupart des zones du SSOI ou
la pathologie humaine a été analysée (cf. paragraphe 1.2). A la Réunion, les réservoirs
classiques que sont les rongeurs sont prédominants et les autres mammiferes démontrés sont
classiquement, les chiens, chats, caprins, bovins comme cela a été signalé dans 1’étude de
séroprévalence et de portage rénal réalisée sur ces animaux a la Réunion (A. Desvars et al.
2013). On peut citer certains réservoirs originaux tels que le tangue (tenrec en anglais), petit

rongeur ressemblant a un hérisson, qui est présent a la Réunion, Mayotte, Madagascar, I’lle
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Maurice et aux Comores. Les chauves-souris sont aussi un réservoir potentiel avec des
animaux retrouvés dans tous ces territoires et différentes especes présentes a Madagascar qui
est une ile de forte biodiversité (Lagadec et al. 2012; Dietrich et al. 2014). Malgré cette forte
biodiversité malgache, le réservoir principal a Madagascar reste probablement le rat
(Rahelinirina et al. 2010). I n’existe pas ou peu de données pour les Seychelles et 1'lle

Maurice (Amélie Desvars, Michault, et Bourhy 2013).

Bien que de nombreux animaux semblent pouvoir étre porteurs chroniques de leptospires,
la transmission a ’homme ne semble pas pouvoir se faire pour toutes les especes identifiées
chez ces animaux vecteurs. Par exemple, une étude réalisée a la Réunion entre les
correspondances d’especes identifiées au niveau génomique pour les cas humains et les
réservoirs potentiels met en évidence que les humains s’infectent principalement par le biais
de leptospires retrouvées chez les rats, et dans une moindre mesure, chez les chiens. Les
autres animaux réservoirs n’apparaissent pas comme une source de contamination (Guernier
et al. 2016). Des résultats similaires ont été observés dans une étude réalisée a Mayotte avec
une prédominance de la concordance pour les leptospires issues des rats (Amélie Desvars et

al. 2012).

L’apport des informations concernant I’identification des espeéces bactériennes chez
I’homme et I’animal est majeur en termes de : politique de santé publique, compréhension des
mécanismes d’adaptation hdte/pathogéne et phylogénie. On peut citer I'exemple de
I’évolution parallele des tangues a Mayotte (issus de Madagascar) et de I’espece nouvellement
décrite sur cette ile et qui semble unique au monde : L. mayottensis (Pascale Bourhy et al.
2014). L’hoéte unique retrouvé de cette espece bactérienne est constitué du tangue, bien que
d’autres especes bactériennes circulent a Mayotte (cf. paragraphe 2.1) et puissent aussi

infecter ’homme (Lagadec et al. 2016).

3- Clinique
3.1- Présentations cliniques de la leptospirose humaine

La leptospirose est une maladie de présentation protéiforme. Elle est classiquement
décrite comme pouvant induire un éventail de manifestations allant d’un simple syndrome

grippal spontanément résolutif jusqu’a une défaillance multi-viscérale avec risque 1étal (P. N.
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Levett 2001; Bharti et al. 2003). Ces éléments rendent le diagnostic difficile : il est estimé que
de nombreux cas de leptospirose ne sont pas diagnostiqués et pris a tort pour une autre

infection.

Apres une phase d’incubation moyenne de 7-10 jours (extrémes de 2 a 20 jours), les
symptomes initiaux comprennent essentiellement de la fievre et des myalgies, dans une
moindre fréquence des céphalées, douleurs abdominales, une suffusion conjonctivale et une
éventuelle éruption cutanée évanescente. A la phase d’état, ces symptomes peuvent persister
et s’associer a ceux de diverses atteintes d’organes témoignant de la dissémination de
I’infection. La fréquence de ces manifestations d’organes est difficile a apprécier car elle varie
grandement d’une série a l'autre, et dépend de la population d’étude (formes graves

hospitalisées uniquement analysées ou bien formes pauci-symptomatiques vues en

ambulatoire aussi inclues) (P. N. Levett 2001).

Parmi les complications d’atteintes d’organes les plus fréquentes on peut citer :

-I’atteinte rénale, responsable d’un tableau de néphropathie tubulo-interstitielle englobant
des manifestations allant de la simple protéinurie modérée a 1’insuffisance rénale aigué
anurique nécessitant le recours a I’épuration extra-rénale. Sa fréquence est estimée a 16 a
40%.

-I’atteinte hépatique. La cytolyse est souvent précoce et modérée tandis que la cholestase
est plus retardée avec une normalisation lente sur plusieurs semaines. L’élévation de la
bilirubine est un facteur de gravité fréquemment retrouvé (Hochedez et al. 2015; Tantitanawat
et Tanjatham 2003). Sa fréquence a été décrite de 0% jusqu’a 95% des cas illustrant la
disparité des informations issues des grandes séries cliniques (P. N. Levett 2001).

-I’atteinte respiratoire. Lors de la leptospirose ont été décrites des atteintes pulmonaires
diffuses responsables d’hémoptysies, d’cedéme pulmonaire aigu non cardiogénique (SDRA)
ou encore d’hémorragies intra-alvéolaires (Helmerhorst et al. 2012). La gravité de cette
atteinte est illustrée par les forts taux de mortalité associés, supérieurs a 50%, surtout dans les
pays pauvres en moyens de réanimation adéquats.

-I’atteinte hématologique se caractérise essentiellement par une profonde thrombopénie
associée a des saignements cliniques, notamment pulmonaires (Daher et al. 2014; J. F. P.
Wagenaar et al. 2010). L association a un état de coagulation intra-vasculaire disséminé induit

par la bactérie elle-méme est débattu (Chierakul et al. 2008; Monica L. Vieira et al. 2016;
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Edwards et al. 1986; J. F. P. Wagenaar et al. 2010). En dehors de la thrombopénie, on
retrouve aussi une modification modérée des taux de leucocytes avec d’une part une ascension
des polynucléaires neutrophiles (PNN), et d’autre part une baisse des lymphocytes (De Silva
et al. 2014).

-les autres atteintes viscérales, plus anecdotiques : atteinte cérébro-méningée, atteinte
cardiaque (myocardite), pancréatite ou encore des douleurs articulaires. Ces différentes

localisations illustrent bien le caractere systémique de 1’infection.

Historiquement, la forme considérée comme la plus grave a été décrite par Weil en 1886
et associe ictere et insuffisance rénale aigué (Weil 1886). Cette association assez évocatrice
de leptospirose, a présent dénommée syndrome de Weil (Weil’s disease pour les
anglophones), serait associée a une mortalité supérieure a 50%. Néanmoins, le syndrome de
Weil n’est pas I’apanage des formes graves de leptospirose : les patients peuvent décéder suite
a une détresse respiratoire, un choc hémodynamique, une atteinte neurologique centrale, sans
pour autant présenter un ictére ou une atteinte rénale avancée. Actuellement la dénomination
de syndrome de Weil semble utilisée pour toutes les formes graves de leptospirose, dépassant

la définition initiale de forme hépato-rénale sévere.

Dans la lignée de cette distinction historique, il est utile de rappeler qu’une conception
tres répandue de la maladie est celle d’une évolution biphasique de la maladie. La premiere
phase, appelée phase initiale, correspondrait a la période septicémique de diffusion de la
bactérie par voie hématogene. La bactérie gagnerait alors les organes cibles induisant les
diverses manifestations décrites ci-avant. Cette phase durerait en moyenne 7 jours. La
seconde phase, aussi appelée phase immune, serait celle de la réponse humorale avec
production d’anticorps dirigés contre les leptospires et de maniere contemporaine une
excrétion des leptospires dans les urines (Figure 6 et Figure 7). Cette distinction historique
tres schématique a été d’abord rapportée par Turner en 1969 (Turner 1969) puis largement
reprise et relayée dans la littérature internationale comme en témoignent la revue la plus citée
ces 15 dernieres années : Levett 2001, avec 1148 citations en date du 06 février 2017 selon le

site web of science (www.webofknowledge.com). Néanmoins cette dichotomie ne semble pas

correspondre a la majorité des situations ou ces deux phases, ou processus, se déroulent de
maniere superposée. De plus cette vision peut laisser croire que les manifestations précoces

sont le fruit de 1’agent pathogene, tandis que celles du deuxiéme septénaire seraient plutdt
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celles de la réponse de 1’hote, en I’occurrence du systeme immunitaire. Or a ce jour la part de
ces deux mécanismes dans la physiopathologie de la maladie n’est pas claire. Cet élément

sera discuté de maniere plus approfondie dans la seconde partie de 1’introduction.
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Figure 6: évolution de la charge bactérienne et mise en place de la réponse immunitaire
humorale selon (Albert I. Ko, Goarant, et Picardeau 2009).

Les courbes noire et rouge indiquent la charge bactérienne dans le sang et les organes-cibles
respectivement, la courbe orange la fievre et la bleue les taux d’anticorps protecteurs

L’ hétérogénéité des présentations cliniques rend le diagnostic difficile dans des situations
épidémiologiques ou d’autres maladies peuvent induire les mémes symptomes telles la grippe,
les arboviroses ou le paludisme pour n’en citer que quelques-unes en milieu tropical. A la
Réunion, le diagnostic différentiel se pose surtout avec les infections virales que sont la
grippe, les arboviroses. En pays tempérés, une présentation proche est retrouvée lors des
infections a hantavirus qui peuvent induire des atteintes pulmonaires et rénales séveres

concomitantes, aussi appelées syndrome pneumo-rénal (Clement et al. 2014).
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3.2- Leptospirose : clinique a la Réunion

Si I’on s’intéresse aux données épidémiologiques collectées a la Réunion on retrouve les
principales manifestations décrites pour les séries d’autres parties du globe, dans des
proportions assez similaires. En effet la compilation des données de surveillance systématique
orchestrée par I’ARS depuis 2004 met en évidence sur une période de 8 ans, et 414 cas

(Frédéric Pages et al. 2014), que les principales atteintes a la phase d’état sont:

-présence de fievre dans 80 % des cas
-atteinte hépatique dans pres de 66% des cas
-atteinte rénale dans 60%

-thrombopénie dans pres de 60%

-atteinte pulmonaire dans 25%

Dans une étude rétrospective menée plus anciennement a la Réunion (1992-2003) et
portant sur 147 cas hospitaliers, il est fait mention de 85% de patients fébriles, 76% avec
ictere, 65% avec un taux de créatinine supérieur a 200 umol/l et 85% de formes pulmonaires
(Paganin et al. 2007). Si ce dernier parametre apparait particulierement élevé, il peut étre
discuté de la définition retenue : beaucoup de patients présentaient soit une toux isolée, soit

une anomalie a la radiographie de thorax sans forcément d’anomalie clinique associée.

Une étude plus ancienne menée a la Réunion rapporte 249 cas avec pour principales
manifestations: thrombopénie dans 73% des cas, cytolyse hépatique dans 71%, insuffisance
rénale dans 71% pour un seuil de créatinine a 150 pumol/l et de 42% pour un seuil de 500
umol/l, élévation de la bilirubine supérieure a la norme (25 umol/l) pour 87% et élévation
supérieure a 200 umol/l dans 50% des cas (Pertuiset et al. 1988). Le taux de mortalité dans

cette étude était de 13%, principalement li€¢ a des manifestations pulmonaires.

La leptospirose a la Réunion apparait donc globalement de présentation stable dans le

temps sur les 3 dernieres décennies et comparable aux formes décrites de par le monde.
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3.3- Facteurs pronostiques de mortalité et de leptospirose

grave

Un des éléments marquants des leptospiroses humaines est le caractere imprévisible de
I’infection. En effet, celle-ci va toucher des sujets souvent jeunes et en bonne santé apparente
et induire tantdt une affection bénigne, tantdt une défaillance multi-viscérale avec possible
déces. De plus pour certains sujets si une premiere évaluation semble rassurante quant a
I’éventuelle gravité, il n’est pas rare de voir se développer en quelques heures un tableau
engageant le pronostic vital ce qui pousse certains auteurs a recommander une réévaluation
systématique a 24 heures (Mikulski et al. 2014). De fait, de nombreuses études se sont
attachées a définir les facteurs associés a la mortalité de 1’infection, ou encore prédictifs de
formes graves potentiellement létales. La possibilité pour les cliniciens de disposer d’outils
simples, cliniques ou biologiques, pour prévoir I’issue de la maladie apparait comme une aide
précieuse a I’amélioration de la prise en charge des patients. Ceci permettrait d’adapter une
surveillance plus étroite et/ou une mise en ceuvre rapide des traitements symptomatiques

adaptés ; ou au contraire de raccourcir la durée d’hospitalisation le cas échéant.

Concernant la mortalité, diverses études peuvent €tre citées, généralement rétrospectives
et centrées sur une zone géographique unique. Pour certaines études, la mortalité étant faible,
les auteurs utilisent un critere de jugement intermédiaire qui est la survenue de forme grave de
la maladie dont la définition n’est pas consensuelle. Les facteurs associés a une plus forte
mortalité et/ou la survenue de formes dites graves se recoupent dans certaines de ces études et

sont reportés dans le tableau 3:

-facteurs liés au terrain : 1’age avancé semble étre un facteur associé a la mortalité dans
plusieurs études, et pour certains un tabagisme actif le serait aussi (Costa et al. 2015; Paganin

et al. 2007; Tubiana et al. 2013; A. S. Spichler et al. 2008; A. 1. Ko et al. 1999).

-facteurs liés a la présentation de la maladie, les organes touchés : la présence d’atteinte
respiratoire ou rénale principalement, mais aussi hépatique a été régulierement décrite comme
facteur de gravité, bien que les définitions des degrés d’atteinte varient d’une étude a 1’autre et
rendent les comparaisons difficiles (Abgueguen et al. 2008; Mikulski et al. 2014; Tubiana et
al. 2013; Paganin et al. 2007; Hochedez et al. 2015; Tantitanawat et Tanjatham 2003; A. S.
Spichler et al. 2008; Dupont et al. 1997; Panaphut, Domrongkitchaiporn, et Thinkamrop

2002). On retrouve donc les atteintes caractéristiques de la leptospirose mais 1’absence de
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définition consensuelle de la gravité n’a pas permis a ce jour de déterminer quels criteres
précis retenir, ni méme quel algorithme utiliser pour mieux cerner précocement les patients a

risque d’évolution défavorable des leur évaluation initiale.

A noter que d’autres études se sont focalisées sur les facteurs prédictifs d’un aspect
particulier de la maladie tel que I’hémorragie pulmonaire (Marotto et al. 2010) ou encore

I’insuffisance rénale (Dassanayake et al. 2012).

-facteurs liés a la bactérie : les données concernant 1’éventuelle corrélation entre souche
bactérienne et gravité/létalité sont discordantes. Anciennement, on rattachait certaines
présentations cliniques a des infections consécutives a des sérovars particuliers, notamment
Icterohaemorrhagiae, mais ces données n’ont pas été reproduites de maniere constante (P. N.
Levett 2001; Haake et Levett 2015). Indépendamment du sérovar ou de 1’espece concernée, la
quantité de bactérie présente a la phase de dissémination sanguine a été évaluée a plusieurs
reprises. Cette quantité est déduite des résultats de PCR sanguine obtenus en phase
bactériémique. Si quelques études ont pu montrer une association significative entre la
leptospirémie et la gravité avec des seuils variants de 10° 2 10" bactéries/ml de sang
(Hochedez et al. 2015; Tubiana et al. 2013; Truccolo et al. 2001; Lindow et al. 2016), ce
résultat n’a pas été reproduit dans d’autres études explorant les facteurs pronostiques avec
valeurs de PCR disponibles pour un nombre suffisant de patients (Agampodi et al. 2012;
Mikulski et al. 2014). Des études complémentaires sur une plus large population paraissent

utiles pour conclure.

-facteurs immunologiques : le postulat de manifestations graves de la maladie secondaires
a une réponse immunitaire inappropriée, par exces ou déficience, a amené beaucoup
d’équipes a travailler sur la caractérisation de facteurs immunobiologiques en tant que

facteurs pronostiques. Ces éléments sont développés dans la seconde partie de I’introduction.
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Tableau 3: synthese des principales études analysant les facteurs pronostiques de la leptospirose humaine

LG al‘)‘l:f)‘l‘i‘;’;i':l‘fe i Lopes 2004 Pappachan 2004 Daher 1999 Paganin 2007 Abgueguen 2008 Ko 1999 Panaphut 2002 | Spichler 2008
Pays Brésil Inde Brésil Réunion France Brésil Thailande Brésil
Période 1993-1997 2002 1995-1996 1992-2003 1995-2005 1996 1999 2004-2006
, . . . . . . . . Rétrospective
) Rétrospective Rétrospective Rétrospective . . P . Rétrospective Prospective .
Type d’étude P S L rétrospective rétrospective P . N - (cas/témoins :
cas/témoins multivariée multivariée Déces/survivants Déces/survivants PR .
Déces/survivants)
. 740 adultes
Nombre de patients 100 enfants (<19 ans) 282 110 167 62 193 121 370
dont séveres 118 déces/740 adultes 17 déces 24 déces 83 15 50 17 déces 89 déces
3 déces/100 enfants
. . . . Criteres OMS de
Définition de cas Criteres OMS de 1982 MAT ND sérologic (MAT) | Microbiologie classique (ex, MAT/culture 1982 ELISAMAT/
culture) ou sérologie (MAT) . . culture/autopsies
Sérologie
Nombre de cas 282 ND 167 35 133 121 370
confirmés
Nombre de cas 740 adultes
probables 100 enfants (<19 ans) 0 ND 0 27 60 0
Définition de la Déces Déces Déces Déces ou admission Déces Déces Déces
P PR Réanimation ou dialyse
sévérité en réanimation
Criteres cliniques
Corrélation positive a Atteinte
Ia g pulmonaire : Oligurie Age >46 ans Ictere Age >37 ans Réles pulmonaires Age>40 ans
& hémoptysie
Corrélation positive Atteinte
au taux de créatinine neurf)lf)glque : Choc Atteinte cardiaque Hypovigilance Hypotension Oligurie
méningite
Détresse respiratoire Insuffisance rénale Oligurie Attemtf:
pulmonaire
Ventilation Insuffisance
mécanique respiratoire
bio/paracliniques
Créatinine>200 Perturbation ECG hyperkaliémie Créatinine>265
Plaquettes <70
G/l

Légendes : ALAT= alanine amino-transférase; ASAT = aspartate amino-transférase; créatinine, unité en umol/l; ECG :
Leptospira sérogroupe Icterohaemorrhagiae; MAT= microscopic agglutination test; PTX3= pentraxine, SAPS= simplified

VM=

prothrombine;

ventilation

électrocardiogramme; HIA = hémorragie intra-alvéolaire; IL= interleukin; Lepto IH =

acute physiology score; SOFA = sepsis-related organ failure assessment; TP=taux de

mécanique;
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Tableau 3 : suite

ler auteur, année de

publication Mikulski 2014 Tubiana 2013 Herrmann 2010 Hochedez 2015 Tantitanawat 2003 Dupont 1997
g P .. . Antilles
Pays Nouvelle Calédonie Nouvelle Calédonie Guadeloupe Martinique Thailande
(Guadeloupe)
Période 2009-2011 2008-2011 2003-2004 2010-2013 1998-2001 1989-1993
Rétrospective
Type d’étude Prospective Rétrospective Prospective Rétrospective Rétrospective (cas/témoins :
Déces/survivants)
Nombre de patients 47 176 168 102 362 68
dont séveres 25 71 24 12 148 12 déces
Culture
Définition de cas PCR et sérologie PCR et sérologie (MAT) Sérologie PCR Sérologie et MAT ELISA/MAT
MAT
Nombre de cas 4 152 168 102 362 68
confirmés
Nombre de cas 0 24 0 0 ND 0
probables
Déces ou insuffisance d’organes: Déces ou insuffisance d’organe: P
. . Déces
-dialyse -dialyse ou créatinine>264
Lpe see by ess Déces, dialyse ou -VM Déces -VM Déces
Définition de la sévérité o T . . . umol/l
ventilation mécanique -choc avec amines Recours dialyse ou VM -choc avec amines ou insuffisance
-saignement et transfusions -saignement avec transfusions o
respiratoire
-HIA
Criteres cliniques
Choc septique Tabagisme Délai agtllgjl.othues Ictere Hémoptysie Dyspnée
Délai traitement>2j HTA et Alcoolisme Hypotension Insufflsar}ce Oligurie
respiratoire
Hémorragie Oligurie Oligurie
Oligurie Auscultation thoracique anormale
Auscultation thoracique
anormale
bio/paracliniques
Lactate Lepto IH Lepto IH Lepto IH Plaquettes<100 G/1 Perturbation ECG
Bilirubine Total Plaquettes <50 G/l ASAT > 102 UI/ Plaquettes<92G/1 GB>13G/l Syndrome interstitiel en
radiographie
Lipase Créatinine>200 Amylase > 285 U/l TP<68% Hématocrite<30% Globules blancs >12.9 G/l
. Q) ~ N
Ratio ASAT/ALAT Lactate 2.2 Leptospirémie>3.1 x10° bactéries Bicarbonates<20
/ml mmol/l
Baisse ratio Bilirubine totale >43
IL10/TNF] Amylase>250 umol/l
PTX3 et IL1[] Leptospirémie >10"/ml
Composites
SAPS II et SOFA
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4- Diagnostic

Actuellement, le diagnostic de la leptospirose repose sur 3 domaines principalement :
mise en évidence de la bactérie par microbiologie standard (examen microscopique et
culture), techniques sérologiques, et techniques de biologie moléculaire (Picardeau 2013;
Rajapakse et al. 2015; Haake et Levett 2015). Voici un rappel sur I'utilisation de ces

techniques en pratique courante :

-Les méthodes dites de microbiologie classique sont les plus anciennement utilisées. Elles
comprennent la recherche des bactéries sur les prélevements biologiques issus des patients
(sang, LCR, urines) a I’aide d’un microscope spécifique : microscope a fond noir. Avec cet
outil le biologiste peut voir les leptospires a la forme hélicoidale caractéristique se mouvoir ce
qui est tres évocateur du diagnostic dans un contexte clinique compatible, bien que non
spécifique. Néanmoins la technique est peu sensible car les prélevements contiennent souvent
peu de microorganismes : un seuil de 10* leptospires/ml semble requis, et des faux positifs
sont possibles (débris cellulaires) (Picardeau 2013). Son usage est de plus en plus restreint
(laboratoires non équipés, biologistes non entrainés), au profit des autres techniques.
L’examen direct au microscope a fond noir est complété par la mise en culture des bactéries
dont les conditions de culture sont réputées fastidieuses, et donc la réussite incertaine. Le
milieu de culture spécifique le plus utilisé est le milieu EMJH (Ellinghausen-McCullough-
Johnson-Harris) avec une incubation a 30°C. Le temps de génération est lent, plusieurs
semaines jusqu’a 2 mois sont requis. En pratique elle est rarement mise en ceuvre car elle
n’apporte pas d’information rapide et sensible utile au diagnostic en phase aigué€, mais elle est
recommandée lorsqu’on cherche a avoir une identification précise de la bactérie en cause :

identification secondaire par sérogroupage ou biologie moléculaire.

-La technique sérologique est la plus pratiquée dans le monde car offre des avantages en
terme de rapidité de réponse diagnostique, faible coit et sensibilité (Signorini et al. 2013).

Elles reposent sur la détection directe ou indirecte d’anticorps dirigés contre la bactérie.

La technique sérologique de référence, qui fait office de gold standard pour le diagnostic,
est le test d’agglutination microscopique ou MAT. Ce test met le sérum du patient en présence
de différentes souches bactériennes vivantes afin d’induire une agglutination des bactéries
entres elles si elles ont été reconnues par des anticorps anti-leptospires (formation de

complexes immuns). Les différentes souches bactériennes utilisées permettent d’identifier le
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sérogroupe concerné par la réaction immune contre le panel d’antigenes constitué par les
bactéries cultivées. Le résultat rendu est quantitatif : il indique la derniere dilution du sérum
induisant 50% d’agglutination des bactéries. Le seuil retenu est de 1/100 en France
métropolitaine et 1/400 pour les DOM. Si cette technique offre 1’avantage d’identifier le
sérogroupe, elle a pour inconvénient une certaine lourdeur de mise en ceuvre puisque
nécessite de garder en culture de nombreuses souches bactériennes. De plus I’interprétation en
est difficile et requiert une bonne expérience. A ce titre peu de laboratoires la pratiquent et en

France métropolitaine elle est essentiellement gérée par le CNR.

La technique de dosage des IgM anti-leptospire par ELISA est tres répandue, que ce soit
avec ’'usage de kits commerciaux ou de techniques dites « maison » utilisant des antigenes
bactériens issus des souches locales. La technique a pour avantage d’étre positive plus tdt que
le MAT mais est souvent moins sensible. Il est recommandé de I'utiliser comme dépistage et
si positive de confirmer par une autre technique et/ou une seconde sérologie montrant une
ascension du titre des IgM (Haake et Levett 2015). Pour répondre au besoin de tests rapides
utilisables au lit du patient dans les pays en voie de développement, d’autres tests
sérologiques basés sur des méthodes différentes ont été évalués sans apporter de méthode

satisfaisante a ce jour (Goris et al. 2013).

-Les techniques de biologie moléculaire reposent sur la détection du génome bactérien,
par PCR ou RT-PCR. Différents genes spécifiques de leptospires pathogeénes ont été ciblés
pour cette méthode : ARN16S, ARN 23S, LipL32 pour citer les principaux. La PCR permet
de détecter de faibles quantités de bactéries dans le sang ou les urines (plus rarement LCR,
humeur aqueuse) : des 10" a 10 leptospires/ml (Fabrice Merien et al. 2005; Smythe et al.
2002; Paul N. Levett et al. 2005). Cette technique est de plus en plus répandue car elle est tres
spécifique, sensible et permet un diagnostic rapide, des les premiers jours de la maladie. Le
principal inconvénient est le colit de mise en ceuvre qui en limite I’emploi dans les zones les

plus pauvres, ou I’'incidence est pourtant plus élevée.

Outre les avantages et inconvénients de chaque technique décrits ci-dessus, il faut prendre
en compte la fenétre d’opportunité pour I’emploi de chaque test. Schématiquement durant la
premiere semaine de la maladie la bactérie est présente dans le sang et détectable par
microbiologie classique ou PCR. A partir de la deuxieme semaine, la bactérie peut étre mise
en évidence par ces mémes techniques sur prélevement d’urines, ou encore on peut employer

les techniques sérologiques puisque les anticorps apparaissent apres quelques jours
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d’infection. Les examens diagnostics devront donc étre demandés en fonction du stade

suspecté de la maladie, généralement défini avec la date de début des symptdmes.

inoculation semaine 1 semaine 2 convalescence
. (mois a années)
Incubation Phase bactériémigque . Phase immune
(7-12j)
Charge bactérienne
sang
urines
Anticorps

anti-leptospires

Tests de laboratoire

PCR : sang
urines
sérologies
ELISA lgM
MAT

microscope a fond
noir et culture : :
sang ——————- ;
Urines : ——— - —— _——— e ——

Figure 7: phases de la leptospirose et principaux moyens diagnostiques selon la

chronologie de la maladie

A la Réunion la technique la plus répandue est la PCR, les laboratoires de microbiologie
du CHU (St Denis et St Pierre) assurant les analyses pour 1’ensemble du territoire. Les
sérologies sont aussi réalisé€es, en fonction du délai de prélevement par rapport au début des
symptomes et un éventuel résultat de PCR négative au préalable. Le test MAT était pratiqué
sur le site Sud du CHU (St Pierre) jusqu’en 2016. Les analyses sont depuis adressées au CNR.
Il faut noter que ces évolutions de pratique vers 1’usage en priorité de la PCR, en France et
dans les DOM, sont aussi conditionnées par un changement de la nomenclature des actes de
biologie médicale pour le diagnostic de la leptospirose. La technique de MAT n'est plus
remboursée tandis que la PCR et 'ELISA IgM sont maintenant remboursés par l'assurance
maladie. Selon le CNR, cette modification devrait entrainer, a court terme, une perte
d'information sur les souches qui circulent ; en effet, seul le MAT peut aujourd'’hui permettre

d'identifier le sérogroupe (CNR de la Leptospirose 2014).
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5- Traitement

5.1- Traitement curatif

Le traitement de la leptospirose repose sur 1’antibiothérapie et les soins de support des
éventuelles atteintes d’organe, soins de réanimation en particulier (ventilation mécanique,

épuration extra-rénale, amines vasopressives par exemple).

Les antibiotiques réputés efficaces appartiennent aux familles des pénicillines,
céphalosporines et cyclines. Ils sont utilisés aux doses usuelles des infections a pyogenes (ex :
amoxicilline 1g x 3/jour) pour une durée de 7 a 10 jours. La littérature ne fait pas état de
résistances développées a I’égard de ces catégories d’antibiotiques largement utilisées dans
cette indication, sous réserve d’une évaluation rendue laborieuse par la croissance lente du
microorganisme in vitro. Peu d’études solides ont permis d’évaluer leur utilité en phase aigué
de la leptospirose et les résultats sont contradictoires. On peut citer I’étude de 42 patients chez
qui la pénicilline G a permis de raccourcir la durée de la période fébrile, de 1’élévation de la
créatinine, de I’excrétion urinaire de bactéries et la durée d’hospitalisation comparativement a
un placebo (Watt et al. 1988). Par contre pour I’étude contre placebo de Edwards et
collaborateurs, I’effet de la pénicilline G est jugé minime avec disparition de 1’excrétion
urinaire de leptospires mais avec une absence d’effet sur la mortalité, la fievre et les atteintes

d’organes (Edwards et al. 1988).

Les méta-analyses réalisées par 1’institut Cochrane concluent a I’absence de bénéfice
évident de I’antibiothérapie en terme de mortalité et durée de fievre et ne permettent pas de
conclure sur [I'utilit¢ ou Iinutilit¢ des antibiotiques en dehors d’une tendance au
raccourcissement de certains symptomes (Brett-Major et Coldren 2012). Une méta-analyse en
réseau, comparant toutes les études sur le sujet, a récemment été publiée. Elle porte sur 7
essais controlés évaluant la pénicilline, les céphalosporines, la doxycycline et le cas échéant
un placebo. Les auteurs concluent que si les antibiotiques sont peut-étre efficaces, le meilleur
bénéfice attendu provient alors de I’usage de la pénicilline (Naing, Reid, et Aung 2017). Pour
toutes ces études il n’était pas retrouvé d’effet indésirable majeur attribuable aux

antibiotiques. On peut tout de méme signaler dans certaines séries un phénomene de Jarisch-
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Herxheimer, éruption cutanée faisant suite a I’antibiothérapie lors d’infection par spirochetes,

avec une fréquence de 20 a 80% (Guerrier et al. 2017; Tsuha et al. 2016).

Au-dela des essais cliniques, d’autres éléments permettent de questionner 1’utilité des

antibiotiques :

-dans une revue de littérature sur 3390 patients non traités par antibiotiques (avant les
années 1950), le taux de mortalité médian des patients est évalué a 2,2%, soit inférieur au taux
des estimations les plus récentes (Taylor, Paris, et Newton 2015). Des biais de recueil et de

diagnostic pour cette époque sont bien siir possibles.

-I’évaluation des délais de mise en route du traitement antibiotique comme facteur
prédictif de mortalité/gravité donnent des résultats discordants. Pour certains un délai
prolongé est un facteur péjoratif (Tubiana et al. 2013; Herrmann-Storck et al. 2010), pour
d’autres c’est I’inverse (A. S. Spichler et al. 2008) ou bien il n’y a pas d’association
statistique retrouvée (Hochedez et al. 2015; Panaphut, Domrongkitchaiporn, et Thinkamrop

2002).

-la charge bactérienne plasmatique n’est pas clairement corrélée a la sévérité de la
maladie. Depuis 2 décennies, I’emploi de plus en plus large de la biologie moléculaire comme
outil diagnostic a permis d’évaluer la quantité de bactéries circulantes a la phase initiale de la
maladie. Si quelques études ont pu montrer une association significative entre la
leptospirémie et la gravité avec des seuils différents (Hochedez et al. 2015; Tubiana et al.
2013; Truccolo et al. 2001), ce résultat n’a pas été reproduit dans la plupart des autres études

explorant les facteurs pronostiques (cf. paragraphe 3.3).

Ces éléments interpellent donc sur 1’utilité potentielle des antibiotiques. Néanmoins leur
rapport bénéfices/risques semble favorable et la mise en ceuvre d’études spécifiques sur ce
sujet semble difficile. Sans vouloir entrer dans un débat probablement insoluble sur 1’intérét
de les mettre en ceuvre ou pas, ces considérations rejoignent I’hypothése de manifestations de
la maladie en partie liées a des facteurs issus de 1’hote et non de la bactérie elle-méme. Ces
facteurs de 1’hdte sont notamment la réponse immunitaire, qui est par certains décrite comme
inappropriée : soit par défaut d’activation, soit a I’inverse par réponse excessive délétere. De
fait, certains travaux ont exploré la piste d’un traitement modulant I'immunité, et en

particulier ’'usage de corticoides.
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Une étude controlée contre placebo décrit I’emploi de corticoides pour corriger les
thrombopénies (Alian et al. 2014). La corticothérapie a un effet modeste avec
raccourcissement de 1 jour de la durée d’hospitalisation et de la thrombopénie. D’autres
études ont évalué I'intérét des corticoides lors de manifestations graves telles les atteintes
pulmonaires : dans une étude ouverte avec 3 bras (traitement standard ou ajout de
dexamethasone ou ajout de desmopressine) il n’est pas retrouvé de modification de mortalité
pour les 68 patients ayant participé mais une majoration des infections dans le groupe traité
par corticoides (Niwattayakul et al. 2010). Un essai controlé contre placebo aurait ét€ mis en
place, mais sans résultat publi€ a ce jour (Azevedo et al. 2011). Une revue de la littérature des
quelques études portant sur 1’utilisation des corticoides dans la leptospirose conclut a
I’absence de bénéfice évident (Rodrigo et al. 2014). Néanmoins 1’utilisation des corticoides

dans les formes pulmonaires graves de leptospirose semble assez répandue dans certains pays.

5.2- Traitement préventif

Le traitement préventif repose sur les mesures visant a diminuer I’exposition au

pathogene et sur la vaccination.

Concernant les mesures ciblant 1’exposition, elles s’adressent aux populations les plus
exposées, notamment professionnels en contact direct avec des rats ou avec des eaux risquant
d’étre contaminées (exemple : égouts, pisciculture, loisirs en eau vive en zone d’endémie). Le
conseil supérieur de I’hygiene publique recommande ainsi que lorsqu'une activité
professionnelle fait courir le risque d'un contact régulier avec des urines de rongeurs, ou

un environnement infesté de rongeurs, d’adopter les mesures suivantes (CSHP 2005a):

- le port de gants, de bottes, de cuissardes, de vétements protecteurs, voire de lunettes anti

projections si nécessaire,

-la désinfection a 1'eau potable et au savon ou a l'aide d'une solution antiseptique de toute
plaie ou égratignure, ainsi que la protection ultérieure de cette plaie ou égratignure par un

pansement imperméable.

43



Concernant la vaccination il existe un unique vaccin commercialisé en France pour I’étre
humain, sous la spécialité Spirolept®. Il s’agit d’un vaccin entier inactivé issu de souche de
Leptospira icterohaemorrhagiae. 1’ antigéne vaccinal correspond au LPS, et I’immunisation
est donc spécifique d’un sérovar. Le schéma vaccinal comporte 2 injections a 15 jours
d’intervalle puis rappels a 6 mois et tous les 2 ans (ANSM 2017). Etant donné la relative
raret¢ de linfection et son spectre étroit (ne protegerait que contre Leptospira
icterohaemorrhagiae), il n’a pas sa place d’une maniere générale en France métropolitaine et
doit étre réservé a des populations présentant des activités professionnelles a
risque (égoutiers, travailleurs agricoles ou pisciculture, vétérinaires) en particulier dans les
territoires de forte endémie (DOM) (CSHP 2005b). Aucune étude contrdlée n’a établi
clairement son efficacité clinique. Néanmoins la vaccination systématique des égoutiers de
Paris a permis de faire diminuer drastiquement le nombre de cas depuis les années 1970
(CSHP 2004) et une étude a démontré une efficacité en terme d’induction d’anticorps
supposés protecteurs chez des sujets sains (Laurichesse et al. 2007). Sur le plan international,
la plupart des pays industrialisés ne commercialisent pas de vaccin pour la leptospirose étant
donné la faible incidence, le spectre étroit et la possibilité de recourir a des méthodes
préventives de I’exposition. A Cuba, un vaccin évalué sur 50 000 individus en comparaison
d’un groupe contrdle a montré une baisse des infections de pres de 80% et une tolérance

relativement bonne (Martinez et al. 2004).

Les vaccins actuellement disponibles ont plusieurs limites: colit, schéma
d’administration contraignant, persistance d’une immunité seuil apparaissant faible a long
terme, spécificité pour un sérogroupe unique. Ceci laisse entrevoir une place utile pour la
recherche dans ce domaine, et donc la nécessité de mieux comprendre les déterminants de la

réponse immunitaire dans cette infection (Koizumi et Watanabe 2005).

6- Formes chroniques et complications a moyen terme

La leptospirose est classiquement identifiée comme une infection aigué, résolutive en 1 a
3 semaines apres 'atteinte décrite au paragraphe 3. Néanmoins chez ’homme il est fait
mention de complications 2 moyen ou long terme dans de rares travaux publiés sur le sujet.
Les manifestations décrites concernent principalement I’appareil ophtalmologique, en la

description d’uvéites uni- ou bilatérales, uniques ou a rechute, développées quelques semaines
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a années apres la phase aigué. Ces uvéites, inflammation de certaines portions de 1’ceil, sont
décrites essentiellement dans des séries indiennes (Rathinam 2002) et issues de Nouvelle
Calédonie (Mancel et al. 1999). L’absence de description dans d’autres parties du globe peut
faire pencher pour un mécanisme spécifique de la souche bactérienne en cause dans ces
régions, ou I’absence d’étude systématique de cette possible complication ailleurs. Le
mécanisme responsable est lui aussi incertain puisque pour certains il est la conséquence de la
bactérie présente dans I’humeur aqueuse de I’ceil (F. Merien et al. 1993), et pour d’autres une
réaction auto-immune faisant suite a une réaction croisée apres 1’infection. Cette hypothese
est appuyée par plusieurs travaux menés chez 1’animal dans le cadre des uvéites équines liées

a la leptospirose (Verma et al. 2008; Verma et Stevenson 2012).

Bien que peu fournie, la littérature portant sur d’éventuelles complications a long terme
fait état d’autres atteintes possibles a distance de la phase initiale : fatigue chronique, risque
majoré d’insuffisance rénale, portage rénal chronique avec excrétion urinaire de leptospires
(Ganoza et al. 2010; H.-Y. Yang et al. 2015; Shpilberg et al. 1990). Ainsi, de nombreux
cliniciens ont observé une détérioration des capacités physiques plusieurs semaines apres
I’infection exprimée en terme de fatigue générale ou d'impotence fonctionnelle. Le syndrome
de fatigue post-infectieux est une entité classique compliquant la phase aigué€ des principales
maladies infectieuses. Il n'a cependant pas été encore décrit dans la leptospirose. Dans une
étude portant sur 47 patients brésiliens, 50% avaient des symptomes généraux persistants a 20
jours, puis 10% sur les 22 étudiés vers 40 jours en moyenne (A. Spichler et al. 2011). Une
étude hollandaise rapporte quant a elle 21% de patients ayant des symptomes généraux
persistants (fatigue extréme, myalgies, faiblesse musculaire) jusque 24 mois apres la phase

initiale.
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Il. Relation héte pathogéne : immunopathologie de la
leptospirose

Dans la premiere partie de l'introduction, ont €été mis en avant l’importance
épidémiologique de la leptospirose, la clinique tres hétérogene de la maladie, les grandes
caractéristiques bactériologiques de 1’agent pathogene. Ceci permet de dresser un constat : la
physiopathologie de la maladie n’est pas complétement comprise. Si les progres sur le
génome bactérien et les fonctions des genes des bactéries du groupe pathogene progressent
rapidement il n’en reste pas moins que la réponse de 1’hote doit etre explorée en parallele pour

dresser un tableau complet de cette physiopathologie.

Les €éléments simples qui font avancer I’hypothese d’une réponse de 1’hote influengant le
phénotype de la maladie sont qu’'une méme espece pathogéne peut induire au sein de
différents hotes des manifestations hautement variables. Nous avons déja souligné
I’hétérogénéité des présentations chez les €tres humains, on peut aussi mettre en avant le fait
qu’une méme espece est pathologique pour I’homme alors qu’elle semble donner peu/pas de
manifestations pour des animaux qui font souvent office de réservoir tels les rats.
Actuellement, la part des manifestations liées a la bactérie, et celles liées a une réponse
immune inadaptée n’est pas claire. Il est probable qu’il s’agisse d’'une combinaison de ces

facteurs comme exposé dans le schéma suivant.
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Figure 8: physiopathologie multifactorielle de la leptospirose

Dans cette seconde partie de I’introduction seront détaillés les principaux éléments
connus de I'immunopathologie de la leptospirose. Pour rester le plus proche possible de mon
travail de these je développerai essentiellement les aspects connus issus de la leptospirose
humaine, et m’appuierai sur les études animales et in vitro en cas de données insuffisantes

chez 1’étre humain.

1- Modeéles d’étude

Dans cette section sont exposés les principaux types de modeles d’étude de la
physiopathologie de la leptospirose. Ceci permet de notifier d’emblée les inconvénients de ces
modeles, et donc relativiser les données présentées dans les sections portant sur les différents

acteurs de la physiopathologie de I’infection.

La réponse de I’hote a I’infection par Leptospira peut €tre évaluée directement a partir de

I’€tre humain, ou bien a partir de modeles animaux ou encore de modeles cellulaires in vitro.
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Ces derniers sont bien sir plus éloignés de la réalité et de la complexité de la réaction mise en
ceuvre lors de I'infection humaine, mais ils ont le mérite d’apporter des réponses potentielles

sur des aspects qui semblent difficiles ou impossibles a étudier directement sur I’humain.

Les données chez 1’étre humain sont le plus souvent issues d’évaluation ex vivo a partir
de liquides biologiques (sang, urines principalement) et plus rarement de biopsies d’organes
ou d’autopsies. Ces dernieres pratiques ont été mises en ceuvre dans les années 50-60 (Arean
1962) pour mieux caractériser les 1€sions de cette maladie systémique mais n’ont plus cours a
I’heure actuelle si ce n’est de maniere sporadique (Shintaku, Itoh, et Tsutsumi 2014). En effet
les 1ésions histologiques ont été caractérisées et il ne semble pas éthique d’exposer les patients
a un prélevement qui ne modifiera pas leur prise en charge tout en leur faisant courir un risque
conséquent (hémorragie, surinfection) du fait de leur caractere invasif. Ainsi les données chez
I’étre humain sont limitées aux prélevements d’acces ais€s que sont les liquides biologiques.
Les données sont donc assez restreintes puisque la plupart des organes cibles ne sont pas
aisément accessibles, a 1’exception du liquide céphalo-rachidien et du liquide de lavage
alvéolaire. La plupart des travaux portent donc sur I’analyse de facteurs extraits du sang. Soit
les analyses sont réalisées directement sur les éléments extraits, soit aprés mise en
culture/contact de ces éléments sanguins avec des leptospires. Une pratique illustrative est
I’étude des PBMC (Peripheral blood mononuclear cells) mises en culture en présence de

Leptospira pathogene ou saprophyte, ou encore de LPS ou protéines issues de bactéries.

Le caractere limité des études humaines font des modeles animaux une aide précieuse
pour améliorer nos connaissances de la leptospirose (Zuerner 2015). Les rongeurs sont
fréquemment infectés ou bien constituent des réservoirs et c’est donc naturellement que les
modeles portent sur le rat, la souris, ou d’autres rongeurs tels que le cochon d’Inde, le hamster
ou la gerbille. Les animaux de rente (bétail) sont des modeles potentiels, en particulier pour la
vaccination car il existe des enjeux économiques pour I’agro-alimentaire. Il est alors possible
d’étudier la réponse de 1’hdte sous divers aspects : cinétique de ’infection, effet dose de
I’inoculum, histologie des organes touchés, caractéristiques de la réponse immune, et
comparaison de différentes especes bactériennes ou souches voire de souches avec mutations
ciblées. Les animaux avec une composante génétique modifiée (KO ciblant certains genes)
sont aussi une source d’étude majeure pour mieux caractériser les éléments-clés de la réponse
immunitaire, en particulier les souris qui sont en regles résistantes a I’infection en dehors de

modeles transgéniques développés ces dernieres décennies. La plupart des connaissances
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acquises sont issues des modeles animaux. Il est important de souligner que comme pour
d’autres maladies la transposition de ces connaissances a 1’€tre humain doit étre prudente. En
effet, il existe de nombreuses différences dans les systetmes immunitaires des animaux et de
I’étre humain. Ces différences expliquent en grande partie le phénotype hautement variable
d’une espece a 1’autre. Par exemple les rats ne semblent pas présenter d’infection sévere (en
tout cas pas a des doses d’inoculum classiques) et sont porteurs chroniques au sein des tubules
rénaux. A I’opposé, les hamsters sont représentatifs des infections a risque 1étal mais pas du
portage rénal (Haake 2006). Ces écarts entre humains et modeles animaux ont été pointés du
doigt dans de nombreuses maladies. Dans le cadre de la leptospirose on peut citer deux
travaux qui illustrent ces écarts entre humains et rongeurs pour deux aspects essentiels de la
réponse immune innée lors de cette infection. Le premier est celui des différences notables
d‘expression de geénes entre les monocytes/macrophages humains et ceux issus de souris en
cas de co-culture avec des leptospires (Xue et al. 2013; Li et al. 2010). Le second correspond
a la perception différente du LPS : le TLR4 (Toll-like receptor 4) de souris reconnait bien le
LPS de Leptospira tandis que les cellules humaines le reconnaissent mal, le récepteur
préférentiel étant TLR2 (C. Werts et al. 2001; Nahori et al. 2005). L autre limite de ces
modeles vient des bactéries utilisées : les passages in vitro tendent a sélectionner des bactéries
ayant perdu leur virulence ou du moins avec une expression moindre de facteurs de virulence
possiblement du fait de modifications physiologiques métaboliques induites par la culture.
Les apports historiques des modeles animaux, souris et hamster en particulier, dans la
compréhension de la physiopathologie de la leptospirose sont détaillés dans une revue récente

de littérature (Gomes-Solecki, Santecchia, et Werts 2017).

Le dernier grand modele d’étude correspond aux cultures cellulaires in vitro. Les
interactions entre Leptospira et les cellules issues des tissus cibles peuvent ainsi étre
analysées : attachement, infectivité, induction d’apoptose ou de sécrétions de molécules
(protéases, cytokines). A notre connaissance ce type de travaux a porté essentiellement sur des
cellules d’origine rénale, endothéliale, monocytaires, ou de type fibroblastes (Xue et al. 2013;
Li et al. 2010; Martinez-Lopez, Fahey, et Coburn 2010; Evangelista et al. 2014; Monica L.
Vieira et al. 2007; Barocchi et al. 2002; Kassegne et al. 2014). Les résultats sont encore plus

complexes a transposer a I’humain puisqu’il s’agit de modeles tres parcellaires ne

reproduisant pas la complexité des interactions cellulaires et moléculaires au sein d’un étre
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vivant tel qu’'un mammifere. De plus les modeles cellulaires sont souvent issus de lignées
établies a partir de cellules cancéreuses, avec de nombreuses mutations les éloignant encore

plus des cellules originelles.

2- Mécanismes d’entrée et de diffusion du pathogéne

Dans notre travail nous nous sommes intéressés a la place de la réponse immunitaire
innée de I’hote lors de la phase aigué de la leptospirose. La réponse immunitaire innée
correspond a I’ensemble des acteurs (cellulaires, moléculaires) capables d’induire une défense
rapide et peu spécifique a I’encontre d’un agent pathogeéne extérieur. Ce mécanisme de
défense est par essence d’installation rapide, sans phénomene anamnestique (mémoire
immunitaire) et se produit des les premieres secondes de la rencontre entre microorganisme et
hote. Au-dela des cellules de I’'immunité innée (ex : neutrophiles, monocytes/macrophages) et
des acteurs moléculaires de ce processus (complément, cytokines, chimiokines), on peut
identifier des mécanismes de défense de 1’hote n’appartenant pas stricto sensu a I’immunité
innée. Dans les sections suivantes ce sont ces mécanismes « non-professionnels » (exception
faite du complément) que nous allons exposer en suivant I’ordre chronologique de I’entrée

des leptospires dans le corps humain a la diffusion aux organes cibles.
2.1- Voies d’entrée et barriéres naturelles

Le plus souvent, la bactérie peut pénétrer dans 1’organisme par des zones de faiblesse,
mugqueuses ou plaies, mais une pénétration au travers d’une barriere cutanée normale n’est pas
exclue. Ceci n’a pas été montré par des travaux in vivo (Murray 2015) mais les études
épidémiologiques confirment un risque accru d’infection a exposition égale lorsque les
individus ont des blessures cutanées exposées, ou encore un contact de muqueuses (bouche,
yeux) avec de I’eau ou de la boue potentiellement vectrices des bactéries (F. Pages et al. 2016;
Lingappa et al. 2004; Mwachui et al. 2015; Kamath et al. 2014; Morgan et al. 2002). Ce
constat est a la base des recommandations de ports de vétements couvrants ou protection de
zones blessées en cas d’activité a risque d’exposition a des sources contaminantes (animaux,

eaux vives, agriculture, égouts).

Des études in vitro ont démontré que les leptospires étaient capables de fixer les protéines

de la matrice extracellulaire (MEC) de 1’hote ainsi qu’a différents types de cellules
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épithéliales (Figueira et al. 2011; Robbins et al. 2015; Ballard et al. 1986) et des fibroblastes
murins (Vinh, Faine, et Adler 1984). Les données issues des modeles animaux et sur cultures
cellulaires sont en faveur d’un microorganisme se déplacant entre les cellules. Rarement il a
été décrit un passage au travers des cellules épithéliales, par mécanisme d’endocytose ou bien
avec une bactérie libre au sein du cytoplasme (Barocchi et al. 2002; Thomas et Higbie 1990).
Néanmoins, a notre connaissance aucun travail n’a été réalisé sur des modeles cellulaires issus
ou dérivés de tissu cutané. La capacité des leptospires a pénétrer la peau, méme saine, reste

donc a étre étayée.

Une fois la bactérie ayant passé les barricres naturelles de 1’organisme, divers éléments

participent a sa capacité a gagner le courant sanguin :

-les bactéries sont douées d’une importante mobilité comme décrit dans la premiere partie

de I’introduction (paragraphe 2.2- page 23).

-les bactéries pathogenes sont pourvues de protéines leur permettant de détecter dans leur
environnement des molécules les guidant vers des sources de nutriments, et potentiellement

vers I’hémoglobine, donc le sang de I’hdte infecté (Ren et al. 2003; Yuri et al. 1993).

-les leptospires sont dotées de diverses protéines membranaires capables de se lier aux
composants protéiques et glucidiques (glycosaminoglycanes) de la MEC de 1’hdte. Ainsi on
recense des protéines capables de se lier a la fibronectine (Lsa66, LigB), a la laminine
(protéines du groupe Len) et a I’élastine (LigB, OmpL37, OmpL47) pour citer les plus
étudiées (Murray 2015). Certaines de ces protéines de Leptospira capables de fixer les
protéines de la MEC ont la capacité de fixer d’autres ligands et ainsi endosser d’autres
fonctions. On peut citer par exemple LigB qui peut se lier a des protéines régulatrices du
complément (facteurs H et I, C4BP), ou encore la protéine LenA qui fixe le facteur H

régulateur du complément et le plasminogene (Murray 2015).

-Les bactéries utilisent des protéases spécifiques ou détournent celles de 1’hote telles que
le plasminogene, ce qui leur permet de détruire certaines composants de la MEC et ainsi d’y

progresser (Kassegne et al. 2014; Monica L. Vieira et al. 2009).
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2.2- Diffusion hématogeéne

Une fois la bactérie au sein du compartiment vasculaire sanguin elle a la possibilité de
diffuser au travers des vaisseaux vers I’ensemble de 1’organisme de 1’hote et ainsi gagner les
organes cibles de I’infection. Ce passage au sein du sang est associé a un environnement
totalement différent puisque la bactérie est alors en présence des principaux acteurs de

I’immunité innée et du systéme de coagulation entre autres.

La présence de la bactérie dans le sang est une étape bien démontrée chez 1’humain et lors
des modeles animaux, que ce soit par les techniques de mise en culture du sang ou bien
encore par I’utilisation plus répandue de la biologie moléculaire. Pour la premiere fois des
Leptospira pathogenes ont été marquées par bioluminescence et I’infection suivie au travers
d’imagerie permettant sa détection sur modele murin : apreés injection intra-péritonéale, la
bactérie se multiplie et diffuse par le sang a travers tout I’organisme (Ratet et al. 2014). Le
passage sanguin se fait durant les 7-8 premiers jours suite a 1’infection/contact avec la bactérie
et va correspondre a la survenue des premiers signes tels que fievre, myalgies comme détaillé
en Figure 6 page 31 et Figure 7 page 40. Les analyses faites a partir de PCR en temps réel
permettent d’évaluer que la charge bactérienne s’éleve jusqu’a 10° bactéries/ml (Agampodi et
al. 2012). Les corrélations de ce taux avec la gravité de la maladie en pathologie humaine ont
été discutées en paragraphe 3.3- page 33. Il est intéressant de comparer ces taux tres élevés
avec d’autres infections bactériennes. Si des taux similaires ont été retrouvés chez des
bactéries de la méme famille, telles que les spirochetes de type Borrelia, ces taux paraissent
tres supérieurs a ceux mis en évidence lors d’infections par des bactéries pyogenes plus
conventionnelles. En effet les bactériémies a Escherichia coli ou autres entérobactéries
correspondent a des charges de bactéries généralement inférieures a 10 par millilitre, justifiant
I’analyse de plusieurs décilitres de sang pour les examens d’hémocultures (Yagupsky et Nolte
1990). Les raisons de telles différences sont probablement a chercher en partie dans les écarts
de réponse immune innée pour ces différents types de pathogenes. Ces éléments seront

discutés dans les paragraphes suivants.

Lors de cette phase de diffusion hématogene les leptospires peuvent aussi interagir avec
la cascade des protéines de la coagulation et les plaquettes. En effet, I’atteinte hématologique
se caractérise par une profonde thrombopénie associée a des saignements cliniques,
notamment pulmonaires (Daher et al. 2014; J. F. P. Wagenaar et al. 2010). Le mécanisme de

cette thrombopénie est incertain et plusieurs éléments ont été avancés : défaut de production
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médullaire, destruction des plaquettes et exces de consommation des plaquettes lors d’état de
coagulation intra-vasculaire disséminé (CIVD). Pour cette derniere hypothese, les données
sont discordantes, puisque les marqueurs de CIVD (baisse du fibrinogene, du temps de
prothrombine et des plaquettes, élévation des D-dimeres) sont présents dans certaines études,
mais pas d’autres (Chierakul et al. 2008; Monica L. Vieira et al. 2016; Edwards et al. 1986; J.
F. P. Wagenaar et al. 2010). Néanmoins différents travaux in vitro soulignent la capacité des
Leptospira a activer la coagulation ou encore de bloquer les mécanismes compensateurs de
formation de caillots, notamment par le biais du détournement des protéines de 1’hote que la
bactérie peut lier : plasminogene, fibrinogene (Castiblanco-Valencia et al. 2016; Cosate et al.

2016; Monica L. Vieira et al. 2009; Choy et al. 2007).

Le schéma suivant, tiré d’une revue récente sur les facteurs de virulence des Leptospira
pathogenes (Picardeau 2017), reprend les grandes étapes de la pénétration de la bactérie et
I’interaction avec I’endothélium et le compartiment vasculaire détaillés dans les 2 sections

précédentes :
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Figure 9 : étapes initiales de pénétration et diffusion hématogéne des leptospires
pathogénes, issu de Picardeau 2017.

Légendes: Les Leptospira pathogenes pénetrent dans 1’organisme par la peau lésée, se
déplacent au sein du tissu sous-cutané grace a leur mobilité et capacité a fixer et dégrader les
éléments de la MEC. La capacité des leptopspires a interagir avec les cellules cutanées
(exemple : fibroblaste du derme) et initier une réponse immune innée locale reste a étre
explorée. Les leptospires atteignent les vaisseaux ou plusieurs mécanismes pathogéniques
peuvent étre mis en jeu : échappement au complément, activation de la coagulation, sécrétion
de protéases endommageant les structures cellulaires et moléculaires de 1’h6te. Une réponse
antibactérienne est mise en ceuvre par les cellules endothéliales et cellules immunitaires
innées tels les macrophages. ECM: extracellular matrix (MEC : matrice extracellulaire), ROS:
reactive oxygen species (especes réactives de 1’oxygene), RNS: reactive nitrogen species
(especes réactives du nitrogene).

2.3- Echappement au complément

Le systeme du complément est 1’association de plus de 30 protéines sériques solubles et
protéines membranaires interagissant pour constituer une défense anti-infectieuse de premiere
ligne, bien que les fonctions du complément aillent au-dela de la protection anti-infectieuse

(Ricklin et Lambris 2013). Au stade de diffusion hématogene les leptospires sont donc en
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présence de la majorité des constituants du complément qui devraient tuer la bactérie et en

limiter la propagation.

Le complément est un systtme enzymatique finement régulé, avec différentes voies
d’activation possibles, mais aussi des systeémes inhibiteurs multiples pour limiter un potentiel
emballement enzymatique pouvant conduire a une cascade inflammatoire délétere (Gasque
2004). On distingue classiquement 3 voies d’activation et de stimuli du complément : la voie
classique, via les anticorps ayant reconnu leur antigene cible ; la voie alterne via une auto-
activation spontanée a bas bruit; et la voie lectine initiée par la reconnaissance de mannose
porté par des microorganismes. Ces 3 voies d’activation peuvent mener a une voie commune
finale dite terminale qui correspond a la fixation de protéines du complément organisées en
véritable pore au sein de la membrane cellulaire ciblée. Il s’ensuit une lyse de la cellule en
question, par un complexe d’attaque membranaire. En contrepartie, le systéme immunitaire de
I’hdte comprend des inhibiteurs (régulateurs) spécifiques a chaque voie d’activation (Harris et

al. 2012).

Le systtme du complément est un élément-clé pour la distinction des leptospires
pathogenes et non pathogenes. Les données les plus anciennes concernant I’importance du
complément lors de la leptospirose remontent aux années 1960 avec la mise en évidence du
role des anticorps spécifiques pour tuer la bactérie in vitro, en conjonction avec le systeme du
complément (Johnson et Muschel 1966). Ces premiers travaux mettent en évidence que les
bactéries pathogenes ont une relative résistance a 1’action de lyse médiée par le complément,
que celle-ci soit le fait d’anticorps spécifiques (voie classique) ou de 1’activation de la voie
alterne. Différents microorganismes ont développé des mécanismes d’échappement au
complément lors de leur évolution. Les bactéries du genre Leptospira ne sont pas en reste et
peuvent étre considérées méme comme une illustration de cette capacité des bactéries de
détourner les défenses de 1’hote. Cet échappement au systeme immunitaire de 1’hote a été de
mieux en mieux caractérisé lors des deux dernieres décennies ol un grand nombre de données
ont été collectées sur les mécanismes en jeu dans cette « évasion immune ». Les données sont
surtout issues de modeles in vitro avec utilisation de mutations ciblées et des protéines
recombinantes du complément. Ces mécanismes d’échappement ont été détaillés dans une
revue récente de la littérature (Fraga, Isaac, et Barbosa 2016), et sont schématisés dans la

Figure 10:
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-les Leptospira d’espeéces pathogenes ont la capacité d’induire une liaison sur leur
membrane de protéines régulatrices de 1’hote. Ces protéines ainsi adsorbées a la surface
bactérienne protegent la bactérie d’une activation de la cascade du complément. Il a ainsi été
décrit que les leptospires pouvaient fixer les éléments régulateurs inhibiteurs suivants : la
C4BP (C4b binding protein) des voies classique et lectine, le facteur H et le facteur H-like-1
de la voie alterne ainsi que la vitronectine, régulateur de la voie terminale. Les protéines de

Leptospira impliquées sont LigA et LigB, Lsa23, Lsa30, LcpA, Len A et LenB.

-la bactérie peut aussi sécréter des protéases clivant directement des enzymes/protéines
d’importance majeure pour la cascade du complément : le C2, le C4, le C3, le facteur B. Les

protéines dégradées sont rendues inactives.

-les leptospires peuvent aussi détourner les protéases de 1’hdte pour cliver certaines
fractions du complément. C’est ce qui a été décrit pour le plasminogene qui une fois activé va

étre transformé en plasmine qui a son tour dégrade des fractions actives de la cascade du

complément (C3b, C4b, C5).

Les conséquences d’un tel dysfonctionnement du complément ont un impact sur les
différentes voies effectrices du complément : lyse bactérienne, 1’opsonisation des bactéries
pour faciliter leur phagocytose, diminution du chimiotactisme et de 1’activation des acteurs

cellulaires de I’immunité innée.
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Figure 10: mécanismes d'échappement au systeme du complément développés par la
bactérie Leptospira. Issu de (Fraga, Isaac, et Barbosa 2016).

Légendes : Leptospira représentée au centre du schéma interagit avec le complément a
différents niveaux par des protéines membranaires (triangles colorés) ou des protéines
sécrétées. La partie haute du schéma indique les interactions avec les régulateurs naturels du
complément : voie alterne a gauche, la voie classique et des lectines au centre et la voie
terminale a droite. La partie inférieure rend compte de la dégradation de fraction du
complément par le détournement du plasminogéne a gauche, et par I’action directe de
protéases bactériennes a droite. C4BP : C4 binding protein; FB : facteur B; FH : facteur H;
FI: facteur I; PLG: plasminogene; uPA : Urokinase-type plasminogen activator; Vn:
vitronectin.

I1 est intéressant de noter que dans diverses pathologies infectieuses ou inflammatoires ou
le complément est impliqué, il a été mis en évidence une susceptibilité génétique avec divers
polymorphismes retrouvés (Harris et al. 2012). La conjonction de plusieurs polymorphismes
particuliers serait 2 méme de modifier 1I’expression ou la fonction des constituants du systeéme

du complément vers un défaut d’activation ou au contraire une inflammation excessive : on
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parle de « complotype ». Ces défauts perturbant ’homéostasie du complément ne sont pas
décelables a I’échelle quantitative pour un seul constituant pris a part mais doivent comporter
une analyse globale de plusieurs molécules-clés. Des polymorphismes ont ainsi été associés a
des risque pour des infections : méningocoque (geéne du facteur H), fievre jaune ou typhoide
(gene du C3) (Harris et al. 2012). Ce type d’analyse n’a jamais été réalisé dans le cadre de la
leptospirose, alors méme que le systtme du complément semble avoir un rdle majeur dans la

physiopathologie de la maladie.

2.4- Atteintes d’organes

a. Interaction avec I’endothélium

Lors de cette circulation dans le compartiment vasculaire, les leptospires vont étre en
contact étroit avec 1’endothélium. Cette interaction avec 1’endothélium est probablement un
moment clé de la physiopathologie de la leptospirose car elle a pour conséquences
potentielles : la diffusion de la bactérie dans les organes cibles, I'induction de 1ésions
endothéliales avec risque d’hémorragies, ’activation des cellules endothéliales en vue
d’initier une réponse inflammatoire et le recrutement des cellules immunitaires dans les tissus
infectés et une activation de la voie extrinseque de la coagulation. Le contact entre leptospires
et endothélium se fait possiblement par le biais des protéines membranaires de la bactérie
capable de lier les molécules a la surface des cellules endothéliales: fibronectine,
glycosaminoglycanes, cadhérines comme cité en paragraphe 2.1-. La liaison de Leptospira
aux molécules de type intégrines CD11a/CD18 et CD11b/CDI18 est aussi suggérée par une
étude récente détaillant les fonctions de la protéine Mce (mammalian cell entry) des
leptospires (Cosate et al. 2016). De plus comme évoqué pour la progression de la bactérie au
sein de la MEC, diverses protéases (plasminogene, métalloprotéase) peuvent favoriser le
passage de la bactérie au travers des espaces intercellulaires de 1’endothélium (Monica L.

Vieira et al. 2013).

Les études a notre disposition pour définir le role de 1’endothélium chez 1I’€tre humain
sont tres limitées lors de la phase aigué de la leptospirose : les données sont extrapolées a
partir de mesures indirectes telles que des marqueurs d’activation des cellules endothéliales
retrouvés dans le sang et des données issues de modeles in vitro. Pour ces derniers, on peut

citer les études montrant que Leptospira induit une perte des adhésions intercellulaires
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endothéliales donc une perte de 1’architecture normale de la couche cellulaire avec perte de la
fonction de barriere possiblement (Martinez-Lopez, Fahey, et Coburn 2010; Evangelista et al.
2014). D’un autre c6té, les molécules de surface engagées dans I’adhésion des cellules
immunitaires sont plus exprimées a la surface des cellules endothéliales en culture : molécules
de type CAM (cell adhesion molecules) ou sélectines (Monica L. Vieira et al. 2007; Atzingen
et al. 2009; Gémez et al. 2008; Dobrina et al. 1995; Goeijenbier et al. 2015).

Chez I’étre humain, une étude basée sur une série d’autopsies montre une expression plus
importante de certaines CAM sur I’endothélium pulmonaire de patients en comparaison a des
contrOles non affectés par la leptospire, en particulier les molécules de type ICAM et VCAM
(Del Carlo Bernardi et al. 2012). Les autres travaux correspondent essentiellement a 1’analyse
des formes solubles de molécules de surface de I’endothélium impliquées dans les fonctions
d’activation et de recrutement: ICAM-1, E-sélectine (Paris et al. 2008; Libério et al. 2015;
Goeijenbier et al. 2015). 11 a été retrouvé une corrélation entre les niveaux élevés de ces
biomarqueurs et la sévérité de la maladie, telle que I’atteinte rénale ou la mortalité (Libdrio et
al. 2015; Goeijenbier et al. 2015). Ces données indiquent une possible activation des cellules
endothéliales, sans qu’il soit possible d’écarter la possibilité de dommages subis par les
cellules endothéliales, ou encore d’une action protéolytique exercée directement par la

bactérie.

b. Foie

Le foie est un organe filtrant de grandes quantités de sang et a aussi pour particularité une
fonction immunitaire propre avec des cellules de la lignée macrophagique, les cellules de
Kuppfer. Les hépatocytes et les cellules fibroblastes du foie jouent également un role
important dans la réponse immune innée (Crispe 2009). Les analyses anatomopathologiques
de tissus hépatiques en phase aigué¢ de cas de leptospirose humaine mettent en évidence une
désorganisation architecturale, des Iésions des cellules résidentes avec parfois nécrose et une
congestion vasculaire avec parfois hémorragies focales, une infiltration de cellules
immunitaires : neutrophiles, monocytes (Arean 1962; Shintaku, Itoh, et Tsutsumi 2014). Les
analyses sur modeles animaux confortent ces données et montrent la présence de nombreuses
leptospires paraissant se localiser entre les travées d’hépatocytes (Nally et al. 2004; Alves et

al. 1992). La désorganisation retrouvée au sein du foie est associée a une perte d’expression
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de la cadhérine de type E, impliquée dans les contacts intercellulaires des hépatocytes (De

Brito et al. 2006).

Figure 11: coupe histologique de foie de cochon d’Inde infecté par un isolat clinique de
Leptospira interrogans, image issue de (Bharti et al. 2003). Les cellules hépatiques au
noyau bleuté sont disposées en rangées et délimitent les travées hépatocytaires ou sont

présentes des bactéries allongées prenant une coloration marron foncée : les leptospires.

Des données complémentaires sur 1’atteinte du foie sur modele animal de hamster
montrent que les bactéries pathogénes induisent une perte de cohésion entre hépatocytes,
désorganisant la constitution des canalicules biliaires et aboutissant au défaut d’élimination de
la bile donc un ictere (Miyahara et al. 2014). On peut avancer I’hypothese de protéases
propres a la bactérie capables de cliver les jonctions intercellulaires et ainsi induire les 1ésions
décrites. De maniere marginale, une unique étude indique un exces d’apoptose sur les cellules
hépatiques a 48h de l’infection (modele cochon d’Inde), mais le taux indiqué était
relativement discret, de I’ordre de 5%, quoique significativement différent des autres organes-
cibles étudiés (F Merien et al. 1998). Sur le modele murin, il est retrouvé une possible
induction d’apoptose au sein du foie, mais également des reins et poumons, de maniere
étonnamment décalée apres 14 jours d’infection et selon un mécanisme dépendant de la

caspase-3 (Marinho et al. 2015).
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Figure 12 : mécanisme d'invasion des leptospires dans les travées d'hépatocytes.

Les leptospires pénetrent 1’espace de Disse puis induisent une désorganisation des jonctions
intercellulaires des hépatocytes avec perte de 1’architecture des canalicules biliaires. Issu de
(Miyahara et al. 2014)

A notre connaissance il a été publié une unique étude réalisée in vitro sur des cellules
hépatiques humaines, la lignée L-02, ou les auteurs associent la pathogénicité des souches
bactériennes testées a I’induction d’apoptose et de cytotoxicité qui implique une

sphingomyélinase (Y.-X. Zhang et al. 2008).

c. Poumon

Le poumon est un des organes cibles les plus étudiés, probablement car I’atteinte
pulmonaire est assez emblématique de I’infection et associée a une mortalité élevée,
supérieure a 50% (P. N. Levett 2001). De plus c’est pour cet organe qu’on retrouve le plus de
travaux appuyant 1I’hypothese d’une réponse immunitaire exagérée favorisant des atteintes
tissulaires déléteres, justifiant pour certains de recourir aux corticoides comme explicité en
section 5.1- page 41 et dans une revue de la littérature (Dolhnikoff et al. 2007). Les travaux
anciens d’autopsies de cas humains létaux mettent en avant les 1ésions hémorragiques et a un
moindre degré un infiltrat composé de cellules lymphoides et plasmatiques (Arean 1962).
Pour appuyer I’hypothése d’une réponse immunitaire exagérée responsable des 1ésions

pulmonaires, on peut citer le travail de Del Carlo Bernardi et al. qui montre une expression
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plus importante des molécules d’adhésion ICAM et VCAM, et du TLR2 sur I’endothélium
pulmonaire en comparaison a des controles sans pathologie pulmonaire, ou avec hémorragie
alvéolaire d’une autre nature qu’infectieuse. Il a été aussi mis en évidence une augmentation
de I’expression de ICAM et du récepteur au C3a au sein des septa alvéolaires (Del Carlo
Bernardi et al. 2012). Cette étude comparative suggere que le mécanisme de recrutement de
cellules immunitaires pourrait participer aux 1ésions pulmonaires sans qu’il soit possible de le
confirmer. Dans une autre étude, ce sont les dépdts d’immunoglobulines et de I’opsonine C3
du complément au sein des alvéoles qui vient étayer cette hypothese (Croda et al. 2010).
Néanmoins une autre étude appuie a I’inverse 1’hypothese de lésions induites par I’exces de
bactéries : une série de quelques cas suggere une plus forte mortalit¢é par hémorragie
alvéolaire en cas de charge bactérienne plasmatique et/ou pulmonaire élevée (Segura et al.

2005).

Sur le modele animal (cochon d’Inde) il est retrouvé une faible quantité de bactéries au
sein du poumon (Dolhnikoff et al. 2007) ainsi que des dépdts d’immunoglobulines et de
complément dont I’intensité est proportionnelle a I’intensité de I’hémorragie alvéolaire (Nally

et al. 2004).

Tout comme pour les hépatocytes nous n’avons pas connaissance de modele in vitro de
cellules issues du poumon utilisées pour approfondir les connaissances sur les mécanismes de

la réponse immunitaire engagée par les leptospires.

d. Rein

Le rein est classiquement affecté soit de maniere aigué avec un tableau pouvant aller
jusqu’a I'insuffisance rénale anurique, soit de maniere chronique peu/pas symptomatique avec
portage et excrétions de bactéries. Cette distinction, peut-etre trop schématique, rend tout de
méme compte des tableaux variés rencontrés en pathologie humaine et animale ou certains
hotes dits accidentels présentent une infection marquée, et d’autres sont peu affectés et
considérés comme réservoirs (ex : souris, rats) avec une excrétion prolongée de bactéries
attestée par les analyses urinaires de PCR ou culture (Monahan, Callanan, et Nally 2008;
Gomes-Solecki, Santecchia, et Werts 2017). Les études dans le domaine portent surtout sur le
portage rénal chronique et les raisons des défauts d’élimination du pathogene, les relations

avec la réponse de 1’hdte en phase chronique et donc cet échappement immunitaire.
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Pour I’étude de I’atteinte en phase aigué, les 1ésions détaillées historiquement lors d’une
série de cas fatals chez 1’€tre humain sont celles d’une nécrose tubulaire, avec des foyers
d’hémorragie et d’infiltrats leucocytaires polymorphes, tandis que les glomérules semblent
épargnés (Arean 1962). Ces données indiquaient déja un tropisme particulier des leptospires
pour les tubules rénaux qui ne semble pas uniquement la conséquence d’une zone du rein tres
vascularisée, puisque les glomérules le sont aussi, sans qu’ils soient touchés. La question de
ce tropisme si particulier pour les tubules rénaux, et en particulier le tube contourné proximal,

n’est pas élucidée.

Les tubules rénaux sont des zones d’échange d’ions et réabsorption d’eau. Chez I’animal,
le tropisme pour les tubules proximaux est associé a un défaut de fonction de certains
transporteurs d’ions (ex : NKCC2) et induit des pertes urinaires, notamment en potassium et
sel (Wu et al. 2004). Outre les possibles dégats propres a la présence bactérienne
(désorganisation architecturale secondaire a ’action des protéases, sécrétion de toxines,
Iésions hémorragiques), une réaction inflammatoire peut €tre initiée avec la reconnaissance
soit du LPS, soit de protéines membranaires (OMP pour outer membrane protein) ou encore
des lipoprotéines telles que LipL.32 par des récepteurs de type TLR. Dans un modele d’étude
de cellules rénales in vitro, cette initiation de la réponse immune innée conduirait a la
production importante de 1’enzyme iNOS, de cytokines et chimiokines (MCP-1/CCL2, IL-
8/CXCLS) qui favoriseraient a leur tour le recrutement des leucocytes (C.-W. Yang 2007). 1l
s’ensuit ce qui est qualifié de néphrite avec un dysfonctionnement rénal global contemporain
d’une infiltration de cellules immunes dans 1’espace tubulo-interstitiel. Néanmoins ces
données sont extrapolées a partir de lignées cellulaires in vitro sans constatation claire issues
de tissus humains. Des interventions thérapeutiques visant a réduire cette phase de
recrutement ont été envisagées avec le recours a la dialyse précoce pour épurer le sang des
médiateurs de I’inflammation (Andrade, Cleto, et Seguro 2007). Chez les hotes accidentels tel
I’étre humain, cette atteinte se résout généralement en 2 semaines, mais peut laisser des
séquelles a plus long terme avec a 1 an 9% d’insuffisance rénale (Herath et al. 2014). De plus,
dans les pays d’endémie, il est retrouvé un surrisque d’insuffisance rénale chronique en cas de
forte exposition a Leptospira (H.-Y. Yang et al. 2015). Ces lésions chroniques sont
néanmoins plutdt observées chez les animaux réservoirs chez qui la bactérie induit peu de
Iésions aigués et avec la capacité de persister et se répliquer a long terme au sein des tubules
rénaux. Signalons que le rein est I’organe emblématique de la phase chronique de la

leptospirose puisque c’est généralement le seul organe pour lequel la persistance a été
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fréquemment retrouvée chez les animaux porteurs. L’étude des bactéries marquées et
détectées par bioluminescence atteste de cette spécificité, tout du moins pour le modele

étudié : la souris (Ratet et al. 2014).

Pour ce qui est de cette atteinte en phase chronique on retrouve une réponse de 1’hote
inappropriée avec un défaut d’élimination du pathogene et possiblement une réaction
immunitaire aboutissant a de la fibrose tissulaire et donc une dysfonction rénale progressive.
Le mécanisme d’installation de cette fibrose semble atypique car indépendant du TGF-J3 et de
la réponse immunitaire adaptative (Matsui et al. 2016; Fanton d’Andon et al. 2014a). Pour
certains la fibrose est la conséquence de la persistance bactérienne, pour d’autres le fait des
l1ésions inflammatoires a la phase aigué et qui surviennent malgré la persistance bactérienne.
Pour cette derniere hypothese on peut citer une étude comparant deux modeles animaux,
souris porteuses chroniques asymptomatiques et hamsters avec néphrite initiale puis
persistance. Les 1ésions de fibrose sont décrites uniquement chez le hamster (Matsui et al.
2016). Les mécanismes de maintenance de la bactérie et d’échappement au systeéme
immunitaire sont mal connus. Il existe probablement une évolution des bactéries spécifiques
aux hotes réservoirs leur ayant permis de s’adapter et de devenir presque commensales pour
ces animaux. Néanmoins les mécanismes moléculaires d’échappement sont incertains. En ce
qui concerne I’échappement aux anticorps, considérés comme le principal moyen de défense
en phase chronique, on ne sait pourquoi les bactéries au sein des tubules ne sont pas ciblées
puis éliminées. La localisation dans les tubules, donc a I’extérieur de I’organisme et de hors
d’acces par des anticorps integre est une hypothese avancée. Les modifications des antigenes
de surface exprimés sont une explication avancée : moins d’antigenes de surface exprimés ou
modifications quantitatives telle que la composition du LPS (Monahan, Callanan, et Nally

2008; Zuerner 2015).

La réponse a I’infection apparait donc variable selon le type d’hote et I’organe considéré.
Certaines différences sont sans doute liées aux écarts qui existent entre les systemes
immunitaires de ces hdtes. Nous nous proposons de détailler les données portant sur les
composantes cellulaires et moléculaires du syst¢eme immunitaire engagé lors de la phase aigué

de la leptospirose.
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3- Réponse immunitaire

Le cceur de mon travail de recherche a porté sur la réponse du systeéme immunitaire inné
lors de la phase initiale de la leptospirose. Ce systeme est en connexion étroite avec le
systeme dit immunitaire adaptatif qui, par opposition, a la particularité d’étre de mise en
ceuvre plus lente, plus spécifique et pouvant se maintenir a long terme au travers du
phénomene de mémoire immunitaire. Dans les sections suivantes sont détaillées les données
qui nous apparaissent comme pertinentes concernant I’immunopathologie de la leptospirose,
et ce afin de mieux replacer mes travaux dans leur contexte. Dans un premier temps sont
abordés les facteurs de susceptibilité immunitaire, puis successivement les réponses immunes

innée et adaptative.

3.1- Facteurs de susceptibilité en lien avec le systeme

immunitaire de I’hote

Dans diverses infections, il a été démontré que la réponse immunitaire de 1’hote
conditionnait la sévérité de la maladie, notamment en cas de déficit immunitaire. Ces
prédispositions souvent génétiques, peuvent avoir un caractere monogénique fort (ex : déficit
en properdine et infections a Neisseria) ou encore un caractere plurigénique, alors beaucoup
plus complexe a mettre en évidence surtout lorsqu’il s’agit de polymorphisme génétique a

I’échelle nucléotidique (SNPs : single nucleotide polymorphisms).

Le constat d’une incidence accrue de cas de leptospirose chez des hommes jeunes peut
faire soulever I’hypothese de facteurs génétiques prédisposant, ou de facteurs hormonaux liés
au genre. Néanmoins cette incidence accrue pourrait n’étre que le biais d’une exposition plus
importante de cette population a la bactérie, en particulier pour les professions a risque dans le
monde agricole ou les hommes sont plus employés. Les études d’incidence comparées
exposition/maladie plaident plutdt en faveur de I’hypothese de facteurs environnementaux et

non liés a une prédisposition inhérente au sexe masculin (Guerra-Silveira et Abad-Franch

2013).

En dehors de prédisposition génétique associée au genre de I'individu affecté par la
leptospirose, certains travaux ont recherché les possibles associations génétiques en lien avec

le systtme immunitaire, et une éventuelle prédisposition a la maladie, ou a sa gravité. Les
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principales études réalisées dans le domaine se sont portées sur 1’étude du HLA chez des

humains :

- une étude réalisée chez des triathletes apres une épidémie suite a une compétition met
en évidence que les personnes porteuses du HLA de classe 2 HLA-DQ6, déterminé
par technique sérologique, sont plus a risque de développer la maladie a niveau
d’exposition considéré égal (Lingappa et al. 2004).

- T’analyse de polymorphismes des génes du HLA de classe I a pu étre associée a un sur-
risque de leptospirose, mais pas ceux du HLA de classe II dans une autre étude
(Fialho et al. 2009).

- une étude cas/témoins a été réalisée sur un polymorphisme de TLR2 décrit comme
associé a un défaut de fonction: TLR2 G/A. Les patients porteurs de ce
polymorphisme avaient un risque relatif multiplié par 10 de développer une
leptospirose, et un risque encore majoré d’atteinte hépatique. Dans la méme étude
des résultats proches avec risque moindres de leptospirose étaient décrits pour un

polymorphisme de TLR1 (Cédola et al. 2015).

Ces données issues de la génétique de I’hdte humain montrent que des modifications du
HLA d’un individu a I’autre peuvent €tre associées a des modifications du phénotype de la
maladie. Etant donné la fonction du HLA dans la présentation de 1’antigéne, ceci suggere un
impact sur I’immunité adaptative principalement.

Les risques majorés d’infection en lien avec certains polymorphismes du TLR?2 illustrent
la place importante de ce TLR dans la réponse immunitaire innée a I’encontre du pathogene,
et donc le rdle des acteurs cellulaires porteurs de ce TLR qui agissent comme premiere ligne

de défense.

3.2- Réponse immunitaire innée

a. Mécanismes de reconnaissance du pathogéne

Les microorganismes sont reconnus par les cellules de 1’héte infecté grace a des
récepteurs identifiant des motifs moléculaires génériques portés par les agents pathogenes et

dénommés PAMP (pathogen-associated molecular patterns). Les récepteurs dénommés PRR
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(pattern recognition receptor) sont membranaires ou intracellulaires et actuellement classés
selon 4 catégories : les TLR (Toll-like receptor), CLR (C-type lectin receptor), RLR (RIG-I-
like receptor) et NLR (NACHT and leucin rich proteins). Les plus connus en général sont les
TLR. Ce sont aussi ceux les plus étudiés lors de la leptospirose. Outre les PAMP, les PRR
peuvent répondre a des signaux de danger dénommés DAMPs (danger-associated molecular
patterns), qui sont dérivés des débris cellulaires en présence ou en absence d’un processus

infectieux (allergie, cancer et inflammation) afin de maintenir I’homéostasie cellulaire.

> Role des TLR:

Les TLR sont des récepteurs transmembranaires, présents a la surface cellulaire ou sur la
membrane d’endosomes et peuvent reconnaitre des motifs moléculaires aussi variés que
I’ADN bactérien, I’ARN double ou simple brin, le LPS, la flagelline et le peptidoglycane
(Akira et Takeda 2004). A ce jour 13 TLR ont été décrits chez les mammiferes, dix étant
présents chez 1’€tre humain. La reconnaissance des PAMP par les TLR induit une
signalisation intracellulaire aboutissant a I’expression de genes aboutissant a la sécrétion de
cytokines, chimiokines et a 1’activation des cellules immunitaires en vue de débarrasser
I’organisme du pathogeéne. Chaque TLR reconnait un ou plusieurs motifs moléculaires précis
et certains motifs peuvent étre reconnus par 2 TLR différents associés en hétérodimeres (ex :
acide lipotéchoique avec LTR 2 et 6). Dans le cadre de la leptospirose ce sont les TLR 2 et 4
qui sont prédominants dans la reconnaissance de la bactérie, du moins les plus étudiés et ce

sont ces aspects qui sont développés ci-apres.

Le TLR4 est le principal récepteur du LPS, du moins le LPS classique des bactéries a
Gram négatif. C’est un récepteur exprimé a la membrane de la cellule, et associé a deux
corécepteurs CD14 et MD-2, pour former le complexe de liaison au LPS et permettre la
transduction du signal de reconnaissance. Les autres ligands du TLR4 sont le mannose, le
taxol, des protéines chaperonnes de I’hote telles que HMGB1 (high-mobility group box 1
protein), HSP60 (heat shock protein), HSP70. La signalisation intracellulaire provoquée par
I’engagement du TLR4 avec son ligand induit I’activation de NF-«kB, puis de MAP kinases
aboutissant a la synthese de cytokines telles que I'IL-1, IL-6 et TNFa (tumor necrosis factor

alpha).
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TLR2 a de nombreux ligands, possiblement car il est fonctionnel en tant qu’hétérodimere
avec TLR1 ou TLR6 principalement et peut-€tre TLR10 (Akira et Takeda 2004). On a ainsi
pu décrire une liaison adiverses molécules et de maniere non exhaustive : I’acide

lipotéchoique, lipoprotéines, LPS atypique tel que celui de Leptospira.

En effet, le LPS de Leptospira a une composition singuliere différant de celle des
bactéries a Gram négatif dites « classiques » avec pour la portion lipidique (lipide A)
plusieurs particularités : acides gras de longueurs différentes et parfois insaturés, présence de
certains motifs disaccharides modifiés et présence d’un résidu phosphate méthylé a

Pextrémité du lipide A (Que-Gewirth et al. 2004; Haake et Ziickert 2015).
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Figure 13 : structures biochimiques du LPS d’Escherichia coli et de Leptospira
interrogans issu de Werts 2010.

Les différences de structures du LPS de Leptospira sont indiquées en couleur : acides
gras a longues chalnes insaturés de longueurs différentes en vert, groupement méthyle
additionnel en rouge. Il est a noter aussi I’absence de phosphate sur une extrémité du
disaccharide.

Le LPS est le principal composant de la membrane externe des leptospires, avec les
lipoprotéines, donc 1’'un des principaux constituants que le systtme immunitaire de I’hote va
reconnaitre comme étranger lors de I’infection. Le mécanisme de reconnaissance du LPS par
les TLR constitue donc la clé de volite de la reconnaissance du pathogene et orchestrera une

part importante de la réponse immunitaire. Si la reconnaissance s’opere par le TLR4 comme
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attendu pour du LPS, il a ét€ montré que pour le LPS de Leptospira le TLR prépondérant était
TLR2 alors que le TLR2 humain ne reconnait pas le LPS « classique » en principe. Pour le
LPS de Leptospira, c’est la portion lipidique (lipide A) qui est reconnue par le TLR4 murin,
tandis que le TLR4 humain ne reconnait pas ce motif moléculaire. Cette partie lipide A n’est
pas non plus reconnue par le TLR2, et c’est donc une autre partie de ce LPS de leptospire qui
est reconnu par le TLR2 humain. Cet écart entre LPS des bacilles a Gram négatifs et les
leptopires est percu comme 1’élément expliquant la raret¢é du choc septique lors de la
leptospirose, a I’inverse des bactériémies a bactéries a Gram négatif ou le LPS exerce un effet
d’endotoxine aux complications bruyantes méme pour une faible quantité de bactéries
circulantes. Les données ci-apres étayent ce paradigme si particulier a la leptospirose, méme

au sein de la famille des spirochetes puisque ni Borrelia, ni Treponema n’expriment de LPS.

Les principales données sur la reconnaissance du LPS de Leptospira proviennent des
expériences sur lignées cellulaires in vitro et des modeles animaux notamment murins. Des
2001, les travaux de Catherine Werts et collaborateurs mettent en avant le fait que les cellules
monocytaires d’origine humaine THP-1-CD14 reconnaissent le LPS des leptospires par TLR2
et non TLR4 (C. Werts et al. 2001). Cette distinction n’est pas retrouvée chez les
macrophages de souris pour qui les deux TLR semblent importants (Nahori et al. 2005). Ce
défaut de reconnaissance du LPS de Leptospira serait dii a la modification du lipide A
constituant le LPS (Nahori et al. 2005). Les expériences menées sur des modeles murins avec
des KO de TLR2, TLR4 ou des deux TLR rendant les souris susceptibles a 1’infection,
montrent que ces deux TLR participent a la défense antibactérienne en induisant in fine une
réponse lymphocytaire B adaptée pour éliminer le pathogéne (Chassin et al. 2009). Cette
importante différence de fonction du TLR4 entre humain et souris pourrait expliquer que les
rongeurs aient une meilleure réponse a I’infection et ce qui limiterait les atteintes viscérales,
contrairement aux hotes accidentels, tels les humains (Catherine Werts 2010). 11 est
intéressant de rappeler les résultats de cette étude cas/témoins analysant des polymorphismes
du gene de TLR2 chez I’étre humain qui montre un risque relatif multiplié par 10 de
développer une leptospirose, et un risque encore majoré d’atteinte hépatique (Cédola et al.
2015). A notre connaissance aucune étude en dehors de celle-ci n’a évalué TLR2 directement

chez ’homme, en termes de taux d’expression et d’activités fonctionnelles lors de I’infection.

69



Outre la place prépondérante du LPS dans la réaction inflammatoire du a Leptospira, il
faut citer le role des lipoprotéines qui constituent une part importante de la composition de la
membrane bactérienne externe. Des travaux ont montré que les lipoprotéines de leptospires
induisaient la sécrétion de chimiokines facilitant le recrutement des neutrophiles via un
mécanisme TLR2 dépendant, et que la principale lipoprotéine probablement impliquée serait
LipL32 (C.-W. Yang et al. 2006; C.-C. Hung et al. 2006; Cheng-Chieh Hung et al. 2006). Des
mutations dirigées sur LipL32 au site de fixation avec TLR2 induisent une baisse des
cytokines et chimiokines pro-inflammatoires I1L-8, MCP-1 et TNFa (Lo et al. 2013). D’une
maniere générale les lipoprotéines et lipopeptides stimulent les TLR1 et TLR2, et ceci a été
démontré pour Leptospira comme pour les autres spirochetes dont la membrane est composée

de tels constituants (Kelesidis 2014).

Par ailleurs, dans les modeles murins, TLR4 a un role important de contrdle de I’infection
qui ne passe pas uniquement par la reconnaissance du LPS mais impliquant d’autres ligands

potentiels de TLR4 sans qu’ils aient pu étre identifiés a ce jour (Viriyakosol et al. 2006).

> Roles des autres PRR :

Au sein des PRR non-TLR, les NLR sont des récepteurs intracellulaires. Les Nods
reconnaissent notamment des constituants du peptidoglycane (bactéries a Gram positif et
négatif), en particulier les fragments muropeptidiques de ce peptidoglycane. Le possible
passage intracellulaire de Leptospira pourrait donc induire une liaison aux récepteurs de type
NOD. Les CLR se lient a des sucres et sont par contre exprimés a la membrane cellulaire des

cellules immunitaires essentiellement : monocytes, neutrophiles, cellules dendritiques.

Les données spécifiques aux PRR non TLR dans la leptospirose sont tres pauvres. Leur
role a été suspecté d’apres les constatations de Iésions inflammatoires et expression de
cytokines/chimiokines au sein de tissus de souris infectés KO pour les TLR2 et 4, apres avoir
écarté le role potentiel d’autres TLR (Chassin et al. 2009). Dans une autre étude cette
inflammation dépendante des TLR2 et 4 a pu aussi €tre rapportée a I’activation de récepteurs
de la famille des NLR : Leptospira engage NLRP3, constituant de I’'inflammasome, et
pouvant ainsi induire une sécrétion d’IL-1f au sein de reins infec€s de souris ou bien in vitro

(Lacroix-Lamandé et al. 2012). Récemment ce méme groupe a proposé que 1’induction de la
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fibrose rénale sur modele murin d’infection chronique pourrait étre liée a un mécanisme

indépendant des TLR et NLR (Fanton d’ Andon et al. 2014b).

Concernant les CLR on peut citer une étude mettant en évidence que les cellules
dendritiques via le récepteur DC-SIGN (ou CD209) se lient aux sucres portés par Leptospira
ce qui participe a I’activation de ces cellules et a la production de cytokines (Gaudart et al.

2008).

Des études supplémentaires seront nécessaires pour mieux caractériser les interactions

entre leptospires et PRR de type non TLR.

b. Acteurs cellulaires
> Polynucléaires neutrophiles

Les neutrophiles sont des acteurs centraux de I’immunité innée antibactérienne (Nathan
2006). Ils sont capables de tuer ou lyser les bactéries par le biais d’enzymes protéolytiques, de
dérivés réactifs de I’oxygene (ROS), de la phagocytose, ou encore de les piéger au sein de
filaments composés d’ ADN et de protéines appelés NET (neutrophil extracellular traps) et qui
sont également associées a des peptides antibactériens (Brinkmann et al. 2004). Certains de
ces mécanismes de défense peuvent provoquer des dégats collatéraux au sein des tissus ol

siege la réaction inflammatoire anti-infectieuse.

Lors de la leptospirose humaine, plusieurs publications font état d’une élévation du taux
de neutrophiles circulants, et pour certaines d’une corrélation a la sévérité de la maladie chez
I’étre humain (Craig et al. 2013; De Silva et al. 2014; Craig et al. 2009). Savoir si cette
élévation est la conséquence d’un état septique plus grave ou a I’inverse envisager que c’est
cette élévation qui contribue a des 1ésions tissulaires plus graves n’est pas possible en 1’état
actuel des connaissances. Parmi les autres données issues des études humaines on retrouve
lors de I’infection une élévation des taux sanguins des ROS dont I’origine cellulaire n’a pas
été déterminée (Aratjo et al. 2014). Le mécanisme de mise en place des NET a lieu aussi pour
cette infection. Dans I’étude de Scharrig et al. basée sur des expériences utilisant des
neutrophiles humains ex vivo, et également sur modele murin, il a ét€ mis en évidence, une
élévation des NET contemporaine de 1’infection, un effet bactéricide des NET et un contrdle

partiel de la charge bactérienne sanguine (Scharrig et al. 2015).
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Dans une étude analysant le transcriptome des cellules sanguines de 16 patients en phase
aigué de leptospirose il est retrouvé une baisse des marqueurs associés a la réponse immune
innée et adaptative pour les 3 individus décédés (Lindow et al. 2016). Cette baisse implique
plusieurs éléments mais les auteurs montrent que la baisse d’expression de la cathélicidine,
peptide antibactérien, apparait comme majeure dans ce défaut de réponse immunitaire et ils
confirment une baisse des taux sériques sur 45 autres patients. Les données humaines sont
complétées par 1’analyse d’infections expérimentales de hamsters avec ou sans administration
de LL-37, le fragment actif de la cathélicidine : le peptide bactérien limite la 1étalité de
I’infection en méme temps que la charge bactérienne (Lindow et al. 2016). Les données
antérieures sur la cathélicidine montrent qu’il s’agit d’un peptide issu majoritairement des
PNN : la forme intégrale inactive hCAP-18 est contenue dans les granules des PNN et elle est
clivée en LL-37 apres dégranulation (Sgrensen et al. 2001). Ces données suggerent donc un
role central des neutrophiles lors des premiers jours de I’infection, par contre la cause de ce

défaut de formes actives de cathélicidine n’est pas connue.

A partir d’études menées in vitro on sait que les leptospires peuvent étre tuées par les
principaux mécanismes d’action des neutrophiles : phagocytose (B. Wang et al. 1984b;
Murgia, Garcia, et Cinco 2002; McGrath et al. 1984), peptides antibactériens (Scocchi,
Romeo, et Cinco 1993), et action des ROS (M. Cinco et al. 1993; Murgia, Garcia, et Cinco
2002). Néanmoins, la plupart de ces travaux indiquent un certain degré d’échappement des
leptospires pathogeénes a ces mécanismes en comparaison aux souches saprophytes. Dans
I’étude des NET lors de la leptospirose, les expériences sur souris déplétées en PNN par
anticorps bloquant montrent des différences de charges bactériennes sanguines mais pas de
différence sur I’intensité de la néphrite (Scharrig et al. 2015). A notre connaissance il n’existe
pas d’autre donnée publiée sur le role des neutrophiles dans les modeles animaux. Dans un
article de revue, il est fait mention de I’absence d’effet du blocage des neutrophiles (par un
anticorps déplétant) sur les parametres de I’infection murine mais ces données n’ont pas fait
I’objet de publication (Catherine Werts 2010). La transposition de ces données a la réalité de
I’infection au sein du corps humain ne peut étre réalisée et des études plus approfondies du
role des neutrophiles en situation d’infection humaine semblent importantes. De plus, il
n’existe pas a notre connaissance de données sur les fonctions de migration des neutrophiles
au sein des tissus alors que le chimiotactisme et la diapédese sont des fonctions indispensables
aux neutrophiles pour exercer leur action antibactérienne au sein des tissus infectés.

L’approfondissement de ces connaissances semble important a I’heure de thérapies
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émergentes pouvant bloquer de maniere ciblée certaines fonctions des PNN, telle la NADPH

oxydase inhibée par des peptides (El-Benna, Dang, et Périanin 2012).

Nos travaux portant sur 1’activation et les possibilités de migration/recrutement des PNN

font I’objet du deuxieme article présenté dans la these.

» Macrophages :

Les cellules de la lignée monocyte macrophage sont des acteurs majeurs de la réponse
immunitaire innée (Gordon, Pliiddemann, et Martinez Estrada 2014), et sont ceux les plus
étudiés. Ces cellules ont des fonctions antibactériennes directes via la phagocytose
principalement, mais aussi une fonction de présentation de I’antigéne pour engager la réponse

immune adaptative.

La plupart des données proviennent d’études sur modele animal ou in vitro a partir de
lignées cellulaires ou de cellules monocytaires issues de la souris notamment. Ces travaux
montrent que les leptospires interagissent physiquement avec les macrophages soit par
adhérence a la paroi membranaire, soit le plus souvent par internalisation via un processus de

phagocytose (Liu et al. 2014) ou d’endocytose (F. Merien, Baranton, et Perolat 1997) :

-En ce qui concerne la phagocytose elle se fait selon un mécanisme classique
d’opsonisation bactérienne, par le biais des anticorps principalement. En présence d’anticorps
spécifiques de Leptospira les macrophages phagocytent et tuent la majorité des bactéries, ce
qui n’est pas le cas en I’absence d’anticorps spécifique in vitro (B. Wang et al. 1984a). Le
délai de mise en place des anticorps est néanmoins de plusieurs jours suite a I’infection et la
bactérie peut probablement échapper a ce mécanisme de défense durant la phase de
bactériémie. De plus ce mécanisme de phagocytose semble différer entre les macrophages
humains et murins comme cité en préambule paragraphe 1- page 47. En effet les macrophages
murins phagocytent les bactéries Leptospira pour aboutir a leur destruction tandis que les
macrophages humains les internalisent indépendamment de la phagocytose et ne parviennent
pas a les éliminer (Li et al. 2010). Cette différence pourrait rendre compte d’un mécanisme

d’échappement bactérien et constituer un des éléments expliquant une infection mieux

controlée chez les rongeurs comparativement a 1’étre humain, hote accidentel.
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De plus, lors du processus de phagocytose, les bactéries sont en principe dégradées par
I’intermédiaire des 2 voies du processus oxydatif que sont la voie NADPH et la voie iNOS
(inducible nitric oxyde synthase) (Fang 2004). Plusieurs éléments permettent d’avancer que
les Leptospira pathogeénes ont la capacité d’échapper a ces phénomenes : elles ont une activité
de neutralisation de I’'H,O, 50 fois supérieure a celle des L. biflexa (Corin et Cox 1980) qui
sont ainsi plus susceptibles a la dégradation (Murgia, Garcia, et Cinco 2002).Cette
« protection » serait médiée par une catalase plus exprimée dans les especes pathogenes : la
catalase KatE (Eshghi et al. 2012). Lors de 1’exposition de macrophages murins a des
Leptospira pathogenes il a été noté une augmentation d’expression de catalases bactériennes
pouvant participer a ce mécanisme de défense (Xue et al. 2010). Par ailleurs, la protéine

chaperonne ClpB confererait aux bactéries pathogénes une résistance aux conditions de stress

métaboliques, oxydatif, sans que le mécanisme en soit élucidé (Lourdault et al. 2011).

-En ce qui concerne I’internalisation par endocytose, plusieurs études mettent en avant le
role d’une protéine membranaire des leptospires, Mce, qui confere une capacité d’adhésion a
différentes cellules de I’hdte, incluant les monocytes, via une liaison aux intégrines
CD11a/CDI18 et CD11b/CD18 portées par les cellules immunitaires (Cosate et al. 2016; L.
Zhang et al. 2012). D’autre protéines de la membrane bactérienne ont été¢ décrites comme
impliquées dans le processus d’internalisation bactérienne telles que LMB216 and LigB
(Toma et al. 2014). Ce mécanisme d’entrée de la bactérie dans les cellules leur permet
d’échapper a la destruction qui a habituellement cours au sein des phagolysosomes. De fait
certains considerent qu’il s’agit d’'un mécanisme d’échappement immunitaire de la bactérie

qui peut diffuser plus aisément a travers 1I’organisme (Toma et al. 2011).

Au-dela des fonctions de phagocytose et de métabolisme oxydatif, les monocytes et
macrophages peuvent exercer leurs fonctions antibactériennes par d’autres mécanismes, tels

I’induction d’apoptose et d’autophagie des cellules infectées :

-Les Leptospira sont capables d’induire 1’apoptose des macrophages in vitro, via la voie
de signalisation caspase-8 principalement (F. Merien, Baranton, et Perolat 1997; Jin et al.
2009). Une fois encore il existe des différences entre modeles murins et humains puisque les
macrophages humains semblent moins bien éliminer les bactéries et présentent un exces

d’apoptose (Li et al. 2010; Toma et al. 2011). Lorsqu’elle est retrouvée, I’apoptose semble
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secondaire a I’action d’une sphingomyélinase (Y.-X. Zhang et al. 2008) ou encore par un
afflux de calcium intracellulaire induit par une phospholipase bactérienne, comme
expérimenté sur des lignées monocytaires humaines et murines (Zhao et al. 2013). Si ce
mécanisme d’apoptose a été relié a la virulence des bactéries, sa portée n’est pas claire
puisque 1’apoptose participe a la défense antibactérienne mais peut aussi €tre considérée

comme un processus délétere de paralysie immunitaire pour 1’hote.

-L’autophagie est un processus physiologique correspondant a la dégradation
intracellulaire de constituants du cytoplasme par des lysosomes (Mizushima et al. 2008). Ce
processus joue un role important dans I’homéostasie cellulaire mais aussi pour les défenses
antimicrobiennes des pathogenes intracellulaires. Bien que les Leptospira ne soient pas des
pathogenes strictement intracellulaires, nous avons déja rapporté plusieurs éléments montrant
leur présence au sein du cytoplasme de maniere libre dans des cellules épithéliales ou au sein
des monocytes et macrophages (Toma et al. 2011; F. Merien, Baranton, et Perolat 1997).
Ainsi le processus d’autophagie pourrait €tre un mécanisme de défense contre Leptospira
mais a notre connaissance la littérature ne fait état d’aucune évaluation de ce processus lors de

la leptospirose.

Parmi les autres fonctions des monocytes/macrophages, il faut citer celles de présentation
de I’antigene aux cellules de I'immunité adaptative, la sécrétion de cytokines pro- ou anti-
inflammatoires. Les 2 phénotypes schématiquement distingués sont ceux des macrophages
M1 et M2, les premiers étant activés par I'interféron-y et les TLR et généralement considérés
comme antibactériens, surtout pour les germes intracellulaires (Sica et Mantovani 2012). Le
phénotype des monocytes et macrophages a été peu étudié en phase aigué de la leptospirose
humaine. Dans une étude portant sur les PBMC de sujets sains il est montré que 1I’exposition a
des glycolipoprotéines issues de Leptospira pathogenes induisait pour les monocytes une
expression membranaire des marqueurs d’activation CD69 et HLA-DR (Diament et al. 2002).
Cette activation était associée a une sécrétion de TNFa et d’IL-10. Cet élément rejoint une
étude plus ancienne montrant aussi que les monocytes issus de PBMC mis en présence de
peptidoglycane de Leptospira induisent la production de TNFa (M. Cinco et al. 1996) ainsi
qu’une étude montrant une sécrétion d’IL-6 dépendante des monocytes en cas d’exposition
aux glycolipoprotéines (Dorigatti et al. 2005). Ces quelques données in vitro suggerent une

reconnaissance et une activation possible des monocytes humains en contact avec les
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leptospires, et favorisant un phénotype de type plutét M1. Néanmoins la réponse d’une lignée
monocytaire humaine, THP-1, est nettement plus faible que celle d’une lignée murine, RAW
264.7, en termes de sécrétion de cytokines pro-inflammatoires : IL-1, IL-6 etTNFa (Jongyota
et al. 2008). De plus, une étude comparant les réponses génomiques des monocytes murins et
humains avec des micro-puces indique une activation plus nette des cellules murines pour les
fonctions de présentation de 1’antigene, sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, et
d’expression de la protéine C3 du complément (Xue et al. 2013). Cependant I’existence d’une
réponse insuffisante des monocytes humains in vivo n’a jamais été explorée a notre

connaissance, ni méme le phénotype monocytaire avec I’éventuelle polarisation M1/M2.

» Cellules dendritiques :

Les cellules dendritiques assurent un role majeur pour faire le lien entre le systeme
immunitaire inné et le systtme immunitaire adaptatif (Banchereau et al. 2003)(Bancherau,
steinman). Elles ont une fonction de cellule présentatrice d’antigeéne (CPA), charniére pour
orienter la réponse cellulaire T et B en fonction de I’environnement inflammatoire et sont
pourvues de multiples PRR leur permettant de reconnaitre les pathogenes (Ueno et al. 2010).
Dans le cadre de la leptospirose nous n’avons recensé qu’une étude portant spécifiquement
sur les cellules dendritiques (Gaudart et al. 2008). Sur la base de travaux in vitro, il a été
montré que les leptospires possedent de multiples carbohydrates de paroi capable de fixer les
cellules dendritiques par le biais d’un récepteur PRR de type lectine spécifique : DC-SIGN
mais I’effet d’une telle liaison n’a ps été étudié en terme de production de cytokines pro-
inflammatoires. La transposition de ces résultats in vivo n’a pas été établie. Des études sur le
role des cellules dendritiques au sein des voies d’entrée du pathogeéne (peau, muqueuse)
seraient utiles notamment pour comprendre les mécanismes d’engagement de la réponse

immune adaptative.

» Cellules natural killer (NK)

Les cellules NK sont impliquées dans les défenses contre les pathogenes intracellulaires.
Bien que Leptospira ne soit pas un pathogene intracellulaire, les données décrites

précédemment indiquent un possible passage intracellulaire et de fait I’engagement des NK
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peut étre requis lors de I’infection. Néanmoins ce role supposé n’a presque pas été exploré
chez I’€tre humain, puisque les données sont issues de modeles animaux ou d’études sur
PBMC de sujets sains. On peut ainsi citer une étude d’un vaccin sur le bétail qui montre une
expansion de la population NK, et ces NK exposés aux souches bactériennes produisent en
réponse de I’interféron y (Zuerner et al. 2011). L’étude de PBMC humains mis en présence de
souche pathogene induirait une prolifération des NK et LTyd uniquement en cas de forte
quantité de bactéries (Klimpel, Matthias, et Vinetz 2003). D’autres études seraient utiles pour
mieux préciser la place éventuelle des cellules NK dans 1’'immunopathologie de la

leptospirose.

c. Molécules solubles : cytokines, chimiokines

Une fois un pathogene reconnu par les PRR, la signalisation intracellulaire aboutit a
I’expression de geénes induisant un profil inflammatoire de la cellule concernée et
généralement la production de cytokines et chimiokines. Ces messagers solubles circulants
sont des molécules centrales pour amplifier la réaction inflammatoire et assurer la migration
et le recrutement des cellules immunitaires au sein des tissus infectés. Dans le cadre de la
leptospirose de nombreuses études ont été réalisées a partir du sérum des patients, source
d’échantillon biologique d’acces facile. Néanmoins les résultats donnent une information
globale sans pouvoir généralement détailler les acteurs cellulaires importants dans cette
réponse moléculaire. Les études animales et in vifro permettent de mieux cerner le role des

cellules immunitaires et des PAMP/PRR, ainsi que les réponses in situ dans certains organes.

Les données sur les cytokines et chimiokines sont parfois contradictoires d’une étude a
I’autre et il semble difficile de dresser un tableau clair et homogene de la situation réelle.
Plusieurs éléments peuvent rendre compte de résultats inconsistants ou discordants : le délai
de I’analyse par rapport au début des symptomes, la variabilité de 1’état de gravité clinique
des malades considérés ainsi que la charge bactérienne et une éventuelle différence de la

réponse entre les souches infectieuses.

Pour illustrer cette réponse cytokines/chimiokines nous prenons I’exemple de quelques

molécules emblématiques :

-le TNFa : est une cytokine majeure de la phase inflammatoire. Elle est membranaire ou
soluble, issue surtout des monocytes macrophages et des cellules endothéliales. Dans diverses
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études sur du sérum humain il est décrit une élévation de cette cytokine. Une des premieres
publications fait état de taux élevés pour 10 patients en comparaison a des contrdles sains
(Estavoyer et al. 1991) et une autre établie a partir de 4 patients parmi 18 cas de leptospirose
retrouve une association avec la mortalité et sévérité (Tajiki et Salomao 1996), sous réserve
d’un faible effectif. Une étude sur des effectifs plus conséquents (n=68) ne montre pas
d’élévation du TNFRx a I’admission des patients (Jiri F P Wagenaar et al. 2009). Il en est de
méme pour d’autres travaux du méme format (Chirathaworn et al. 2016; Rizvi et al. 2011).
Pour une étude avec un effectif de 172 cas, le TNFa est élevé pour les cas considérés séveres
(hospitalisés) mais n’est pas relié a la mortalité contrairement a I’IL-6 et 'IL-10 (Reis et al.
2013). Des telles discordances sont peut-étre dues a des évaluations réalisées a des temps
distincts lors de la phase aigué : dans une étude analysant la cinétique des cytokines le TNk

a été retrouvé élevé surtout dans les 5 premiers jours (Papa et Kotrotsiou 2015). Pour certains
auteurs ce taux de TNFa pris isélnent n’est pas un marqueur de sévérité mais combiné a

I’IL-10 il est montré une corrélation a la sévérité pour des ratio IL-10/TNFa bas (Mikulski et

al. 2014).

Lors d’une comparaison entre 28 cas de leptospirose et autant de cas humains de typhus
murins (maladie induite par Orientia tsutsugamushi, pathogene intracellulaire strict) il est
retrouvé une élévation du TN pour quelques cas isoEs : 1’élévation hypothétique du TN

n’apparait pas comme une marque constante de 1’infection (Chierakul et al. 2004).

Ainsi si des travaux anciens font état d’un « orage cytokinique » avec une forte élévation
du TNFa, ces données ne sont pas confirmées dans de multiples études plus récentes et a plus
grande échelle. Cette augmentation inconstante ou modérée tient potentiellement des
singularités qui existent pour les PAMP de Leptospira, notamment la composition particuliere
du LPS comme décrit au paragraphe 3.2.a en page 66. L’ activation des cellules monocytaires
humaines se fait par le TLR2 préférentiellement et non le TLR4, alors que pour les bacilles a

Gram négatif le LPS induit une forte sécrétion de TNFa via TLR4.

Les analyses de sécrétion de cytokines a partir de PBMC humains mis en présence de
souches de Leptopsira ou d’extraits bactériens montrent une sécrétion de TNIs, dépendante
des monocytes principalement, et induite par le peptidoglycane ou le GLP (glycolipoprotéine)
(M. Cinco et al. 1996; de Fost et al. 2003). Cette sécrétion serait dépendante des TLR2, TLR4
mais aussi TLRS (Goris et al. 2011). Sur quelques patients une participation des LT CD4+

dans la sécrétion de TNH est suggrée mais I’effectif nous semble trop faible pour dresser
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des conclusions (Volz et al. 2015). Les modeles d’infection animale permettent d’évaluer la
production de cytokines au sein des tissus infectés. Ainsi sur des modeles de souris
susceptibles a I’infection il est montré une expression (ARNm) de TNFa au sein des reins et
poumons, mais de maniere tardive contrairement a la chimiokine CXCL2 (MIP-2) (J. B. da
Silva et al. 2012). Cette élévation de TNFa n’est qu’en partie dépendante de mécanismes de
signalisation engageant TLR2 et TLR4, et d’autres mécanismes semblent étre a 1’ceuvre

(Chassin et al. 2009).

-interleukine-1 beta (IL-1B) : a notre connaissance une seule étude retrouvait un taux
bas ou diminué par rapport a des contrdles sains non infectés (Jiri F P Wagenaar et al. 2009),
tandis que plusieurs études montrent une élévation de cette cytokine (Reis et al. 2013; H.
Wang et al. 2012). Dans le travail de Wang et al. des analyses sur macrophages humains et
murins montre que cette sécrétion est initiée par des mécanismes dépendants des TLR2 et

TLR4.

-interleukine 6 (IL-6): les dosages sériques lors des cas humains de leptospirose
montrent une élévation de cette cytokine, et une corrélation a la mortalité (Reis et al. 2013;
Tajiki et Salomdo 1996; Jiri F. P. Wagenaar et al. 2009; Jiri F P Wagenaar et al. 2009;
Chirathaworn et al. 2016). Sur PBMC stimulés in vitro avec des glycolipoprotéines de
Leptospira il est retrouvé une sécrétion accrue de I'IL-6 par les monocytes (Dorigatti et al.

2005).

-interleukine 8 : I'IL-8 (CXCLS8) est une chimiokine majeure du recrutement des PNN.
Son taux a été retrouvé régulicrement élevé lors des cas humains de leptospirose
(Chirathaworn et al. 2016; Jiri F P Wagenaar et al. 2009; Rizvi et al. 2011). 11 a méme été
associé a la mortalité de la maladie (Reis et al. 2013; Jiri F. P. Wagenaar et al. 2009).
Néanmoins cette élévation n’a pas été retrouvée dans une autre étude (Kyriakidis, Samara, et
Papa 2011), ou bien apparait dans la deuxieéme semaine apres 1’infection (Papa et Kotrotsiou
2015). Sur le modele murin, MIP2 (CXCL2) un des homologues de I’IL-8, a un taux sérique

et des taux au sein des organes cibles €levés (J. B. da Silva et al. 2009).
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-MCP-1: MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein-1 ou CCL2) est une chimiokine
majeure pour le recrutement des monocytes/macrophages. Peu d’études ont évalué son taux
en pathologie humaine lors de la leptospirose, contrastant avec les nombreuses études faites
sur les macrophages lors de la leptospirose. Une analyse de taux sériques de multiples
cytokines réalisée sur 3 patients et contrdles montre un élévation modeste de MCP-1 (1,5 fois
les controles) (H. Wang et al. 2012). Les principales études concernant MCP-1 ont été
réalisées sur des modeles de culture cellulaires in vitro et en particulier de cellules rénales.
Ces travaux montrent que certaines protéines ou lipoprotéines de la membrane externe des
leptospires, en particulier LipL.32 et Loa22, sont a méme d’induire la synthese et sécrétion de
MCP-1 selon un mécanisme dépendant de TLR2 pour LipL.32 (Y. Zhang et al. 2010; Lo et al.
2013; C.-W. Yang et al. 2006; Cheng-Chieh Hung et al. 2006). Sur le modele murin, son taux
sérique et son taux au sein des organes cibles sont élevés, potentiellement corrélé a la sévérité

(J. B. da Silva et al. 2009).

-interleukine-10 : I'IL-10 est élevée dans la plupart des études qui ont évalué cette
cytokine dans le sérum humain en phase aigué¢ (Kyriakidis, Samara, et Papa 2011; Jiri F P
Wagenaar et al. 2009; Chirathaworn et al. 2016), et une corrélation positive entre le taux et la

sévérité/mortalité est avancée (Reis et al. 2013; Tajiki et Salomao 1996).

L’ensemble de ces données indique que plusieurs cytokines sont régulierement élevées
lors de la phase aigué€ d’une leptospirose chez 1’étre humain, en particulier IL-1, IL-8, IL-10.
Les résultats sont plus contrastés pour le TNFa, et il n’y a que peu de données pour MCP-1.
La corrélation a la gravité est inconstante et sa possible signification sujette a interprétation :
élévation secondaire a la gravité (forte charge bactérienne avec PAMP induisant la cascade
inflammatoire) ou bien participant a la gravité par le biais d’une réaction inflammatoire
exagérée potentiellement délétere ? En tout cas on n’assiste pas a un « orage cytokinique »
comme décrit dans les chocs septiques a bacilles a Gram négatif. Des études complémentaires
semblent donc utiles pour mieux préciser le rdle des cytokines et chimiokines, et les replacer
dans leur contexte de messagers cellulaires: quel est I'impact de ces molécules sur

I’infiltration des organes cibles ?
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3.3- Réponse immunitaire adaptative

a. Réponse des lymphocytes T

Peu d’études ont documenté le role des LT lors de la leptospirose en pathologie humaine.
Un travail des années 1990 montrant une baisse des LT (CD4+ et CD8+) circulants
comparativement a des donneurs sains, baisse plus conséquente lors d’insuffisance rénale
(Yamashiro-Kanashiro et al. 1991). Les LT étant les principaux constituants du compartiment
lymphocytaire sanguin, cette observation renvoie a la fréquente lymphopénie observée au
début de l'infection (De Silva et al. 2014). L’analyse des micropuces (transcriptome)
entreprise par Lindow et al 2016 et déja discutée pour les composants de I’immunité innée
pour indique une baisse des facteurs associés a la maturation des LT pour les cas létaux, sous
réserve d’effectifs tres faibles. Ci-dessous sont indiquées les données pour les 2 principales

catégories connues de LT dont le TCR est de type aff : LT CD4+ et LT CDS8+.

Concernant la sous-population de LT CD8+, une étude rapporte une élévation du taux de
granzyme B plasmatique, mais pas de granzyme A, pour 44 patients en comparaison de
controles (De Fost et al. 2007). Cette étude suggere donc une activation de LT CD8+
cytotoxiques en phase aigué de la leptospirose. En complément, on peut citer un travail sur 5
patients, associé a des analyses sur modele murin, qui expose I’existence de LT cytotoxiques
dont le récepteur a I’antigéne (TCR) est spécifique d’une séquence peptidique issue de LigA,
protéine de membrane spécifique de Leptospira, dans les suites de I'infection (Guo, Wang, et
Sun 2010). La présence de lymphocytes T CDS8 spécifiques de Leptospira apparait assez
étonnante puisque les LT cytotoxiques sont généralement retrouvés lors d’infection par des
pathogenes intracellulaires. Si la leptospire est classiquement extracellulaire, il a été décrit la
présence intra-cytoplasmique de la bactérie sur des modeles cellulaires in vitro : fibroblastes,

macrophages (F. Merien, Baranton, et Perolat 1997).

Pour les LT CD4+, on peut citer une expérience menée sur les PBMC des patients
affectés de leptospirose, a distance de ’infection (Tuero, Vinetz, et Klimpel 2010). Malgré
une expansion in vitro des LT en présence de souches de Leptospira, ou de fragments

antigéniques, les auteurs ne retrouvaient pas de différence entre les patients et les témoins et
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concluaient a une absence de LT mémoires. Un marqueur indirect d’activation des LT, le
récepteur soluble de I'[L.-2, était rapporté plus élevé et corrélé a la gravité de I'infection, dans
une cohorte de 52 patients thailandais (Goeijenbier et al. 2015). Un travail mené in vitro sur
des PBMC issus de patients affectés de leptospirose a environ 3 semaines et 5 mois apres
I’infection montre une réponse cytokinique dépendante des LT CD4+ d’apres des marquages
intracellulaires et en réponse aux stimulations avec des leptospires. Ces LT CD4+ activés

expriment de I’interféron-y et du TNFa (Volz et al. 2015).

A noter que dans ce domaine d’exploration des LT, les données issues des modeles
animaux semblent assez différentes des données humaines. Pour certains modeles murins ce
sont les populations CD4+ et CD8+ qui joueraient un role majeur dans le contrdle des
atteintes séveres : rein, poumons (Pereira et al. 1998). Par contre de nombreux travaux de
vaccination sur le bétail font état d’'une expansion préférentielle de la population de LT af
CD4+ et des lymphocytes LT yd (Naiman et al. 2001; Blumerman et al. 2007). La population
de LT dy est une population particuléere de LT qui se rapproche plutdt de I’'immun ité innée.
L’expansion de cette population in vitro lors de I’exposition de PBMC a des souches de
Leptospira a déja été décrite (Klimpel, Matthias, et Vinetz 2003), mais les données in vivo
sont contradictoires et peu documentées. Leur role potentiel dans la leptospirose est discuté

pour le 17" article présenté dans cette theése.

b. Réponse des lymphocytes B et anticorps

Les données issues de la littérature concernant les lymphocytes B (LB) sont surtout
déduites des résultats analysant les taux et fonctions des anticorps qu’ils produisent. Les
anticorps dirigés contre les antigénes bactériens sont habituellement percus comme le
principal élément permettant d’obtenir une immunité efficace avec la résolution de 1’infection.
Les arguments pour un tel postulat sont : I’évolution inverse de la charge bactérienne et du
taux d’anticorps (cf. Figure 6), la protection supposée induite par I’immunité humorale post-
vaccinale (cf. paragraphe 5.2) et le role des anticorps pour participer a la lyse bactérienne
comme principal mécanisme de défense contre I’infection. Néanmoins les données sur la
réponse des LB eux-mémes et la persistance d’anticorps protecteurs a long terme sont pauvres

chez 1I’étre humain.
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Les données les plus anciennes concernant les lymphocytes B lors de la leptospirose
remontent aux années 1960 avec la mise en évidence de l'importance des anticorps
spécifiques pour tuer la bactérie in vitro, en conjonction avec le systtme du complément
(Johnson et Muschel 1966). Dans un travail de phénotypage des lymphocytes circulants en
phase aigué sur 44 patients comparés a des sujets sains, les auteurs constatent une
augmentation du nombre de LB contrastant avec une baisse des LT. Le taux
d’immunoglobulines circulantes restait identique aux contrdles. Les caractéristiques
phénotypiques de ces LB n’ont pas été explorées dans cette étude (Yamashiro-Kanashiro et al.
1991). A notre connaissance, les données issues de cohortes humaines analysant la population
de LB semblent inexistantes entre cette publication et celle de Lindow et al en 2016. Dans ce
travail les auteurs mettent en évidence sur deux cohortes indépendantes (16 et 45 patients) que
les patients avec formes létales de leptospirose présentaient une expression plus basse de
cathélicidine (Lindow et al. 2016)Lindow et al. 2016). Si le travail est centré sur la
cathélicidine il a été exploré en parallele les niveaux d’expression de nombreux genes
impliqués dans la défense antibactérienne et I’'immunité au sens large. Il se trouve que sur la
cohorte ou des analyses de transcriptome ont été réalisées (13 survivants, 3 déces) il existe
une claire distinction entre les 2 catégories de patients pour de nombreux genes directement
en lien avec la réponse des LB et des anticorps (maturation, présentation d’antigene, synthese
d’immunoglobulines). Ces résultats font écho directement a des phénotypages de LB
circulants et avec la mesure des taux d’Ig circulantes réalisés sur la méme cohorte. Les
auteurs concluent a I’'implication d’une réponse immunitaire adaptative de qualité pour limiter

les atteintes séveres, surtout pulmonaires, et les déces (Lindow et al. 2016).

Concernant la réponse des anticorps spécifiques, les I[gM anti-leptospires apparaissent des
le 2° jour des symptOmes, et les IgG sont rarement positives au 7° jour des symptomes (M. V.
Silva et al. 1995) comme attendu selon le schéma classique de la réponse humorale. Le
maintien des anticorps a distance de 1’infection a été étudié dans quelques séries prospectives
avec des évaluations périodiques (IgM, IgG avec test MAT) jusqu’a 6 ans apres la phase
aigué de la leptospirose. Le nombre de patients variait de 10 a 321 (Lupidi et al. 1991; M. V.
Silva et al. 1995; Everard et Bennett 1990; Cumberland et al. 2001). Les taux d’IgM baissent
rapidement sur les premiers mois et restent rarement positifs au-dela de 1 an. Les IgG ont un
taux maximal vers le 3° mois pour ensuite persister a des taux assez faibles chez une minorité
de patients. Par contraste, les taux d’agglutinines peuvent persister plusieurs années avec des

titres assez élevés pour certains sérovars. Cette discordance est possiblement due a une
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différence de sensibilité dans les techniques, les seuils définis pour la positivité. Néanmoins
ces données suggerent 1’absence de maintien d’anticorps a des taux importants sur le long
terme chez une majorité de patients. Le seuil protecteur n’a jamais été défini chez les humains
(pour les ELISA ou MAT) du fait des études insuffisantes en vaccinologie humaine et des

difficultés a entreprendre des études sur la réexposition.

Lors de I’infection a Leptospira, les anticorps reconnaissent principalement le LPS pour
les IgM, et des protéines pour les IgG. Les antigénes reconnus par ces derniers sont constitués
de maniere prédominante par des protéines membranaires telles que LipL.32 et LipL41, et des
protéines cytoplasmiques (protéines chaperonnes HSP GroEL et DnaK) selon 1’analyse de
sérums de 105 patients brésiliens ayant présenté une leptospirose (Guerreiro et al. 2001). Ces
résultats ont été confortés par une seconde étude indépendante en Inde (Natarajaseenivasan et
al. 2004). Ces résultats expliquent les tentatives de développement de tests diagnostiques
ELISA avec des antigenes spécifiques (synthétiques ou recombinants) ciblant ces protéines
immuno-dominantes. Néanmoins ces tests ne semblent pas apporter d’amélioration notable en
comparaison des tests classiques, produits avec des lysats bactériens (multiples antigénes)
(Signorini et al. 2013). De plus, les anticorps dirigés contre le LPS sont spécifiques des
sérovars et n’apportent pas un répertoire assez large pour reconnaitre toutes les especes de
Leptospira. Ceci pose probleme pour des tests diagnostiques universels et la mise en place
d’une réponse vaccinale adaptée pour toutes les spécificités d’especes en fonction de la zone

géographique.

Pour les éléments insuffisamment démontrés en pathologie humaine on peut se reporter
aux modeles animaux. L’ importance des anticorps spécifiques pour protéger d’une infection a
été démontrée dans plusieurs études de vaccination ou transfert passif d’anticorps (Adler et al.
1980; Jost et al. 1986; Challa et al. 2011; Zuerner 2015). D’un point de vue mécanistique, les
modeles murins pointent le réle central des TLR2 et TLR4 dans la mise en place d’une
réponse LB/ anticorps de qualité (Chassin et al. 2009) tandis que les modeles vaccinaux sur le
bétail plaident plus pour une réponse cellulaire T prépondérante que 1’utilité des anticorps

(Blumerman et al. 2007; Naiman et al. 2001).

Les role des lymphocytes B et d’anticorps adaptés qualitativement et quantitativement
apparaissent donc capitaux pour une réponse adaptée prolongée mais la réponse LB est
surtout T indépendante et sans réponse mémoire efficace (Catherine Werts 2010). Les

perspectives en termes de vaccination sont majeures, 1I’implication pour la thérapeutique a la
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phase aigué semble plus complexe a mettre en ceuvre étant donné le délai de mise en place de
la réponse LB mais certains auteurs suggerent 1’utilisation d’immunoglobulines spécifiques

anti-leptospires pour les cas séveres (Lindow et al. 2016).
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HYPOTHESE et OBJECTIFS

Au terme de cette introduction on peut constater que la leptospirose humaine est une
maladie fréquente, potentiellement grave car létale, avec wune physiopathologie
insuffisamment comprise. Si une partie des manifestations est secondaire a la bactérie elle-
méme et sa pathogénicité, plusieurs indicateurs permettent d’avancer 1’hypotheése que
certaines complications de la maladie sont liées a des facteurs en lien avec la réponse de

I’hote.

Il en est ainsi des éléments indiquant une réponse immunitaire insuffisante chez les hotes
accidentels tel que 1’€tre humain. Nous avons détaillé divers facteurs génétiques déterminés
ou suspectés comme potentiellement enclins a favoriser 1’infection et sa sévérité chez 1’étre
humain. Nous avons aussi listé les mécanismes d’échappement au systtme immunitaire de
I’hdte actuellement connus, en particulier ceux ayant trait au complément et a la phagocytose.
Néanmoins différents acteurs cellulaires et moléculaires du systtme immunitaire ont été peu
ou pas étudiés lors de la leptospirose et des études complémentaires semblent indispensables a

cet égard.

A Tinverse d’un systeme immunitaire peu réactif, certaines complications pourraient
également étre liées a une réponse inadaptée dans 1’exces avec des dommages collatéraux
produits par la réponse immune. En I’état actuel des connaissances, il nous semble qu’un tel
mécanisme lésionnel puisse €tre avancé pour les atteintes pulmonaires de la maladie, et les
complications hématologiques telles que la thrombopénie et les troubles de coagulation. Pour
les autres atteintes d’organe (foie et reins) la balance pathogénicité
bactérienne/immunologique nous semble moins claire et les deux processus sont

probablement a I’ ceuvre de maniere concomitante et non distinguables.

Nous proposons I’hypothese que la réponse immunitaire envers le pathogéne semble
inadaptée dans les premiers jours de I’infection, permettant a la bactérie de survivre dans le
sang et de se disséminer aux différents organes. Ceci indique un défaut du systeme
immunitaire inné puisque la réponse adaptative est plus tardive. En dehors du complément et
des cellules monocytes/macrophages, il nous est apparu que le systeme immunitaire inné avait

été peu étudié dans le contexte initial de la maladie, et en particulier chez I’€tre humain. Mon
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travail de these a porté sur ce dernier aspect. J’ai débuté mes travaux de recherche au sein de
I’unité d’accueil GRI (groupe de recherche en immunopathologie infectieuse dirigé par le Pr
Gasque) puis les ai poursuivis avec 1’unité PIMIT (dirigée par Dr Mavingui) qui travaille sur
les aspects immunitaires des infections en pathologie humaine, mais aussi les éléments

environnementaux et animaliers de cette zoonose.

L’objectif général de mes travaux était de caractériser certains des aspects de la réponse
immunitaire innée de I’hdte humain en phase aigué de la leptospirose. Plus particulierement je
me suis intéressé aux acteurs de I’immunité innée lors de la phase bactériémique de la maladie
avec pour objectif de caractériser leur nombre, €état d’activation/inertie et leurs liens potentiels

avec le tissu vasculaire endothélial, point de passage clé vers les tissus infectés.

Ces travaux ont donné lieu a 3 articles : 2 publiés, 1 en cours de soumission dont le
manuscrit est inclus dans la these. Le premier article a trait aux LT y9, le second aux PNN et
le dernier a des marqueurs en lien avec les cellules endothéliales. La méthodologie est assez
similaire pour les 3 articles. Elle s’appuie sur une analyse quantitative et qualitative du type
cellulaire étudié, au travers de marqueurs membranaires (phénotypage par cytométrie de flux),
ou de molécules issues de ce type cellulaire pour le cas de figure des cellules endothéliales.
Toutes les analyses sont réalisées a partir d’échantillons biologiques de patients en phase
aigué de leptospirose, provenant de deux hopitaux de I'ile de la Réunion : GHER (Groupe
Hospitalier Est de la Réunion) de Saint Benoit et CHU de St Denis. Le groupe de
comparaison correspond a des témoins sains non infectés. Les données des malades sont
colligées pour établir d’éventuelles corrélations entre la réponse immune et la présentation
clinique de la maladie. Lorsque cela a été possible des patients ont été revus a 1 mois de
I’infection pour bénéficier d’un deuxieme prélevement et établir une comparaison avec la

période bactériémique. Toutes ces expériences ont été menées avec le consentement des

patients et en accord avec un comité d’éthique local (R15018).

Dans la partie résultats, sont présentés successivement chacun de ces travaux, avec une
partie introductive propre a chaque article. Dans la partie discussion sont développés les
résultats de chaque article puis de maniere plus globale avant de dégager les perspectives de

recherches futures.
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RESULTATS

Etude des lymphocytes Tyd

1- Contexte

> Contexte général :

A coté des LT «classiques » existe un groupe de LT qui se démarquent des
caractéristiques canoniques des cellules de I’'immunité adaptative : les LTyd appartiennent a
ce groupe émergent de LT non conventionnels (Godfrey et al. 2015). Différentes
caractéristiques font des LTyo des LT particuliers : comme tous les LT ils portent un
récepteur a I’antigéne, TCR, mais dont les 2 chaines constitutives sont de type y et o
contrairement aux lymphocytes circulants prédominant porteur de 1’hétérodimere af3. Si les
LTyd correspondent habituellement a moins de 5% des LT circulants, cette proportion peut
atteindre jusqu’a plus de 50% dans certains tissus, en particulier peau et tractus digestif. Les
LTyd ont ceci de particulier que les antigénes reconnues ne sont pas en grand nombre et
correspondraient le plus souvent a des molécules non peptidiques de type PAMP lipidiques ou
motifs phosphoantigénes ou encore molécules du soi qui agiraient comme signaux de danger.
De plus la reconnaissance de I’antigéne n’est pas obligatoirement restreinte a une présentation
par le CMH, comme cela est réalisé pour les LT aff classiques (Godfrey et al. 2015). Ces
éléments expliquent que les oI puissent épondre rapidement a un stimulus et leur
conferent des caractéristiques les classant plutdt comme acteurs de I’immunité innée (Tyler et

al. 2015).

Les LTyd ont été étudiés dans divers contextes anti-infectieux et dans I’immunité anti-
tumorale principalement. Ils exercent leurs fonctions au travers de la cytotoxicité et leurs
capacités régulatrices (Payne 2016). Concernant les pathologies infectieuses il a été montré
que les métabolites phosphorylés tels que HMBPP (4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyl
pyrophosphate) issus de certaines bactéries étaient a méme d’activer les LTyd (Liuzzi et al.

2015). Cette voie métabolique est commune a de nombreux bacilles a Gram négatif mais n’a

88



pas été décrite pour Leptospira a notre connaissance (Morita et al. 2007). Il ne nous est pas
possible d’affirmer si Leptospira est capable de produire le principal métabolite reconnu par
les LTyo. Par ailleurs il est intéressant de rappeler que bien que les fonctions des LTyo
s’exergaient surtout au niveau tissulaire, il a été montré dans divers infections que le taux de
LTyd sanguins reflétait bien I’activation et I’implication des LTyd dans les défenses

immunitaires.

> Contexte des LTyd spécifique a la leptospirose :

Les études sur modeles vaccinaux du bétail par des souches de Leptospira pathogenes
montre une élévation franche et prolongée des LTyo (Blumerman et al. 2007; Brown et al.
2003; Naiman et al. 2001), mais ceci pourrait étre spécifique a I’homéostasie des LTyd au sein
de ces animaux puisque les taux de LTyd circulants sont constitutivement plus élevés que
chez I’étre humain (Godfrey et al. 2015). A I’époque de la réalisation de ce travail nous ne
disposions de données que sur 4 cas humains de leptospirose pour lesquels il avait été observé
une augmentation des LTyd (Klimpel, Matthias, et Vinetz 2003; Barry et al. 2006). Il
n’existait pas de travail ayant exploré cette population lymphocytaire de manicre

systématique et prospective.

2- Hypothese et objectifs

Les données de la littérature antérieures a ce travail indiquaient une augmentation des
taux de LTyd circulants jusqu’a 30% des LT sanguins en pathologie humaine (Klimpel,
Matthias, et Vinetz 2003; Barry et al. 2006). Le role des LTyd lors des défenses anti-
infectieuses laissait donc entrevoir une possible participation des LTyd lors de la leptospirose
humaine. Notre hypothese était donc que les LTyd participaient a la défense contre Leptospira
et que le taux de LTyd circulants serait un reflet de cette potentielle activation, une élévation

étant alors attendue.

L’objectif du travail était d’évaluer la proportion de LTyd parmi les LT chez les humains
affectés de leptospirose ; et en cas de modification, I’objectif secondaire était d’établir une

éventuelle relation avec les manifestations de la maladie.
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3- Article 1

Ma contribution a ce travail a consisté en la réalisation d’une partie des phénotypages
(initiés par mon collegue Claude Giry avant ma venue au laboratoire) sur les prélevements des
patients et témoins, ainsi que le recueil des données clinico-biologiques des patients, I’analyse

des données et la réalisation des statistiques.

Ce travail a fait ’objet d’une publication dans la revue Microbes and Infection en 2015

sous la référence suivante :

High leptospiremia is associated with low gamma-delta T cell counts.

Raffray L, Giry C, Thirapathi Y, Binois F, Moiton MP, Lagrange-Xelot M, Ferrandiz D,
Jaffar-Bandjee MC, Gasque P.

Microbes and Infection. 2015 Jun;17(6):451-5.

DOI: 10.1016/j.micinf.2015.04.001.

L’article est présenté ci-apres sous sa forme finale publiée.
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Abstract

The role of innate immune cells either to mount appropriate defense mechanisms or to drive uncontrolled tissue injuries during acute
leptospirosis is poorly understood. This study aimed at characterizing the selective mobilization of innate immune cells and the level of target
organ injuries in response to leptospiremia. We focused on gamma-delta (Yy—3) T cells. Patients were prospectively assessed for cell count by
cytometry, for bacterial load by PCR in plasma samples and for levels of soluble acute phase tissue enzymes. We found that the level of y—3 T

cells was low and inversely correlated to liver injuries and leptospiremia.
© 2015 Institut Pasteur. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Keywords: Leptospirosis; Innate immunity; Gamma—delta T cells antigen receptors; Liver; Bacteremia

1. Introduction

Leptospirosis is a zoonotic disease worldwide distributed
[1,2]. Several innate immune molecules have major roles in
host defense during the acute phase of leptospirosis although
bacterial resistance to complement activation is a key feature
of immune escape [3—5]. In contrast, less is known about the
implication of the cellular actors of innate immunity against
these extracellular pathogens. For instance, data regarding the
contribution of neutrophils, monocytes and gamma-delta
(y—=9) TCR T cells in Ileptospirosis are scarce.

* Corresponding author. IRG, EA4517 Immunopathology and Infection
Research Grouping, UMR PIMIT, Université de la Réunion, Processus
Infectieux en Milieu Insulaire Tropical, INSERM 1187, CNRS 9192, IRD 249,
97405, St Denis Cedex, La Réunion, France. Tel.: +33 262 (0) 2 62 90 54 50;
fax: +33 262 (0) 2 62 90 54 61.

E-mail address: loic.raffray @chu-reunion.fr (L. Raffray).

http://dx.doi.org/10.1016/j.micinf.2015.04.001

Polymorphonuclear neutrophils are able to phagocyte Lep-
tospira, and produce bactericidal reactive oxygen species
[6,7]. Although activated monocytes and macrophages can
release pro-inflammatory cytokines and chemokines involved
in the initiation of a protective adaptive immune response in
response to Leptospira, it has also been shown that these
cellular activities can be dramatically downregulated through a
unique programmed cell death mechanism [8,9].

To date, few studies have demonstrated a possible contri-
bution of y—38 T cells during leptospirosis. Vinetz and col-
laborators were the first to show in two case report studies
(involving one to three patients) that these cells could increase
from 3—5% to 10—28% of circulating lymphocytes in infected
leptospirosis patients [10,11]. However, we don't know
whether this expansion is systematically found in all lepto-
spirosis cases and is somehow linked to pathogenesis. In vitro,
stimulation of human PBMCs with pathogenic Leptospira
isolate induced preferential expansion of y—3 T cells

1286-4579/© 2015 Institut Pasteur. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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compared to alpha-beta TCR T cells [11,12]. Animal studies
of vaccine protocols with leptospiral antigens are systemati-
cally accompanied by an increase in y—9 T cells subsets
[13—15].

The aim of our study was to determine if the raise of y—0 T
cells described in prior case reports of acute leptospirosis
could be related to pathogenesis as ascertained by the levels of
biomarkers of tissue injuries and when compared to the level
of leptospiremia (PCR data).

2. Material and methods
2.1. Cohort study and ethics

Our study was conducted in the Hospital of Reunion Island:
10 healthy subjects (workers at the hospital) and 12 patients
undergoing confirmed leptospirosis (PCR) were enrolled. Pa-
tients were hospitalized either in the intensive care unit or the
internal medicine units. The study was approved by the local
Human Ethics Committee (Ref. 2008-A00151-54) and written
informed consent was obtained from each individual.

2.2. Biological and bacterial gPCR analyses for
diagnosis of leptospirosis

Total genomic DNA was extracted from 200 pl of EDTA
plasma using the easyMAG instrument (BIOMERIEUX), ac-
cording to the manufacturer's protocol, and yielded 50 pl of
eluate. Leptospires in plasma (bacteremia) were detected by
quantitative real-time PCR (qPCR) using the Light cycler
LC480 system (Roche). Real-time PCR assays were per-
formed to amplify the 23S rRNA gene and albumin as the
internal control with a protocol adapted from Ref. [16]. qRT-
PCR was performed in a final volume of 25 pL containing
5 uL of extracted DNA, 12.5 pL of 2X TaqMan® Universal
PCR Mastermix (Applied Biosystems, Cat Nr.: 4304437)
containing AmpliTaq Gold® DNA Polymerase, Uracil-DNA
Glycosylase, dNTPs with dUTP, 10 uM of 23S rRNA gene
primers (Forward primer: AGAATTGGGATGAGGTGTG-
GATAG, Reverse primer: CTACCCCCGCAACTAAACAA
CTG), 5 uM of 23S rRNA probe (6 Fam -AGCTGGTTC
TCTCCGAAATAGGTTTAGGCCT -Tamra), 10 uM of albu-
min primers (Forward primer: GCTGTCATCTCTTGTGGG
CTGT, Reverse primer: AAACTCATGGGAGCTGCTGGTT),
5 uM of albumin probe (6 Fam — CCTGTCATGCCCACA-
CAAATCTCTCC -Tamra). qRT-PCRs was carried out in the
LightCycler machine (version LC480, Roche®) with the
following steps: activation of Uracil-DNA Glycosylase at
50 °C for 2 min to prevent carry-over contamination, pre-PCR
denaturation at 95 °C for 10 min, 45 PCR cycles consisting of
2 steps, denaturation at 95 °C for 5 s, annealing and primer
extension including a discontinuous fluorescence reading, at
60 °C for 1 min. Samples with a threshold cycle (Ct) value
>40 were considered negative.

For quantification of bacterial burden by PCR, serial di-
lutions of genomic DNA extracts from Leptospira interrogans
serogroup Icterohaemorragiae serovar Copenhageni were

performed. These dilutions corresponded to concentrations
from 4 x 10° to 4 x 10' bacteria/ml and the number of
bacteria per ml in serum samples were inferred from the Ct
values of PCR according to a log-transformed standard curve,
as detailed in previous reports [17,18].

2.3. Flow cytometry analysis

Peripheral blood was collected from 10 healthy controls
and 12 patients with acute leptospirosis confirmed by PCR in
plasma. A total 100 pL. whole blood was mixed with mono-
clonal antibody against human TCR PAN gamma/delta-PC5
(Beckman Coulter, IM2662). After 30 min of incubation at
room temperature in the dark, red blood cells were lysed with
Beckman ImmunoPrep™ Reagent System using TQ-Prep ™
Workstation. Cells were analyzed by flow cytometry (Beck-
man Coulter, Epics XL-MCL, System II acquisition software
and CXP analysis software, version 2.2). Results about
gamma-delta T cells are given as the percentage of lympho-
cytes gated according to FS/SS standards.

2.4. Statistics

Data are expressed as medians and interquartile ranges.
Statistical significance of difference between groups was
determined by non-parametric Mann—Whitney U-test for
continuous variables and by Khi-2 square test for categorical
variables. The Spearman test was used to analyze correlations
among variables. P-values below 0.05 were considered sta-
tistically significant. Statistics were performed with Statview
software, version 5.0, SAS Institute.

3. Results

The main clinical characteristics of the twelve patients
included in the study are reported in Table 1. Reported bio-
logical data were collected at admission prior to antibiotic
therapy. Thrombocytopenia, elevated creatininemia, liver and
muscle enzyme elevations were the most common features of
leptospirosis, and they were significantly different from the ten
healthy individuals. Only one patient was hospitalized in
intensive care unit and underwent extrarenal epuration for
acute kidney failure. None had acute respiratory distress
syndrome or hemorrhage, and all patients survived and
received antibiotics.

The 5 patients with a quantification of bacteria above
3 x 10*ml according to PCR were considered as ‘high
bacteremia’ group (values of 7.9 x 103, 4 x 103, 3 x 103, 2
and 1.9 x 10’ bacteria/ml), while seven patients in ‘low
bacteremia’ group had less than 3 x 10 bacteria/ml
(9.3 x 10% 8.8 x 10% 3.9 x 10% 1.7 x 10% 8.2 x 10",
7.3 x 10", and 3.6 x 10" bacteria/ml). Interestingly, the group
with highest bacterial burden showed significant increase in
liver and muscle enzyme levels in blood (respectively AST and
CPK) compared to ‘low bacteremia group’, as presented in
Fig. 1A. Furthermore, bacterial load was correlated to AST
level: P value of 0.04 and r value at 0.69 with Spearman test



Table 1

Laboratory findings at admittance of hospitalized patients with confirmed leptospirosis.

Parameters and units (physiological values)

Number of individuals

Male
Age in years

Leukocytes 10%1 (3.0—10.0)
Neutrophils 10°71 (1.4=7)
Lymphocytes 10%/1 (1.2—4)
Monocytes 10°/1 (0.1—1)

vY—3 T Cells (% of lymphocytes)
Platelets 10°/1 (150—450)

CRP mg/1 (<10)

Creatinine pmol/l (65—120)
Total bilirubin pumol/l (1—17)

AST U/ (8—37)
ALT U/ (7—41)
CPK TU/I (10—200)

L. Raffray et al. / Microbes and Infection 17 (2015) 451—455 453
Leptospirosis cases™” Healthy donors® P values®
12 10
12 (100%) 8 (80%) NS
49 (37-54) 39 (32-52) NS
7.9 (7.1-10.8) 6.4 (6.1-7.7) 0.048
6.3 (5.8—8) 3.5(3.3-3.9) 0.006
0.77 (0.55—0.9) 2.2 (1.9-22) <0.0001
0.48 (0.33—0.55) 0.64 (0.52—0.8) 0.03
0.16 (0.03—1.98) 1.5 (0.92—4.6) 0.07
76 (49—136) 233 (215-275) 0.001
242 (208-311) 3 (2-5) 0.0001
111 (95—203) 77 (76—80) 0.0003
16 (10—25) 15 (11-17) NS
57 (49—178) 21 (18—24) <0.0001
65 (37—74) 17 (15—18) 0.0003
1290 (340—2120) 156 (133—175) 0.002

? Data are expressed as median (interquartile) and were available for all patients except for one missing CPK value in leptospirosis group.

" All twelve patients had leptospirosis as confirmed by PCR on blood samples.
¢ Statistics between 2 groups are performed with Mann—Whitney U-test for quantitative variables, and with Khi-2 square test for categorical data. P value
inferior to 0.05 was considered significant. (AST = aspartate aminotransferase; ALT = alanine aminotransferase; CPK = creatinine phosphokinase; CRP = C-

reactive protein; y—3 = gamma—delta T cells; NS = not significant).

(data not shown). However, although platelets levels appeared
to be severely decreased in the group with ‘high bacteremia’
this was not of statistical relevance when compared to the
group with low bacteremia (P = 0.12).

The analysis of circulating immune cell counts between
disease group and controls showed several differences: Table
1. Total leukocyte counts were slightly more elevated in the
leptospirosis group, as a consequence of significant neutro-
philia. In contrast, monocytes and even more lymphocytes
counts were decreased. The median value of y—3 T cell count
for leptospirosis group was less than 0.2% of total lympho-
cytes, with a maximum of 5.1%. If a trend in y—3 T cell
depletion in leptospirosis group appears possible, this was not
statistically significant (P = 0.07).

We then tested the relationship between innate immune cell
counts and the severity of organs involvements. Analysis with
low and high AST levels (>2 fold increase above normal su-
perior range) indicated a lower count of y—3 T cells among the
group with higher abnormal levels of hepatic enzyme: Fig. 1B
(P =0.03). In addition, the percentage of y—0 T cells was lower
in the ‘high bacteremia’ group as compared with low bacterial
load (Fig. 1C) with a correlation coefficient equal to r = 0.61
according to Spearman test (P = 0.02, data not shown). Levels
of neutrophils and monocytes did not significantly correlate
with AST levels or plasmatic bacterial load.

4. Discussion

In our study, we found that the level of y—3 T cells was not
increased at the initial period of acute human leptospirosis. In
contrast, the percentage of these cells seemed to be more
profoundly reduced in the patterns of the disease associated
with more severe liver and muscle injuries.

These results contrast with previous reports indicating an
increase in y—9 T cells subsets in a number of limited cases of

leptospirosis. These reports were scarce with less than ten
cases over many different laboratory reports suggesting y—3 T
cells expansion during early stages of human leptospirosis
[10,11,19]. Klimpel et al. demonstrated in vitro expansion of
y—3 T cells when incubating PBMC of healthy individuals
with leptospiral antigen preparation [11]. In the same article
they reported 3 cases of febrile patients with a mean elevation
of y—3 T cells up to 15% of T cells, but the molecular
diagnosis of leptospirosis and the clinical hallmarks were not
disclosed. Barry et al. described an isolated case where y—05 T
cells increase paralleled the symptoms of a mild form of
Leptospira infection [10]. In sharp contrast, in the study of
Damasco et al.,, two patients among 15 with atypical
lymphocytosis experienced no significant increase of y—3 T
cells [19].

Some of the discrepancies between the literature and our
study could be explained as follows. First, this may be due to
different pathogenic properties of the bacterial strains. Indeed,
the predominant Leptospira species diagnosed in La Reunion
are mainly L. interrogans serogroup Icterohaemorragiae
serovar Copenhageni and to a lesser extent L. interrrogans
serogroups Canicola and Pyrogenes [20], while serovars
Copenhageni and Louisianna were identified in Vinetz case
report studies. Moreover, they clearly indicated that the level
of y—38 T cells can greatly fluctuate during the course of
leptospirosis with an increase from normal level up to 28% of
PBMC and then a slow decrease. All our patients were
sampled at hospital admission, therefore if the hypothetic Y3 T
cell increase is delayed, it could have been unnoticed in the
current setting of our study. Finally, all our patients survived
and did not present the multiorgan failures possibly leading to
death as described in the other cohort studies.

Interestingly, our study revealed an association between
higher levels of bacterial burden and reduced levels of y—3 T
cells in blood together with increased liver dysfunction (AST
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Fig. 1. The y—3 T cell counts are inversely correlated to hepatic injury and bacteremia in hospitalized leptospirosis. A- Elevations of hepatic and muscle enzymes
in blood are associated with bacterial burden. Liver and muscle injuries are evaluated by the blood levels of AST and CPK enzyme respectively. Groups
correspond either to individuals with a low bacterial load in blood (low bacteremia or ‘low bact’) or a high bacterial load (‘high bact’) according to the low or high
values of cycle threshold (Ct) of PCR specific for Leptospira and which was performed at admission. The cut-off value was a Ct of 29 to define the two groups.
Values of hematological and biochemical markers were determined at admission and were available for all patients except for one missing CPK value in high

bacteremia group. B- Innate immune cell counts are differentially affected in lep

tospirosis associated with mild or severe hepatic injury. Groups correspond

either to individuals who presented AST inferior to 2 fold-increase (‘AST<2N’) or AST superior to 2 fold-increase (‘AST>2N") above upper normal range at
admission. The values for monocytes, neutrophils and y—3 T cells were determined by cytometry. C- The highest bacteremia associated to the lowest levels of

v—3 T cells. Statistics between 2 groups are performed with Mann—Whitney U

-test. P value inferior to 0.05 was considered significant. (AST = aspartate

aminotransferase; CPK = creatinine phosphokinase; y—38 = gamma—delta T cell receptor; NS = not significant).

levels), a characteristic hallmark of the infection [2,21]. This
observation argues for a possible role of y—3 T cells to control
bacteremia. The accumulation of y—3 T cells in peripheral
tissues in response to bacterial infection is presumably bene-
ficial for clearance but has also been shown to contribute to
tissue damage [22,23]. In our patients, we propose that the
reduced circulating levels of these cells could be linked to a
major recruitment at the site of tissue infection and contribute
to damage as evidenced by elevated AST and CPK levels, as
reported herein. Hence, it will be important in further studies

to perform histological assessment - for example of muscle
biopsies - to ascertain for the mobilization of y—3 T cells in
leptospirosis and at sites of tissue injuries.

The raise of y—3 T cells in blood is neither a prominent
feature nor a biomarker in the early phase of acute human
leptospirosis. Furthermore y—3 T cells seem to decrease even
more in the most severe forms, in particular with liver and
muscle injuries. Further studies are warranted to assess y—0 T
cells level after resolution of leptospirosis infection and
including immunological studies of biopsy samples.
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4- Résultats principaux

Pour la premiere fois, notre étude explore de maniere systématique le taux de LTyd
sanguins en phase aigué de leptospirose humaine pour tous les patients diagnostiqués
consécutivement. Contrairement a ce que nous attendions au vu des rares publications
antérieures, nous n’avons pas retrouvé d’élévation du taux sanguin de LT v6. Au
contraire ce taux apparaissait bas, d’autant plus bas que la charge bactérienne était
élevée dans le sang. Cette baisse semblait associée a une cytolyse hépatique et une

rhabdomyolyse plus franches.
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Etude des polynucléaires neutrophiles (PNN)

1- Contexte

» Contexte général

Les PNN sont des cellules d’importance dans la défense antibactérienne (Nathan 2006).
Leurs fonctions s’exercent surtout dans les tissus infectés tandis que le sang est un lieu de
passage temporaire de quelques heures (J. Wang et Arase 2014). La migration du
compartiment vasculaire vers les tissus infectés est donc une étape-clé du processus de
défense antibactérienne pour les PNN. Ce processus fait appel a plusieurs étapes successives
finement régulées faisant interagir les PNN, les cellules endothéliales et des facteurs solubles
chimiotactiques (Ley et al. 2007; Phillipson et Kubes 2011). Ce processus de recrutement

comporte :

-une migration vers le tissu infecté grace au chimiotactisme : les chimiokines en
concentrations plus élevées au site inflammatoire attirent les PNN selon un gradient de
concentrations. Une chimiokine majeure de cette €tape est I’IL-8. Des cette étape les PNN
circulants a 1’état de quiescence dans le sang peuvent s’activer sous divers stimuli et exprimer

des récepteurs membranaires propres a favoriser les étapes suivantes.

-les PNN engagent un contact avec les cellules endothéliales, interface avec le tissu ou
siege la réaction inflammatoire. Ce contact se fait au travers de molécules d’adhésion et dans
un premier temps de molécules de faible adhésion pour constituer I’étape de roulement
(rolling des anglo-saxons). A ce niveau, interagissent des molécules endothéliales de type
sélectines (CD62, P-, E- et L- sélectines) avec leur contrepartie, le CD15 (antigene Lewis X)
exprimé par les PNN.

-une phase d’adhésion plus ferme entre PNN et endothélium, médiée par des récepteurs
de plus forte affinité : les intégrines. Les intégrines sont des hétérodimeres composés d’une
sous-unité alpha et une sous-unité beta. La chaine  est constante : 2 intégrine (ou CD18),
tandis que plusieurs chaines o sont possibles pour les 3 intégrines connues : CDI11a pour
former LFA-1 (leukocyte function-associated antigen 1) avec la chaine B, CD11b pour former

CR3 (complement receptor type 3, aussi appelé Mac-1) et CD11c pour former p150/95
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(CR4). Ces intégrines sont principalement exprimées lorsque les PNN sont activés ou suite a
leur dégranulation (Ley et al. 2007). Elles participent aussi a leurs fonctions de phagocytose.
Ces molécules interagissent avec les CAM exprimées par les cellules endothéliales,
notamment ICAM-1, ICAM-3 et VCAM mais également avec les opsonines de la molécule

C3 du complément.

-un passage des PNN au travers de 1’endothélium, par les espaces intercellulaires, appelé
diapédese. Ici interagissent les intégrines, PECAM-1 (CD31) et des molécules dénommées

JAMs (junctional adhesion molecules).

-une migration au sein du tissu infecté grace au chimiotactisme local et la capacité de

mobilité des PNN qui peuvent dégrader les structures de la MEC.

L’évaluation du statut d’activation des PNN au sein du compartiment vasculaire constitue
donc un indicateur des capacités des PNN a étre recrutés au sein des tissus infectés, comme
démontré pour le sepsis (Chishti et al. 2004). A l'inverse un défaut d’activation et
d’expression des molécules impliquées dans le recrutement pourrait traduire une moindre

capacité des PNN a se rendre au siege de I’inflammation.
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Figure 14 : étape du processus de recrutement tissulaire et diapédese des leucocytes
selon Ley et al. 2007.

Les différentes phases du passage des leucocytes du compartiment sanguin au tissu
inflammatoire sont de gauche a droite : la capture, le roulement, I’adhésion ferme et la
diapédese. ESAM: endothelial cell-selective adhesion molecule; ICAM: intercellular cell
adhesion molecule; JAMs: junctional adhesion molecules; LFA: leukocyte function-
associated antigen 1; MACI: macrophage antigen 1; MADCAMI: mucosal vascular
addressin CAM; PECAM: platelet and endothelial CAM; PSGLI1: P- selectin glycoprotein
ligand 1; VCAM: vascular CAM; VLAA4: very late antigen 4.

> Contexte des neutrophiles lors de la leptospirose

Les données de la littérature concernant le role général des PNN lors de la leptospirose
ont été détaillés dans les sections 3.2.b (acteurs cellulaires immunité innée page 71) et la
partie 3.2.c (chimiokines et cytokines page 77) de la partie relation hote-pathogene. Pour
rappel synthétique : les PNN semblent pouvoir étre engagés dans la défense contre Leptospira
via leurs fonctions de dégranulation avec enzymes protéolytiques et formes réactives de
I’oxygene, via la phagocytose, ou encore la formation des NET. Néanmoins Leptospira
semble avoir développé des mécanismes d’échappement aux défenses produites par les
neutrophiles et il a ét¢ montré en pathologie humaine que le peptide antibactérien
cathélicidine, habituellement produite par les PNN, pouvait étre exprimé en quantité
insuffisante et ainsi conduire a une infection plus sévere voire l1étale chez I’homme comme

chez la souris (Lindow et al. 2016). Les taux d’IL-8 sont décrits comme élevés dans les cas
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humains de leptospirose (Chirathaworn et al. 2016; Jiri F P Wagenaar et al. 2009; Rizvi et al.
2011), surtout pour les formes séveres mortelles (Reis et al. 2013; Jiri F. P. Wagenaar et al.
2009). Pour une autre étude, cette élévation est absente (Kyriakidis, Samara, et Papa 2011) et
pour une autre d’apparition décalée a la deuxieme semaine de I'infection (Papa et Kotrotsiou

2015).

Le travail présenté ici porte plus particulierement sur les PNN circulants et leurs
marqueurs d’activation ainsi que ceux impliqués dans le recrutement tissulaire. Dans ce cadre
spécifique, les données antérieures étaient limitées a des travaux in vitro portant sur les
cellules endothéliales qui semblent s’activer au contact de souches de Leptospira et avec un
phénotype permettant I’adhésion des PNN (Dobrina et al. 1995; Goeijenbier et al. 2015;
Atzingen et al. 2009). Dans un travail portant sur la pentraxine PTX3, il a été montré que les
patients avec une leptospirose présentaient une élévation de ce marqueur biologique (Jiri F. P.
Wagenaar et al. 2009). De plus, il a été montré en dehors de la leptospirose que la pentraxine
PTX3 libérée par les PNN pouvait réguler négativement 1’adhésion a 1’endothélium de par
une fonction antagoniste sur la P-sélectine (Deban et al. 2010). Néanmoins aucune donnée de
la littérature n’était disponible concernant les PNN eux-mémes dans ce processus d’activation
et recrutement tissulaire. Des explorations de cet aspect des fonctions des PNN nous

apparaissaient donc utiles.

2- Hypotheése et objectifs

Notre hypotheése principale était que les PNN ont un role a jouer dans la phase
bactériémique de la leptospirose, par le biais d’une activation permettant leur recrutement aux
sites de I’infection dans les organes cibles (reins, foie, poumons pour les principaux) afin de

participer a I’élimination du pathogene extracellulaire.

L’objectif était donc de caractériser 1’état d’activation des PNN au travers de molécules
membranaires impliquées dans le chimiotactisme et le processus de recrutement tissulaire
(adhérence, diapédese). Les molécules étudiées étaient : CD15 (ligand des sélectines), CD11b
(chaine alpha de I'intégrine CR3), le récepteur de I'IL-8 (CD182 ou CXCR2). Nous nous

sommes également intéressés a déterminer le niveau d’expression de TLR2 par les PNN.
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3- Article 2

Tout comme pour le premier article ma contribution a ce travail était transversale :
expériences des phénotypages (cytométrie), recueil de données clinico-biologiques des
patients infectés avec obtention du consentement de participation a la recherche, analyses des

données incluant les études statistiques.

Cet article a fait I’objet d’une publication dans la revue PLOS ONE en 2016 sous la

référence suivante :

Major Neutrophilia Observed in Acute Phase of Human Leptospirosis Is Not
Associated with Increased Expression of Granulocyte Cell Activation Markers.
Raffray L, Giry C, Vandroux D, Kuli B, Randrianjohany A, Pequin AM, Renou F, Jaffar-
Bandjee MC, Gasque P.

PLoS One. 2016 Nov 1;11(11):e0165716.

DOI: 10.1371/journal.pone.0165716.

L’article est inséré dans les pages qui suivent.
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Abstract

It has long been known that pathogenic Leptospira can mobilize the immune system but the
specific contribution of neutrophils to control the infectious challenge remains to be clari-
fied. We herein analyzed the phenotype of circulating neutrophils of patients with leptospi-
rosis and healthy controls for the expression of toll-like receptor (TLR) type 2 (TLR2, to
sense the leptospiral LPS) and several activation markers: interleukin 8 chemokine recep-
tor CD182 (CXCR2), CD11b of the integrin/opsonin complement receptor type 3 (CR3) and
CD15 (ligand of the selectin). The plasmatic level of the main CD182 ligand, interleukin 8
(CXCL8), was measured by ELISA. Hospitalized leptospirosis cases showed marked neu-
trophilia, particularly in the most severe cases. Interestingly, TLR2 was significantly
increased in leptospirosis but identical levels of CD182 and CD11b were detected when
compared to controls. CD15 was significantly decreased on neutrophils in leptospirosis but
returned to normal within 1 month. Basal levels of IL-8 were measured in control subjects
and were not increased in leptospirosis cases at the initial stage of the disease. In conclu-
sion, we observed that neutrophils failed to regulate the expression of several of the recep-
tors involved in cell activation and recruitment. This study further emphasizes the paradigm
that neutrophils may be impaired in their overall capacity to thwart bacterial infection in lep-
tospirosis patients.
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Introduction

Leptospirosis is a worldwide infectious disease caused by Leptospira species, with a recent esti-
mate of 1 million cases per year [1]. This spirochaetal zoonosis is potentially life-threatening
with mortality rates ranging from 5% to 15% [1,2]. The course of the disease includes a broad
spectrum of manifestations, encompassing asymptomatic or influenza-like illness to multi-
organ failure with icteric hepatitis, acute renal failure and intra-alveolar hemorrhage notably
[2]. Although detrimental complement evasion is increasingly documented [3], there are rela-
tively few data regarding the role of innate immune phagocytic cells such as polymorphonu-
clear neutrophils (PMN).

During the first two weeks of leptospirosis, PMN count is usually characterized by a moder-
ate increase and is correlated to disease severity [4-6]. This is also a non-specific feature of
acute sepsis and bacteremia in general. PMN may act against Leptospira using soluble factors
like antimicrobial peptides or oxidative stress [7-9]. The production of reactive oxygen species
(ROS) seems to be more elevated in leptospirosis patients compared to controls, and is corre-
lated to levels of markers of tissue injury, although the source of ROS and the contribution of
PMN was not evaluated [10]. Recent findings suggest that the production of neutrophil’s extra-
cellular traps (NETosis) could be a reliable mechanism of defense to prevent bacterial dissemi-
nation [11]. Beside these weapons, pathogenic leptospires are able to evade the immune
response of PMN. A study has shown that the pathogenic strains are adherent to the granulo-
cyte cell surfaces but are barely phagocytized by PMN [12]. In addition, Leptospira is able to
exploit pyruvate to rescue H,O, killing in vitro, and avoiding H,0, killing [13]. A clearer
understanding of the role of PMN during leptospirosis warrants further studies.

After the initial phase of bacteremia, Leptospira invades several organs, including liver, kid-
neys and lungs. Recruitment of PMN in inflamed tissues is a complex and coordinated
sequence of events mediated by multiple soluble and cellular factors such as chemokines, selec-
tins and integrins [14,15]. A tight regulation of PMN migration is mandatory to permit patho-
gen elimination in the inflamed tissues. While few studies have indicated that endothelial cells
can be activated in leptospirosis [16-18], little is known about the capacity of PMN to be acti-
vated and mobilized from the circulation to adhere to vessels and to infiltrate target organs.

Canonically, during sepsis and septic shock mediated by Gram-negative bacteria, one major
chemokine implicated in PMN chemotaxis is interleukin 8 (CXCL8), and its receptor, CD182
(CXCR2), is critical for the recruitment of PMNSs [19,20]. During infection, CXCL8 is up-regu-
lated at the site of inflammation, allowing the immune system to direct PMN in inflamed tis-
sues via CD182 [21]. However, in severe sepsis, in humans and animal models of septic shock,
it has been shown that the expression of CD182 was decreased, possibly altering the recruit-
ment of PMN [22,23]. This down-regulation of CD182 may be explained by its internalization
in the presence of high levels of circulating CXCLS, but it can also be a consequence of TLR2
stimulation as demonstrated in several reports [24,25]. Strikingly, TLR2 is the obligate receptor
of LPS from Leptospira [26]. To date, the levels of the cellular molecules (markers) implicated
in PMN response to LPS (TLR2) and cell activation (CD11b, CD15 and CD182) to mediate a
robust innate immune response have not been studied in the setting of acute leptospirosis in
humans. This was the main objective of this study.

Material and Methods
Cohort study and ethics

Our study was conducted in a medical center of the University Hospital of Reunion Island: 13
healthy subjects and 15 patients with confirmed leptospirosis (by PCR or serology) were
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enrolled. Patients were hospitalized in the intensive care unit or conventional medical units.
They were treated according to the standards of care. Clinical and laboratory data were
recorded until the point of discharge or death.

Definitions of the disease hallmarks:

« Severe leptospirosis was defined as a disease associated with severe organ injury and corre-
sponded to patients fulfilling at least one of the following criteria: either jaundice
(bilirubin > 50 umol/L), aspartate aminotransferase increase (> 3 fold the upper normal
limit), acute renal failure with creatinine clearance inferior to 30 ml/min (MDRD) or require-
ment of hemodialysis, mechanical ventilation or oxygen requirement, hypotension requiring
fluid resuscitation.

« Leptospirosis stages: patients were enrolled during the first days after onset of symptoms and
were defined as acute phase or M0 (month 0). Biological and immunological evaluations
were also performed 1 month later after discharge of the patient and defined as convalescent
phase or M1 (month 1).

Healthy controls (workers at the hospital) were matched with patients for age and sex. This
study was conducted according to the principles expressed in the Declaration of Helsinki and
was approved by the local human ethic committee of “CHU de La Réunion” (number R15018).
All patients provided written informed consent for the collection of samples and subsequent
analyses were performed anonymously.

Real-time quantitative PCR analyses for diagnosis and quantification of
leptospirosis

Biological specimens for diagnosis of leptospirosis were sampled at admittance of patients. Lep-
tospires in plasma or urine were detected by quantitative real-time PCR (qPCR) using the
Light cycler LC480 system (Roche), and TagMan® Universal PCR Mastermix with primers
and probe specific for 23S rRNA gene of Leptospira as detailed before [27]. For quantification
of bacterial burden in plasma by PCR, serial dilutions of genomic DNA extracts from L. inter-
rogans serogroup Icterohaemorragiae serovar Copenhageni were performed. These dilutions
corresponded to concentrations from 4 x 10° to 4 bacteria/ml and the number of bacteria per
ml in plasma samples were inferred from the cycle threshold (Ct) values of PCR according to
the log-transformed standard curve, as detailed in previous reports [28].

Serological testing for leptospirosis

For patients with a strong suspicion for acute leptospirosis but negative by PCR in blood or
urine samples, we have performed serological testing. If the detection of anti-leptospiral IgM
antibodies by ELISA (SERION) was positive (>50 U/mL), the testing was completed with a
micro-agglutination test (MAT) performed by the national reference centre of Pasteur Institute
in Paris. Patients were considered positive above a MAT titer of 1/400. The MAT was also used
to identify the serovars in several patients after the convalescent phase.

Flow cytometry analyses

Peripheral blood was collected in EDTA vacutainer tubes from 13 healthy controls and 15
patients with acute leptospirosis confirmed by PCR or serology. Within 6 hours after sampling
on tubes containing ethylenediaminetetraaceticacid (EDTA), 100 uL of whole blood was
mixed with 5 uL monoclonal antibodies against different cell surface markers. The following
antibodies were used: isotypic controls coupled with FITC (fluorescein isothyocyanate,
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Biolegend 400108) and PE (phycoerythrin, Biolegend 400212), anti-CD16-ECD (Beckman
Coulter A33098), anti-CD182-FITC (Biolegend 320704), anti-CD11b-FITC (Beckman Coulter
IM 0503), anti-CD15-PE (Biolegend 323006) and anti-TLR2-PE (Biolegend 309708). Tubes
were vortexed after adding each antibody. After 30 minutes of incubation at room temperature
in the dark, red blood cells were lysed with Beckman ImmunoPrep™ Reagent System (Beckman
Coulter ref 7546999) using TQ-Prep™ Workstation. Cells surface markers data were acquired
by flow cytometry (Beckman Coulter, Navios™ Cytometer and Navios™ acquisition software,
version 1.2) and analyzed with Kaluza® Analysis Software version 1.3 (Beckman Coulter™).
PMN were gated according to FSC and SSC characteristics, and then CD16+ cells were consid-
ered for further analysis. The mean fluorescence intensity (MFI) values are evaluated after
adjusting cytometer to obtain MFI of isotypic controls to 10~

ELISA

Interleukin 8 (CXCL8) chemokine levels were measured in plasma from healthy subjects and
leptospirosis patients. Plasma were conserved at -80°C and tested by ELISA using the kit from
eBioscience™ (Human ELISA Ready-Set-Go ref. 88-8086-88).

Statistics

Data are expressed as medians and interquartile ranges for quantitative variables; and as num-
bers and percentages for qualitative variables. Owing to non-Gaussian distribution, statistical
significance of difference between groups was determined by non-parametric Mann-Whitney
U-test for continuous variables and by Khi-2 square test for qualitative variables. For paired
data the Wilcoxon non-parametrical test was used. The Spearman test was used to analyze cor-
relations among variables. P-values below 0.05 were considered statistically significant. Statis-
tics were performed with GraphPad Prism™.

Results
Population study

Patients were included in the study prospectively between February and June 2015, during the
rainy season in Réunion Island. Among the 15 hospitalized patients, 14 were male and the
median age was 46.8 years (IQR = interquartile range: 28.2-61.4), see Table 1. The source of
contamination was recreational activities for 9 patients: bathing in rivers (n = 5), gardening

(n =3) or hunting (n = 1). The 6 patients exposed to professional risks were farmers (n = 4) or
green space workers (n = 2). Seven patients had at least one additional risk with residential
exposure to rats in the neighborhood, or living in a rural area. All patients had influenza-like
illnesses or isolated fever as a first sign of illness. The median time frame to hospitalization was
5 days (ranges 1-7). Patients presented with markers of classical organ damages: jaundice

(n = 6), acute renal failure (n = 8), and rhabdomyolysis with creatinine kinase >1000 UI/L
(n=9). Patients presented also thrombocytopenia (< 100.10°/L) (n = 10). The values of biologi-
cal data recorded at admittance were significantly different from the healthy subject controls
(Table 1), and systematically associated to the more severe cases of leptospirosis (n = 10) com-
pared to milder forms (n = 5). Among the 10 severe forms, 9 patients were hospitalized in
intensive care unit as they required dialysis (n = 6), mechanical ventilation (n = 3) and/or vaso-
pressor drugs support (n = 3). Despite receiving antibiotics, 1 patient died because of septic
shock complicated by multiorgan failure within 48 hours after admittance. All other patients
received antibiotic course, mainly amoxicillin, and had a favorable outcome after median stay
in hospital of 6 days (ranges 2-25).
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Characteristic (units)

Controls

Table 1. Characteristics of leptospirosis patients group at admittance and comparison to controls.

Leptospirosis cases Mild Severe Pvalue
leptospirosis leptospirosis controls vs. mild vs.
lepto severe
Number of individuals 13 15 5 10
Ratio M/F 12/1 14/1 5/0 9IN NS NS
Age (years) 34.1 (25.8— 46.8 (28.2-61.4) 46 (24.6-46.8) 52.5 (28.6-61.9) NS NS
48.6)
Neutrophils (10%L) 3.4 (2.6-3.8) 8.9(7.4-9.8) 9(8.9-9.2) 8.7 (7.3-11.6) <0.0001 NS
Lymphocytes (10%/L) 2.0(1.9-2.7) 0.62 (0.53-0.92) 0.69 (0.56—-0.84) 0.59 (0.42-0.91) <0.0001 NS
Monocytes (10°%/L) 0.48(0.35— 0.61(0.39-0.74) 0.65 (0.61-0.76) 0.52 (0.38-0.71) NS NS
0.64)

Platelets (10°/L) 236 (226-260) 50 (34—-103) 101 (95-194) 37.5 (30—49) 0.0001 0.02
Creatinine (umol/L) 84 (81-91) 151 (99-341) 103 (96-112) 282 (115-399) 0.001 NS
Total bilirubin (umol/L) 11 (9-12) 41 (25-89) 16 (14-23) 53 (41-126) 0.0002 0.005

AST (IU/L) 26 (18-31) 70 (39-146) 39 (36-56) 97 (66-198) 0.0003 0.049
CPK (IU/L) 128 (106—216) 1273 (845-2378) 714 (324-1080) 1960 (1264—4911) 0.0013 NS
CRP (mg/L) 0.5(0.4-2) 194 (187-215) (n=9) | 194 (151-215) 203 (192-256) 0.0001 NS
(n=4)
Plasma bacterial load* (bact./ NA 262 (67—1560) 52 (24-163) 1002 (92-2689) NA 0.04
mL) (n=12) (n=4) (n=28)

Data are expressed as medians (interquartile ranges). Statistics between 2 groups are performed with nonparametric unpaired tests (Mann-Whitney U-test)
for quantitative variables, and with Khi-2 square test for categorical data. P value inferior to 0.05 was considered significant.

*Plasma bacterial load is inferred from plasma PCR values according to the log-transformed standard curve.

(AST = aspartate aminotransferase; CPK = creatinine phosphokinase; CRP = C-reactive protein; NS = not significant)

doi:10.1371/journal.pone.0165716.t001

The diagnostic was established by plasma real-time PCR for 12 patients, urine PCR analysis
for 2 patients, and serological testing for 1 patient (IgM+) for whom PCR were negative. One
patient was positive by PCR in blood and urine samples. Of note, the bacterial burden estab-
lished from PCR data was more elevated in the severe group: P = 0.04 (Fig 1). For 9 conva-
lescent individuals, a complementary analysis was performed 1 month after hospital discharge
(M1 patients) in order to identify the Leptospira species implicated. The MAT screening at M1
indicated infection consecutive to L. Icterohaemorragiae in 5 cases, while it was impossible to
conclude in 4 cases, as a consequence of test positivity (titer>1:400) associated to multiple ser-
ovars: L. Icterohaemorragiae, L. canicola, and one for L. ballum.

Unique neutrophilia during the course of leptospirosis in patients

The quantification of circulating immune cells at admittance (M0) showed marked lymphope-
nia, no significant change in monocytes count, while there was a significant increase in PMN
cells to 8.9 x10°/L on average (7.4-9.8) in patients with leptospirosis, Fig 2A. Notably, there
was no difference between severe and mild forms regarding PMN counts determined at admit-
tance (Table 1). We further analyzed PMN count and possible links with clinical hallmarks.
There were no correlations between PMN counts in leptospirosis patients with either age, dura-
tion of hospital stay, or number of damaged organs. Along the same lines, PMN count was not
linked to the levels of the markers associated with organ injury such as AST, bilirubin, platelets,
creatinine or creatinine phosphokinase levels. Moreover, PMN count was not statistically cor-
related to plasma bacterial load at admittance for 12 of leptospirosis patients.
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Fig 1. Bacterial burden is higher in severe leptospirosis. Plasma bacterial load is established from the plasma PCR
values (n = 12) and using the log-transformed standard curve as described [27]. Horizontal bars indicate the median.
Comparison with non-parametric Mann-Whitney test. * indicates P-value inferior to 0.05.

doi:10.1371/journal.pone.0165716.9001

In contrast, bacterial load was found to be positively correlated to the length of hospital stay
(P =0.03, r value at 0.8 with Spearman test) or the level of bilirubin (P = 0.03 and r = 0.64) and
negatively correlated to the platelet counts (P = 0.02, r = 0.36).

Given that the duration of the disease prior to hospitalization was different from one patient
to another, we also performed analyses with the maximal values of PMN counts during the dis-
ease course. The maximal values of PMN were at a median of 9.7 x10°/L (9-15.4), and these
values were observed in median at the second day after admittance (IQR 1-4). This corre-
sponded to the 7 day (6-9) from the onset of symptoms (fever and myalgia).

The severe forms had a greater increase in PMN counts (P = 0.04) when considering the
maximal value of PMN during hospitalization (Fig 2B). Moreover, the maximal value of PMN
count presented a significant correlation with the maximal value of creatinine: r = 0.72,

P = 0.002 (Fig 2C).
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Expression of TLR2 and markers of cell activation on PMN in
leptospirosis

Next, we investigated the expression of selected PMN cell surface molecules implicated in LPS
sensing, and cell activation (chemotaxis, adhesion and phagocytosis) for patients in the acute
phase of the disease (MO0) (Fig 3A).

Focusing on TLR2 expression levels on PMN, we observed a significant increase in the lep-
tospirosis group (P = 0.001). The MFI values were 0.92 (0.75-1.21) versus 0.57 (0.48-0.63) in
healthy controls.

In contrast, we found no differences between controls and leptospirosis cases at MO regard-
ing CD182 and CD11b surface levels on PMN identified by the CD16 counterstaining. Con-
cerning CD15, the expression in leptospirosis group was decreased compared to controls.

The changes in the expression levels of CD182, CD11b, CD15 and TLR2 were not correlated
to any of the clinical and biological markers of disease and tissue injuries. The levels of expres-
sion of these receptors and PMN counts were further obtained from convalescent patients eval-
uated at 1 month after discharge (M1). The median value of PMN decreased at M1: 4.7 x10°
cells/L (4.1-6.1) compared to 8.9 x10° cells/L (7.5-10.3) at MO (P = 0.04). The levels for CD182
and CD11b between M0 and M1 remained identical. The level of CD15 expression on PMN at
1 month was significantly higher compared to the acute phase of leptospirosis: P = 0.02 with
non-parametrical Wilcoxon test for paired data, Fig 3B. Of note, the MFI values at M1 post
infection were not significantly different from the healthy controls and indicating a return to
basal levels of expression for all PMN markers analyzed in our study.
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Fig 2. Neutrophil levels at admittance and during the disease course of leptospirosis patients. (A) Counts
of immune cells for healthy controls (circles) and leptospirosis patients (squares) at admittance (M0). (B) The
maximal value of PMN count reached during hospital stay was compared between mild and severe forms. For A
and B, the largest horizontal bars indicate the median value, upper and lower bars the interquartile ranges.
Comparisons with non-parametric Mann-Whitney test. *, *** indicate P-value inferior to 0.05 and 0.0001
respectively. (C) Among the patients with leptospirosis, the maximal value of PMN was correlated to the maximal
value of creatinine with Spearman test.

doi:10.1371/journal.pone.0165716.9002
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Fig 3. Expression of cell surface molecules implicated in PMN recruitment and activation during
leptospirosis. (A) Expression levels of receptors and ligands on circulating PMN at admittance, assessed by flow
cytometry. The mean fluorescence intensity (MFI) values were evaluated while isotypic negative controls were set
with an MFl of 107", One value is missing for CD15. (B) Evolution of CD15 expression among 7 leptospirosis
patients and comparison between admittance (M0) and at 1-month (M1) post infection. Largest horizontal bars
indicate the median value, upper and lower bars the interquartile ranges. Comparison of the patient group and
healthy donor group with non-parametric Mann-Whitney test, and comparison within patients between MO and M1
with non-parametric Wilcoxon paired test. *, **, *** indicate P-value inferior to 0.05, 0.001 and 0.0001
respectively.

doi:10.1371/journal.pone.0165716.9003

Finally, we investigated the levels of CXCL8 in plasma of the 15 patients and 13 healthy con-
trols. The chemokine was barely detectable (<10 pg/mL), except for four of the severe leptospi-
rosis cases with values of 21, 34, 219 and 330 pg/mL (Fig 4). Three of these patients had septic
shock with multiorgan failure and one of them died.

Discussion

Innate immune cells such as PMN play a critical role to control bacterial infection. In this
study we showed that the expression of several cell surface PMN molecules, implicated in che-
motaxis and recruitment to inflamed tissues, were either not upregulated when compared to
healthy subject controls, or decreased. Moreover, CXCL8, a major chemokine for leukocyte
recruitment was barely elevated in leptospirosis. Counterintuitively, only four patients with
severe forms of the disease had elevated levels of CXCLS.

To our knowledge, this is the first study assessing the capacity of circulating PMN to be acti-
vated during the acute phase of leptospirosis in humans. With the limits of partial exploration
of the complex process implicated in the chemotaxis, adhesion and phagocytosis of PMN, our
results indicate unique behavior between leptospirosis patients and those with classical Gram-
negative multiple organ infection, as discussed below.

The studied population presented mild and severe forms of leptospirosis. Cases were con-
firmed by PCR or IgM serological assay. Although the number of individuals included in the
study is limited, this number is sufficient to evaluate significant variations in cell counts and
cell immunophenotyping.

The observed neutrophilia during the acute phase of leptospirosis was in agreement with
previous reports. Moderate increase of PMN counts have been reported in patients with
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Fig 4. Circulating CXCLS8 (interleukin 8) levels are not significantly elevated in leptospirosis cases. CXCL8
levels were assessed by ELISA of plasma from healthy control individuals (circles, n = 13) and leptospirosis cases
(squares, n = 15). For leptospirosis cases, assessment was performed with sampling at hospital admittance
corresponding to acute phase (M0), with PCR positive patients. Comparison between two groups with non-
parametric Mann-Whitney U-test showed no significant difference.

doi:10.1371/journal.pone.0165716.9004

Leptospira and particularly in the most severe forms [4-6]. Neutrophilia has also been found in
other Gram-negative bacterial infection and to control the infectious challenge and to limit tis-
sue damage [29,30].

Interestingly, we found that this neutrophilia in blood sampled at admittance (MO stage)
was not correlated to the level of major organ injuries either at the clinical or biological levels.
In contrast, a significant association was observed between the maximal PMN count and the
maximum creatinine level during the disease course of leptospirosis.

Interestingly, the levels of CXCL8 was low in our leptospirosis cohort and contrasting to
data published for classical Gram-negative severe sepsis cases [19]. CXCL8 was increased only
in 4 patients and in the context of the more severe forms of the disease. Literature data have
also indicated low levels of CXCL8 in human leptospirosis [31] but several other reports dem-
onstrated increased levels and correlation to severity and mortality [32-34]. How can we possi-
bly reconcile such discrepancies? The differences may be a consequence of different infecting
serovars and this information is unfortunately lacking in many of the published studies.
Another explanation may be that CXCLS8 levels may be fluctuating during the disease course.
Papa et al. recently demonstrated that CXCL8 peaked at 6-10 days post-infection [35]. In our
study we sampled CXCLS levels at 5 days post-infection in median. It would be interesting to
study whether other chemokines are differentially expressed in leptospirosis. Experiments
along these lines are now highly warranted.
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TLR2 and TLR4 regulate important PMN functions such as release of chemokines, produc-
tion of reactive oxygen species (ROS), and activation of major proinflammatory signaling path-
ways [36]. The expression levels of cell surface TLR2 and TLR4 on PMN is usually up-
regulated upon stimulation by bacterial products, LPS or lipopeptides, as well as during sepsis
[36,37]. TLR expression levels on PMN during infection by Leptospira have never been
reported. It has been demonstrated that LPS of Leptospira could signal through murine TLR4
and TLR2 but that human TLR?2 is the major receptor for leptospiral LPS [26,38]. Noticeably,
it has been shown that a specific polymorphism in human TLR2 gene was associated with an
increased risk of leptospirosis and influencing its severity [39]. Hence, we focused on TLR2
expression and showed that it was significantly up-regulated during leptospirosis. It has been
found that TLR2 is upregulated on endothelial cells in lung samples of fatal leptospirosis [40].
TLR2 stimulation by LPS should induce CXCL8 synthesis and secretion at least in vitro [36]
and yet this was not detected in our patients. This would indicate that the innate immune
response of circulating PMN in the presence of LPS from Leptospira is tightly regulated.

With regards to the activation status of PMN, this work indicates no major changes in the
expression of CD182, CD11b while CD15 expression was decreased. The number of receptors
studied is limited and other key effectors molecules should also be considered and studied. The
membrane-bound receptors studied are nevertheless representative of the main steps of the
PMN adhesion cascade to an activated endothelium [15,21]. It remains to be ascertained
whether the levels of LFA-1 (integrin CD11a/CD18) or PSGLI, the P-selectin glycoprotein
ligand 1 are affected on PMN during the course of leptospirosis. CD15 is a glycoprotein that
binds to the major P-, E- and L-selectins indispensable for the rolling step of PMN[41]. Data
from other studies regarding CD15 expression in the setting of sepsis are scarce but clearly
indicated a basal or increased CD15 expression [42,43]. Thus, the decrease of CD15 level in
leptospirosis cases might reflect a poor capacity of circulating PMN to be recruited to the tis-
sues infected by Leptospira. CD11b (alpha subunit of CR3) is crucial for the slow rolling, adher-
ence and transendothelial migration towards inflamed tissues as well as phagocytosis of
complement opsonized-bacteria [15]. During the coordinated response to canonical bacterial
sepsis, PMN activation is accompanied by CD11b up-regulation [44-46]. Moreover, infection
by the spirochete Borrelia burgdorferi demonstrated an activation state of PMN with an
increase of CR3 expression [47]. In our study we did not observe such increase. This unique
observation adds to the plausible impaired innate immune function of PMN in leptospirosis.

CD182 is a receptor for several important CXCL chemokines, including CXCL8, and it
induces activation of PMN during the rolling step next to an activated endothelium. As men-
tioned previously, sepsis is usually associated with CD182 down-regulation [22,23,45], a mech-
anism thought to participate to immune paralysis during sepsis and septic shock. This down-
regulation may be induced either by high amounts of CXCL8, the most potent ligand of
CXCR2 or by TLR2 stimulation as demonstrated by Alves-Filho et al [24]. This feed-back loop
would allow PMN to respond to high CXCL8 gradient released by the vasculature and in order
to invade inflamed tissues [21]. Of note, CXCL8 and CD182 are not the only ligand/receptor to
engage PMN chemotaxis and lower expression of CD182 is not inevitably associated to chemo-
taxis impairment as demonstrated by Sabroe et al [25]. As a note of caution, we have studied
the phenotype of circulating PMN at a given time of the disease process (acute phase of the dis-
ease-MO- and in convalescent phase-M1) and longitudinal studies are now warranted. Inter-
estingly, the levels of PMN cell markers returned to control basal levels at M1 post infection.
The activation status of PMN can change greatly between bloodstream and inflamed tissues
[48] and despite the difficultiesin performing such studies in humans, experiments along these
lines are warranted.
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Conclusion

Our study provides unique information regarding the phenotype and possible functional
impairments of PMN during the process of Leptospira infection. In sharp contrast to the para-
digm reported in Gram-negative sepsis, CD182 expression remained at basal levels, CD11b
expression did not increase and CD15 level was down regulated. Taken together our novel
observations question the ability of PMN to be mobilized into inflamed target-tissues during
leptospirosis; PMN migration and phagocytic functions may also be impaired. Further studies
should be performed to address the expression of other receptors essential for PMN’s mobiliza-
tion as well as performing functional phagocytic assays in the presence of Leptospira.
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4- Résultats principaux

Notre étude rapporte pour la premiere fois des données ex vivo sur 1’expression de
récepteurs clés impliqués dans le processus de recrutement des PNN circulants lors de la
leptospirose humaine. Ces données descriptives indiquent un phénotype des PNN pour le
moins inattendu avec le niveau d’expression d’un marqueur abaissé, le CD15 — qui
participe a I’étape de roulement. Les autres marqueurs sont exprimés a des taux
comparables aux contréles non infectés alors qu’une élévation était hypothétiquement
attendue. Aucune augmentation significative du taux d’IL-8 n’a été observée dans les
cas de leptospirose. TLR2 apparait plus exprimé a la surface des PNN lors de la

leptospirose

116



Etude des marqueurs d’activité des cellules
endothéliales

1- Contexte

» Contexte général

Les cellules endothéliales sont a I’interface des éléments figurés du sang et les tissus.
Elles sont impliquées dans des fonctions de recrutement cellulaire, de régulation de la
coagulation et d’intégrité de la barriere du secteur vasculaire avec potentiel risque
hémorragique en cas de Iésions. Nous avons déja donné un apercu général du processus de
recrutement dans la présentation de I’article précédent, nous détaillons donc a présent les
éléments connus concernant les cellules endothéliales lors de la leptospirose puisque ce 3°

article est aussi axé sur les marqueurs d’activation et de recrutement.

> Contexte spécifique a la leptospirose

La place des cellules endothéliales lors de la leptospirose a été détaillée dans un chapitre
spécifique de I’introduction: voir page 58. Rappelons brievement que plusieurs données
proviennent d’études in vitro et indiquent qu’en présence de Leptospira ou de certains
constituants moléculaires des leptospires (LPS, peptidoglycane, Omp) les cellules
endothéliales expriment plus certains récepteurs associés au recrutement cellulaire : ICAM-1
et E-sélectine (Dobrina et al. 1995; Atzingen et al. 2009; Monica L. Vieira et al. 2007; Gémez
et al. 2008).

De plus, les analyses réalisées ex vivo au cours de la leptospirose chez I’€tre humain sont
en faveur de I’élévation de certaines molécules d’adhésion solubles réputées traduire
I’activation des cellules endothéliales: E-sélectine et ICAM-1 en particulier (Goeijenbier et al.

2015; Paris et al. 2008; Libdrio et al. 2015).

On peut aussi citer ’analyse des tissus pulmonaires sur cadavres humains suite a une
leptospirose 1étale: les marqueurs ICAM-1 et VCAM-1 sont exprimés en grande quantité dans

le tissu pulmonaire endothélial (Del Carlo Bernardi et al. 2012).
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2- Hypotheése et objectifs

Notre hypothese est que les cellules endothéliales constituent une cible a part entiere lors
de la leptospirose et ont un role clé, a I’'interface entre les phénomenes de recrutement,
d’activation de la coagulation et de Iésions architecturales propres a induire des saignements

des organes cibles.

L’objectif de ce travail était de mieux caractériser les fonctions de recrutement et de
régulation immunitaire des cellules endothéliales lors de la leptospirose humaine. Le critere
de jugement était indirect, I’analyse directement des cellules endothéliales semblant infaisable
en pathologie humaine en dehors de prélevements de tissus qui n’ont plus cours de nos jours
(biopsies) ou bien rarement (autopsies). Ce travail est une suite logique au deuxieme article

portant sur les fonctions d’activation et de recrutement des neutrophiles.

3- Article 3

Ma contribution dans ce travail est identique a I’article 2: expériences en cytométrie de
flux avec dosages de marqueurs en multiplex a partir des échantillons sanguins des patients et
sujets controles indemnes d’infection. A partir des analyses de cytométrie j’ai établi des
corrélations avec les données issues de la cohorte de patients suite a 1’analyse des dossiers

médicaux.

Cet article était en cours de soumission dans le journal PLOS ONE a la date de
soutenance de these et a depuis été accepté pour publication en date du 16/06/2017. Le

manuscrit est présenté ci-apres.
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Abstract

Leptospirosis is a multisystemic zoonotic disease with infiltration of visceral organs by
Leptospira. The capacity of the vascular endothelium to grant immune cell recruitment and
activation in target organs during the disease course remains poorly characterized. We
ascertained the levels of expression of several soluble cell adhesion molecules (CAM) notably
expressed by endothelial cells in human leptospirosis. We prospectively enrolled 20
hospitalized patients and compared them to 10 healthy controls. Disease severity was defined
by one or more organ failures, or death. Plasmatic concentrations of soluble CAM were
assessed by multiplex bead assay at the time of patient presentation (M0) and 1 month after
hospital discharge. The levels of soluble E-selectin (sCD62E) and soluble intercellular
adhesion molecule 1 (SICAM-1, sCD53) were significantly increased in patients compared to
controls (p<0.0001) and at 1 month (p<0.0001) with median values at 978 ng/ml (interquartile
ranges 787-1164; sCD62E) and 1021 ng/ml (690-1428; sCD53). At MO, Soluble P-selectin
level (sCD62P) was found to be decreased with levels at 60 ng/ml (0-631) versus 711 ng/ml
(343-1113) for healthy controls (p<0.05). Levels of SICAM-3 (sCD50), sVCAM-1 (vascular
cell adhesion molecule, sCD106) and sSPECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion molecule,
sCD31) were not different from healthy subjects at M0. This study shows that two adhesion
molecules, shed as soluble forms, are elevated during the acute phase of leptospirosis : E-
selectin and s-ICAM1. These molecules may have decoy functions and interfering with the

process of immune cell recruitment to clear Leptospira at tissue levels.
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Author summary

Leptospirosis is a zoonosis distributed world-wide and with life-threatening features due
to Gram-negative bacteria: Leptospira spp. Canonically and critically, circulating leukocytes
follow a fine regulated process to reach infected tissues after adhesion to the vascular
endothelium. Using a cohort of human leptospirosis hospitalized cases, we explored the levels
of soluble (shed) adhesion molecules implicated in the immune cell recruitment. When
comparing to healthy subjects we found a significant transient elevation of the levels of two
out of six soluble adhesion molecules known to be expressed by endothelial cells: sE-selectin
and sSICAM-1. These molecules are naturally membrane-bound while soluble isoforms have
the ability to play a decoy function. To which extent those soluble molecules may counter-
regulate the process of immune cell recruitment to clear Leptospira at tissue levels remains to

be ascertained.
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Introduction

Leptospirosis is a zoonotic disease caused by Leptospira species, with a recent estimate
of 1 million cases per year [1]. The course of the disease includes a broad spectrum of
manifestations, from influenza-like illness to multi-organ failure with icteric hepatitis, deep
thrombocytopenia, acute renal failure and more rarely intra-alveolar hemorrhage [2]. The
mortality ranges from 5% to 15% especially during lung hemorrhage [1,2]. Despite increasing
evidence regarding the pathological mechanisms of the disease, much remains to be
demonstrated to have a better understanding of this multisystemic disease, and specially the

host-pathogen interactions [3].

During the first days of the disease course, pathogenic bacteria reach the blood and
evade the host immune system to disseminate to target organs [4]. The vascular endothelium
is thus a key-actor during the bacteriemic phase of leptospirosis and particularly in light of its
role to allow the recruitment of immune cells in tissues. Widespread endothelial damage may
be a possible contributing factor to explain organ injuries, notably at the level of the lungs [5].
Endothelial cell layer disruption has been demonstrated in endothelial cell culture models [6]
and in response to adhesion of the spirochete to endothelial monolayer cells [7]. Other in vitro
studies reported a direct effect of live Leptospira, leptospiral components such as
peptidoglycan, or recombinant proteins on the activation status of endothelial cells leading to
increased expression of cell adhesion molecules (CAM) [8-11]. This was mainly
demonstrated for selectins, intercellular and vascular CAMs (ICAM and VCAM
respectively). Moreover, histopathologic studies of human leptospirosis fatal cases showed an
increased expression of ICAM and VCAM on lung endothelial cells compared to healthy

controls and other non-infectious hemorrhagic cases [12].
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During a canonical inflammatory response, many of the adhesion molecules expressed
by endothelial cells to grant immune cell recruitment are shed from cell surfaces and
accumulate as circulating soluble isoforms in plasma [13]. The expression of soluble adhesion
molecules have been extensively analyzed in the setting of sepsis and septic shock as
biological prognosis markers [13] but little is known in the context of human leptospirosis and
as discussed later [14-16]. We were interested to evaluate the levels of several soluble
adhesion molecules during the course of hospitalized cases of leptospirosis. We describe
herein a prospective cohort study of acute human leptospiral infections and including an
assessment of the levels of soluble sE-selectin, sP-selectin, SICAM-1, sSICAM3, sPECAM-1,

sVCAM-1 during the acute (M0) and convalescent (M1) phases of the disease.
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Material and methods

Cohort study and ethics

Our study was conducted in a medical center of the University Hospital of Reunion
Island: 10 healthy subjects and 20 patients undergoing PCR-confirmed leptospirosis were
enrolled. Patients were hospitalized either in the intensive care unit or conventional medical
units. They were treated according to the standards of care. Clinical and laboratory data were

recorded until the point of discharge or death.

Definitions of the disease hallmarks:

-Severe leptospirosis was defined as a disease associated with death or severe organ
injury. In the latter case it corresponded to patients fulfilling at least one of the following
criteria during disease course: either jaundice (bilirubin > 50 pmol/L); aspartate
aminotransferase (AST) increase (> 3 fold the upper normal limit); acute renal failure defined
according to RIFLE “Failure” definition [17] or requirement of hemodialysis; mechanical
ventilation or oxygen requirement; hypotension requiring fluid resuscitation. Patients not
fulfilling these criteria were defined as non-severe leptospirosis cases.

-Leptospirosis stages: patients were enrolled during the first days after onset of
symptoms and were defined as acute phase or MO group (month 0). Biological and
immunological evaluations were also performed 1 month later after patient’s discharge and
defined as convalescent phase or M1 group (month 1).

- Hemorrhage was defined by presence of hemoptysis, intra-alveolar hemorrhage,
purpura or other clinical bleeding: hematuria, epistaxis, rectorragia.

- Oxygen requirement was defined as use of oxygen to maintain PaO2 above 600
mmHg or SpO2 above 92%.

- Septic shock was defined according to international recognized criteria of

ACPP/SCCM Consensus Conference Committee [18].
124



-Severe thrombocytopenia was defined as platelets inferior to 50 G/I threshold
according to previous study in leptospirosis [19].

Workers at the hospital served as healthy controls and were matched with patients for
age and sex.

This study was conducted according to the principles expressed in the Declaration of
Helsinki and was approved by the local human ethic committee of “CHU de La Réunion”
(R15018). All patients provided written informed consent for the collection of samples and

subsequent analyses, performed anonymously.

Real-time quantitative PCR analyses for diagnosis and quantification of
leptospirosis
Biological specimens for diagnosis of leptospirosis were sampled at admittance of
patients. Leptospires in plasma or urine were detected by quantitative real-time PCR (qPCR)
using the Light cycler LC480® system (Roche), and TagMan® Universal PCR Mastermix
with primers and probe specific for 23S rRNA gene of Leptospira as detailed before [20]. For
quantification of bacterial burden in plasma by PCR, serial dilutions of genomic DNA
extracts from L. interrogans serogroup Icterohaemorragiae serovar Copenhageni were
performed. These dilutions corresponded to concentrations from 4 x 10° to 4 bacteria/ml and
the number of bacteria per ml in plasma samples were inferred from the cycle threshold (Ct)
values of PCR according to the log-transformed standard curve, as detailed in previous reports

[21].

Multiplex soluble adhesion molecule measurements

The quantitative evaluation of relevant soluble adhesion molecules was performed with

the commercial bead based assay FlowCytomix Human Adhesion 6plex kit (ref. BMS812FF,
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Bender MedSystems®) on blood sampled at admission. Procedure was performed according
to manufacturer’s indications and enabled to measure the concentrations of 6 soluble factors:
sE-selectin, sP-selectin, SICAM-1, sICAM-3, sPECAM-1, sVCAM-1. Briefly, plasma was
incubated with beads coated with specific antibodies toward the soluble factors. After
washing to eliminate free beads, phycoerythrin-conjugated antibodies specific for the soluble
factors were incubated with the mixture. After washing, the beads are distinguished with a
flow cytometer according to their size and specific autofluorescence while the mean
fluorescence intensity (MFI) of PE-antibodies linked to soluble factors is determined. The
concentrations of each soluble factor were inferred from MFI, according to standard curves.
Cytometry analysis was performed with the Becton Dickinson C6 accury™ flow cytometer,

and data extracted from BD Accury™ C6 software version 1.0.

Statistics

Data are expressed as medians and interquartile ranges for quantitative variables; and as
numbers and percentages for qualitative variables. Owing non-Gaussian distribution,
statistical significance of difference between groups was determined by non-parametric
Mann-Whitney U-test for continuous variables and by Khi-2 square test for qualitative
variables. For paired data the Wilcoxon non-parametrical test was used. The Spearman test
was used to analyze correlations among variables. P-values below 0.05 were considered

statistically significant. Statistics were performed with GraphPad Prism™.

Results

Cohort and patients’ clinical and biological data
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The clinico-biological data of leptospirosis patients and age- and sex-matched healthy
controls are indicated in Table 1. Patients exhibited classical hallmarks of acute leptospirosis
with moderate to severe organ injuries. From the time of reported first symptoms the median
delays to hospitalization and antibiotic treatment were 5 days (interquartile 4-5). Among the
infected patients, 14 were considered as severe leptospirosis cases according to the definition
of an infectious disease with organ failure as indicated above. These severe cases
corresponded to: 11 cases of severe acute renal failure among which 9 required renal
replacement therapy during a median of 3 days (2.8-6); 7 cases had hemodynamic failure
among which 4 required vasopressor drugs; 6 cases required oxygen administration and 3 had
mechanical ventilation. One patient deceased with multi-organ failure and as a consequence
of septic shock within 2 days of medical care. When comparing the groups of severe (14) and
non-severe (6) leptospirosis patients we found additional significant differences for surrogate
markers that were not used initially in the definition of severe cases: thrombocytopenia
(p=<0.001), neutrophilia (p=0.01) and creatinine phosphokinase (CPK) levels (p=0.009)
which were significantly more pronounced in the severe cases compared to non-severe forms
of leptospirosis. Bleeding was also significantly associated to low platelet counts (p=0.02).
Plasma bacterial load inferred from PCR Ct values was higher in the severe group although
not reaching statistical significance: median of 7.8x10*/ml compared to 5.2x10'/ml (p=0.054).
The length of hospital stay was also longer for severe cases: 7 days in median instead of 4
days (p=0.005). Noteworthy, the time to initiate the antibiotic treatment was not significantly
different between the two groups with 5 days in median for severe and non-severe

leptospirosis groups.
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Table 1. Characteristics of leptospirosis patient group at admittance and

comparison to healthy subjects

control vs.
characteristic Controls Leptospirosis cases
(units) leptospirosis
Number of individuals 10 20
Ratio M/F 9/1 19/1 NS
Age (years) 43.4 (29.3-53.6) 44.3 (27.5-55.8) NS
Neutrophils (10°/L) 3.6 (3.2-3.9) 9 (7.3-10.3) <0.0001
Lymphocytes (10°/L) 2.2(1.8-2.7) 0.6 (0.5-0.9) <0.0001
Monocytes (10°/L) 0.5 (0.4-0.6) 0.6 (0.4-0.8) NS
Platelets (10°/L) 233 (214-253) 53 (37-102) <0.0001
Creatinine (umol/L) 83 (20-89) 152 (103-394) <0.0001
Total bilirubin (umol/L) 9 (7-11) 41 (27-123) <0.0001
AST (IU/L) 25 (22-31) 89 (52-169) 0.0002
CPK (IU/L) 140 (115-206) 1410 (910-4365) 0.0006
CRP (mg/L) 1(0.4-2) 212 (187-304) <0.0001
Plasmatic bacterial load* (bact./ml) NA 344 (61-2566)

Data are expressed as medians (interquartile ranges). Statistics between 2 groups are
performed with nonparametric unpaired tests (Mann-Whitney U-test) for quantitative
variables, and with Khi-2 square test for categorical data. P value inferior to 0.05 was

considered significant. *Plasmatic bacterial load is inferred from plasmatic PCR Ct values
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according to the log-transformed standard curve. (AST=aspartate aminotransferase;

CPK=creatine phosphokinase; CRP= C-reactive protein; NS=not significant)

Among the 20 patients, 10 patients agreed to be evaluated 1 month after hospital
discharge, of whom 7 were considered as severe cases at M(. The assessment of M1
outpatient group indicated a rapid correction of the symptoms and biological alterations were

not significantly different from those of the control group (Fig 1).
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Fig 1. Correction of blood cell counts and tissue-injury biomarkers at 1 month post-
leptospirosis. Caption: evolution of blood cell counts and surrogate biomarkers of tissue
injury between acute (MO, empty circles) and convalescent phase, 1 month later (M1, black
circles) for 10 patients. Gray areas indicate normal values ranges. Two values for M1 patient

CPK (creatine phosphokinase) measurement could not be included. Comparisons with non-
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parametric Wilcoxon paired test. * and ** indicate P-value inferior to 0.05 and 0.01

respectively.

Shedding of adhesion molecules into soluble forms during leptospirosis

The levels of soluble adhesion factors implicated in leukocyte recruitment are indicated
in Fig 2. We found a clear increase for sE-selectin and sSICAM-1 levels when comparing
leptospirosis patients at MO and healthy subjects (controls) (p<0.0001). The levels of soluble
E-selectin were 978 ng/ml in median for patients (interquartile ranges 787-1164) and 314
ng/ml (236-412) for healthy controls. sSICAM-1 levels were also elevated with median values
of 1021 ng/ml (690-1428) for patients and 155 ng/ml (111-216) for controls. These elevated
values returned to the levels of the control group for the evaluation at M1 after discharge.
Concerning sVCAM-1, there was a trend to higher levels in patients with leptospirosis,
although not of statistical significance; whereas the values at M1 were lower when compared
to controls and MO patient group. sP-selectin was the only tested molecule with lower
expression levels during the acute phase of the disease compared to controls: 60 ng/ml (O-

631) versus 711 ng/ml (343-1113) (p<0.05).

130



soluble E-selectin soluble ICAM-1 soluble VCAM-1
25001 2500+ 2500+ hak
ek whaw " *
NS ik
2000 2000 a Iy
1500 . 1500 838 20001 -
=) A =)
000 % £ 1000- £ A N
A A 15004 A
500 _'f* A AA & 500 Al a . $
A ..EA. -ﬁ-—
o hd * A o _w_ N 1
T T b W T T bl T T T
CTLn=10 lepto M0 n=20lepto M1 n=10 CTLn=10 lepto MO n=20lepto M1 n=10 CTLn=10 lepto MO n=20lepto M1 n=10
soluble ICAM-3 soluble PECAM-1 soluble P-selectin
5000+ 2500 2500+
NS NS NS NS * NS

4000 4 2000 2000 a
= 3000 “a = 1500 ¢ = 1500
E E a E i
=] = A = A
= 2000 < 1000 A . = 1000

A R axlad A A A
1000 n 500 5004 E_
A ala
od o s A Ak o d A
CTLn=10 lepto MO n=20lepto M1 n=10 CTLn=10 lepto M0 n=20lepto M1 n=10 CTLn=10 lepto MO n=20lepto M1 n=10

Fig 2. Levels of soluble E-selectin and soluble ICAM-1 are increased during the acute
phase of human leptospirosis. Caption: Levels of soluble (shed) adhesion molecules are
determined in patients and controls using multiplex microbeads array. Circles represent
controls (n=10), empty triangles: patients during acute phase (n=20) and black triangles:
patients at M1 convalescent phase (n=10). The largest horizontal bars indicate the median
value, upper and lower bars the interquartile ranges. Comparisons with non-parametric Mann-

Whitney test. *, ** **** jpdicate P-value inferior to 0.05, 0.01 and 0.0001 respectively.

Comparison between the severe leptospirosis cases (n=14) and non severe cases (6)
showed no difference for the levels of each of the adhesion molecules soluble forms tested. Of
critical note, the severity of the disease was established from a clinical standpoint (i.e. organ
failure as aforementioned). Moreover, the elevated levels of the adhesion molecules were not

associated with hospitalization in intensive care units or hospitalization length.

We next further analyzed whether the levels of sSCAMs were possibly associated to the

different organs, or surrogate markers, affected in leptospirosis (Fig 3 and S1 Table).
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Counterintuitively, we found that patients in the group with very low platelet counts (<50
G/L) had low levels of sE-selectin when compared to patients with higher platelet counts (>50
G/L) (p= 0.02) (Figure 3). This association was also observed for sP-selectin levels and
platelet counts. Thus, we found a positive correlation between platelet counts and sP-selectin
levels: p=0.02 and r=+0.25. When we used bilirubin as another biomarker of disease severity
we found a significant association between low levels of sSICAM-3, sP-selectin and high
levels of bilirubin (>50 umol/L) (Fig 3). A significant correlation was found also between
sICAM-1 and oxygen requirement as well as between levels of sP-selectin and CPK. The
amount of circulating bacteria (assessed by PCR) was inversely correlated to SICAM-3 values

(p=0.014, r=-0.47) and not correlated to other soluble adhesion molecules.
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Fig 3. Distinct associations between shed adhesion molecules and organ injuries in 20
leptospirosis patients. Caption: Levels of soluble (shed) adhesion molecules are determined
among leptospirosis MO group (n=20) using multiplex microbeads array. The largest
horizontal bars indicate the median value, upper and lower bars the interquartile ranges.
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Comparisons with non-parametric Mann-Whitney test. * and ** indicate P-value inferior to

0.05 and 0.01 respectively. CPK=creatine phosphokinase; ULR= upper limit range
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S1 table 1. Correlation between levels of soluble adhesion molecules and clinicobiological biomarkers in 20 leptospirosis patients

sE- sICAM- sICAM- sPCAM sP- sVCAM
selectin 1 3 -1 selectin -1
Hemorrhage (n=5) NS NS 0.06 NS NS NS
Platelets<50 G/l (n=12) 0.02 NS NS NS 0.03 NS
Bilirubinemia>50 pmol/l (n=10) 0.07 NS 0.04 NS 0.01 NS
Liver enzymes >3xULR (n=10) NS NS NS NS NS NS
Muscle enzymes >3xULR (n=15) NS NS NS NS 0.03 NS
Acute renal failure according to RIFLE NS NS NS NS NS NS
(n=11)
Renal replacement therapy (n=9) NS NS NS NS NS NS
Oxygen requirement (n=6) NS 0.03 NS NS NS NS
Septic shock (n=5) NS NS 0.08 NS NS NS

Caption: comparisons with non-parametric Mann-Whitney test between the group with and without the indicated organ injury. ULR= upper

limit range; other definitions: see methods section.
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Discussion

The aim of this study was to assess indirectly the relative contribution of vascular
endothelial cells in human leptospirosis by measuring the levels of several soluble CAMs in
blood. We analyzed plasma levels of several of the key CAMs shed as soluble forms. These
sCAMs have been considered prognostic biomarkers of severity of systemic inflammation but
the clinical importance of monitoring such changes remains to be established [22]. We herein
report a major increase in sE-selectin and sSICAM-1 levels in patients with leptospirosis,
whereas sP-selectin levels were lower compared to control healthy subjects. Our results
indicate that endothelial cells may be activated during leptospirosis and that yet ill-
characterized mechanisms are likely to contribute to the release of soluble forms of the CAMs

through the activity of sheddases, membrane-bound proteases or caspases.

E-selectin is the most specific CAM expressed by endothelial cells, together with
ICAM-1 and VCAM-1. E-selectin belongs to the selectin family of CAM and mediates the
first step of leukocytes (e.g. PMN) and platelets rolling onto the endothelium through its
ligands P-selectin glycoprotein ligand 1 (PSGL1) mainly and E-selectin ligand (ESL1)
[23,24]. Expression of E-selectin is upregulated upon inflammatory conditions and this cell
surface molecule can be cleaved through an active process of shedding mediated by caspases
and giving rise to soluble isoforms. It is recognized that sE-selectin level reflects the
activation status of endothelial cells [25]. Interestingly, sE-selectin in sera has been shown to
retain the ability to adhere to its ligand on circulating leukocytes, thus decreasing the ability
of immune cells to be mobilized at the site of inflammation. This decoy mechanism is thought
to constitute a self-limiting process to avoid detrimental inflammation due to uncontrolled
leukocyte recruitment in tissues. We believe that this paradigm proposed in many infectious
diseases could also be involved as a mechanism to control leukocyte recruitment in
leptospirosis.
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Shedding has also been described for the other CAM studied here [13]. ICAM-1 and
VCAM-1 are members of the immunoglobulin superfamily and bind to integrins LFA-1
(CD11a/CD18), CR3 (CDI11b/CD18), and VLA-4 during the firm adhesion and
transendothelial migration steps. Expression of these CAMs is constitutive and also inducible

after the action of inflammatory cytokines (TNFa, IL-1, and IFNy) or LPS exposure [13].

In vivo studies addressing the mechanisms of endothelial cell activation/damage during
leptospirosis are scarce but have already yielded insightful information. In a study comparing
« typhus-like » infectious diseases in Thai patients, the authors found elevation of sE-selectin,
SICAM-1 and sVCAM-1 levels in 24 leptospirosis cases compared to healthy subject controls.
Leptospirosis patients had high levels of sE-selectin and sSICAM-1, but these parameters were
not assessed as prognosis markers for leptospirosis [15]. However, in Liborio et al.’s study,
the significant elevation of SICAM-1 and glycocalix in leptospirosis patients was correlated to
renal damage and possibly as a consequence of endothelial damage rather than the activation
status according to the authors [14]. Moreover, Goeijenbier et al. observed that Von
Willebrand factor and soluble E-selectin plasma levels were elevated within the 14 days
period following initial symptoms of leptospirosis in humans [16]. Soluble E-selectin levels
were correlated to mortality, even though not linked to bleeding. Surprisingly, these authors
experienced in vitro that Leptospira-treated human umbilical vein endothelial cells
(HUVEC:) did not express increased levels of sE-selectin and sSICAM-1, although data were
not shown. In vivo and in the context of a vascular inflammation, the process of shedding may
likely be mobilized by activated immune cells to cleave the CAMs expressed by endothelial
cells. Sheddases are cell-derived enzymes that cleave extracellular portions of the endothelial
CAMs. The expression and plausible roles of specific sheddases in leptospirosis are unknown

and experiments along these lines are now highly warranted.
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Our results largely corroborate with previously published data [14-16]. We
demonstrated that sE-selectin and sICAM-1 levels were increased during non-severe and
severe forms of human leptospirosis. We did not find a correlation between the levels of sE-
selectin and global clinical disease severity (multiple organ failure or death) in contrast to the
data reported in the Indonesian’s cohort [16]. Of note, the Indonesian’s study included 14/52
fatal cases compared to one death in our cohort and they did not assess other severity factors
and therefore comparison between both studies is not possible. Of note, high sE-selectin
levels have also been linked to severe outcome in other sepsis studies [13,26]. A new element
described in our study is the normalization of sE-selectin levels within 1 month after initial
assessment. At that time patients had probably recovered from the main tissue injuries as well
as from the systemic inflammatory response. Therefore, our patients can be considered as
their own control to demonstrate that the process of shedding to modulate the expression and

possibly the function of endothelial CAM is contemporary to leptospiral infectious process.

The increase level of SICAM-1 is consistent with previous results of the Thai patients
[15] and of a study performed on 46 patients during a leptospirosis outbreak in Brazil [14].
Our results indicated values 3 times superior to the two previous studies. These studies
reported a 2-fold increase over control and compared to a 6-fold increase in our work. The
discrepancies are possibly depending on several factors such as differences in measurement
techniques, the disease severity or the bacterial strain. Liborio et al. demonstrated a positive
and independent association between sSICAM-1 and acute kidney injury defined by KDIGO
criteria. We did not observe this association when we used renal replacement therapy and the
definition of acute renal failure according to RIFLE criteria and which are commonly used to
define critical kidney illnesses [17]. The only association that we found for SICAM-1 in our

cohort was the need for oxygen. This could be linked to the activation status of pulmonary
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endothelial cells as observed in the autopsy analysis carried out by Del Carlo Bernardi and

colleagues [12].

To our knowledge, soluble P-selectin levels had never been explored in leptospirosis prior
to our study. Counterintuitively, levels of this CAM were decreased. Moreover several
patients had below detectable levels of sP-selectin in their plasma. sP-selectin is usually up-
regulated in plasma of septic patients [13,27]. The degree to which sP-selectin in plasma is
derived from platelets or endothelial cells is difficult to address. Indeed, other cells of the
vascular bed could release soluble CAMs: platelets are abundant sources of membrane and
soluble forms of P-selectin as well as PECAM-1. Leukocytes (monocytes, neutrophils,
lymphocytes) are known to express high levels of ICAM-3 and to a lesser extent PECAM-1.
Hence, the interpretation of our results may be more complex taking into account the
contribution of several cell types releasing soluble forms of the CAM. Interestingly, we found
a correlation between the levels of sP-selectin and platelets indicating a plausible role for
shedding of P-selectin from platelets. Moreover low sP-selectins levels were associated with
high bilirubinemia and muscle enzymes (CPK) increases. As major thrombocytopenia is a
hallmark of severe acute leptospirosis [28,29], the low levels of sP-selectin observed here are
possibly a consequence of platelet decrease. Data from Hantavirus infection, a viral
hemorrhagic fever with profound thrombocytopenia, revealed a positive correlation between

platelet cell counts and sP-selectin levels, paralleling our results [30].

As stated above, the measurement of the levels of soluble CAMs does not allow
distinguishing whether this is due to either endothelial cell activation or other causes such as
cell damage or cell death. Moreover, these SCAMs may also be derived from activated
platelets. In leptospirosis, we could also speculate that active shedding may be due to

leptospiral proteases as described [31,32]. Studies of other endothelial activation markers in
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the setting of leptospirosis, such as angiopoietin and dimethylarginin, should be important to

address the link with pathogenesis [33].

In conclusion, our study provides new data regarding the monitoring of six major
soluble adhesion molecules that may be important to explain the pathophysiological
mechanisms of leptospirosis. We did not find a strong correlation between the levels of these
soluble CAMs and the canonical cellular and molecular biomarkers of clinical disease
severity. The main changes in molecule levels were observed for CAMs specific of
endothelial cells such as soluble E-selectin and ICAM-1. If the changes are not specifically
associated to global clinical disease severity, they clearly indicate an important role of the
endothelium during the infectious process. CAMs derived from platelets and the capacity of
Leptospira to control platelet’s functions may also be involved in pathogenesis of

leptospirosis and should be addressed in further studies.
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4- Résultats principaux

Nos résultats montrent une élévation marquée des fractions solubles d’E-sélectine et
ICAM-1, tandis que P-sélectine est abaissée. Ces données sur E-sélectine et ICAM-1
confortent les résultats produits antérieurement sur un modele similaire mais avec des
échantillons plus conséquents (Goeijenbier et al. 2015; Paris et al. 2008; Libdrio et al. 2015).
La donnée sur P-sélectine est nouvelle dans le cas de figure de la leptospirose et assez
étonnante lorsqu’on part du principe général que ces molécules d’adhésion sont plus

exprimées et plus clivées en phase inflammatoire.

144



DISCUSSION

Mon travail de these apporte des informations nouvelles sur la réponse immunitaire innée

lors de la leptospirose humaine en phase aigiie. Les principaux résultats sont :

-une baisse des LTyd lors de la phase précoce de 1’infection, baisse associée a une charge

bactérienne plus €levée et des atteintes hépatiques et musculaires plus intenses.

-une augmentation du taux de neutrophiles sanguins contrastant avec un phénotype
proche des cellules PNN quiescentes des sujets controles pour les récepteurs membranaires

impliqués dans I’activation et 1 recrutement tissulaire via les cellules endothéliales.

-une élévation différentielle des formes solubles des molécules impliquées dans les
fonctions de recrutement immunitaire par les cellules endothéliales. Les taux des formes
solubles d’E-sélectine (sP-sélectine) et de SICAM-1 sont plus élevés alors que le niveau de
sP-sélectine est abaissé a la phase aigué avant de revenir a des taux identiques aux controles 1

mois apres I’infection.

Chacun de ces résultats est discuté spécifiquement avant une discussion plus générale ol
nous pourrons mettre en avant les apports globaux de notre travail, ainsi que les limites et

avantages de notre modele d’étude.

Discussions spécifiques de chaque article

1- Taux des lymphocytes Tyd

Notre travail est le premier a analyser de maniere systématique le taux de LTyd lors de la
leptospirose. Contrairement aux données de la littérature, nous n’avons pas retrouvé

d’élévation du taux sanguin de LTyd en phase aigiie de la maladie. Au contraire, ce taux
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apparaissait bas, d’autant plus bas que la charge bactérienne était élevée dans le sang. Cette

baisse est associée a une cytolyse hépatique et une rhabdomyolyse plus franches.

Il ne s’agit que d’une étude observationnelle et il n’est donc pas possible de tirer des
conclusions claires sur le role des LTydo mais certains éléments peuvent néanmoins étre

discutés.

Le principal résultat tient au fait que le taux de LTyd circulants n’est pas élevé en phase
aigué de la leptospirose dans le contexte réunionnais d’un €chantillon de 12 personnes. Les
constatations antérieures d’élévation des LTyo tiennent peut-€tre a des spécificités propres
aux souches bactériennes dans d’autres parties du globe. Néanmoins a notre avis 1’élévation

des LTyd n’est pas une caractéristique fréquente lors de la leptospirose.

De maniere inattendue nous trouvons une baisse des LTyd. Nous formulons différentes

hypotheses qui pourraient expliquer cette baisse :

-Une chute du taux des s LTyd circulants pourrait s’expliquer par un mécanisme majeur
de recrutement au sein des tissus infectés pour y exercer une défense anti-infectieuse tout en
contribuant a des atteintes tissulaires. La baisse du taux des LTyd circulants constatée dans
notre étude se fait en parallele d’une majoration des signes de souffrance hépatique et ce qui
pourrait donc corroborer notre hypothese (infiltration hépatique). Ceci n’est pas vérifiable en
I’absence de biopsie hépatique. De plus I’élévation des marqueurs de souffrance hépatiques
est un possible facteur confondant avec la gravité globale qui peut en elle-méme perturber

I’homéostasie des LTyo.

-les LTyo sont détruits par apoptose ou nécrose. Il a été démontré que lors des chocs
septiques il existe une mort cellulaire accrue des lymphocytes (R S Hotchkiss et al. 2001;
Richard S. Hotchkiss et Nicholson 2006). Notre série de cas et celles décrites par d’autres
auteurs indiquent une lymphopénie globale fréquente lors de la leptospirose (De Silva et al.
2014) et dont le mécanisme reste a préciser. Néanmoins cette lymphopénie était plus marquée
pour des taux de bactéries plus forts, ce qui peut faire avancer I’hypothese d’une toxicité

directe ou indirecte des pathogenes sur les lymphocytes.

En ce qui concerne les limites de ce travail, on peut avancer le faible effectif et I’absence
de réévaluation a distance de I’infection afin de rechercher une élévation tardive des LTyd.

Bien que non montré ici et non disponibles a I’époque de la publication, j’ai depuis poursuivi
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des études phénotypiques sur une quinzaine d’autres cas de leptospirose en y associant une
évaluation a 1 mois de la sortie d’hospitalisation. Je n’ai pas retrouvé d’augmentation des

LTyd pour ces deux temps de mesure.

2- Phénotype des polynucléaires neutrophiles :

Mon étude rapporte pour la premicre fois des données ex vivo sur les molécules
impliquées dans le processus de recrutement des PNN circulants lors de la leptospirose
humaine. Ces données descriptives indiquent un phénotype des PNN pour le moins
inattendu avec un marqueur exprimé plus faiblement, le CD15 — qui participe a I’étape
de roulement, alors que les autres sont exprimés a des taux comparables aux controles

non infectés alors qu’une élévation était attendue.

Cette étude a plusieurs limites, dont certaines sont inhérentes a ce modele d’étude qui est

restreint en termes de possibilités chez 1’étre humain :

-un effectif limité, mais suffisant pour mettre en évidence des différences significatives

entre contrdles et cas de leptospirose

-une exploration partielle des ligands et récepteurs impliqués dans le processus de
recrutement, avec un choix nécessaire qui a porté sur des molécules que nous considérions

comme majeures

-une évaluation a un temps T de I'infection qui correspond possiblement a des moments

plus ou moins avancés dans la phase de bactériémie selon les patients.

-la réalisation d’une « photographie » des PNN circulants alors que leur statut est
susceptible d’évoluer au contact de I’endothélium lors de leur attachement. Néanmoins la
capacité a visualiser cette interaction in vivo chez 1’étre humain nous semble treés difficile en
dehors de réalisation de biopsies mais qui n’ont quasiment plus cours pour les soins courants

de cette infection.

-une comparaison a des controles sains uniquement, et pas d’infections d’autre nature.

Certains résultats attendus «normalement » sont extrapolés a partir des données de la
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littérature pour les infections et sepsis, en particulier a bacilles 2 Gram négatif, mais n’ont pas

été expérimentés ici.

Au-dela de ces limites, notre étude apporte tout de méme certaines informations nouvelles
et utiles pour mieux appréhender les mécanismes physiopathologiques de 1’infection. Le fait
que les informations soient tirées au plus pres du modele vivant et chez ’homme a son
importance. Comme détaillé dans divers aspects de la réponse immunitaire mis en ceuvre lors
de la leptospirose, les modeles d’étude ont un certain nombre de limitations qui ne permettent
pas toujours d’extrapoler les résultats des hdtes non humains (cf. par exemple « modeles
d’étude » page 47). Ceci tient en grande partie aux différences inhérentes aux systemes
immunitaires propres a chaque hote et en particulier aux mécanismes de reconnaissance des
PAMP par le systtme immunitaire inné. Cet élément a encore été illustré récemment par une
étude sur les PNN chez les bovins ou Leptospira semblent treés adaptés a 1’hote et capables de
persister de maniere chronique sans entrainer de signe majeur d’infection (Wilson-Welder et
al. 2016). Dans cette étude, 1’évaluation des PNN in vitro en présence de Leptospira indiquait
des réponses conservées mais moindres que celles induites par E. coli pour certaines grandes
fonctions des PNN : formation de NET, production de ROS et capacité a tuer la bactérie. Les
données que nous apportons ici sont certes limitées mais originales dans le contexte de

I’infection humaine, fait important a souligner.

Quelques éléments observés lors de notre travail méritent d’étre discutés :

-nos résultats confirment la forte augmentation des taux de PNN circulant constatée dans
d’autres études (Craig et al. 2013; De Silva et al. 2014; Craig et al. 2009). Cette élévation est
classique dans les infections bactériennes systémiques et fait appel a un processus de
« granulopoiese de secours ». Ce processus permet de mobiliser rapidement les PNN
quiescents marginés dans le réseau vasculaire et ceux présents au sein de la moelle osseuse
afin d’engager leurs fonctions antibactériennes (Manz et Boettcher 2014). Les mécanismes
impliqués sont dépendant principalement du facteur de croissance granulocytaire G-CSF,
libéré par différents types cellulaires en cas d’activation via des voies TLR4 dépendantes. A
notre connaissance aucune étude n’a rapporté d’élévation du G-CSF en cas de leptospirose
humaine et nous ne pouvons que faire I’hypothese que le schéma classiquement décrit est

reproduit pour ce pathogene dont la reconnaissance par le TRL4 est bien décrite (cf.
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paragraphe 3.2-a, page 66). D’autres mécanismes sont possibles puisque différentes cytokines
et voies de signalisation sont redondantes pour assurer cette polynucléose en contexte de

danger (Manz et Boettcher 2014).

-les modifications des molécules étudiées pour le recrutement des PNN ne suivent pas le
schéma attendu pour les infections a bacilles a Gram négatif (Sabroe et al. 2002; Chishti et al.
2004; Russwurm et al. 2002) ou a Borrelia, autre agent de la famille des spirochetes (M.
Cinco et al. 2000). Au-dela de cette simple observation nous n’avons pas d’étude
mécanistique pour comprendre les mécanismes de reconnaissance du pathogene mis en ceuvre
et éventuellement déficients chez I’€tre humain. Etant donné la littérature abondante sur les
TLR et leur place prépondérante dans la reconnaissance de Leptospira, on peut formuler
I’hypothese que ces différences s’expliquent au moins en partie par la nature biochimique
spéciale du LPS de Leptospira. Des études analysant spécifiquement ces marqueurs
d’activation des PNN réalisés in vitro sur les PNN humains en présence de souches
bactériennes seraient utiles pour conforter nos résultats. Les voies de signalisation engagées
pourraient étre évaluées par des expériences avec anticorps bloquant les TLR, et aussi

I’emploi de PAMP majeurs de la bactérie tels le LPS et LipL.32.

-les résultats de notre étude, sous réserve d’une exploration tres partielle du processus de
migration/recrutement, suggerent que les PNN pourraient étre insuffisamment recrutés au sein
des tissus infectés. Cet élément indiquerait alors un nouvel argument pour étayer I’hypothese

d’une réponse immunitaire insuffisante chez I’&tre humain.

-Notre étude évalue les taux de TLR2 exprimés par les PNN circulants. A notre
connaissance il s’agit de la premiere observation de ce type chez 1’€tre humain tandis que les
TLR ont été étudiés de maniere étendue sur les modeles animaux, mais peu sur les PNN de
ces animaux spécifiquement. Notre travail montre une €élévation de ce TLR, considéré comme
I’un des deux principaux TLR impliqués dans la reconnaissance du LPS de Leptospira chez
I’humain avec TLR4 dans une moindre mesure. Le caractere observationnel de notre étude ne

permet pas de préjuger des facteurs impliqués dans cette élévation.

-Bien que I'IL-8 sérique ait été étudiée dans plusieurs séries de patients, il s’agit de la

premiere confrontant cette chimiokine et le taux de son principal récepteur, CD182. Dans
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notre travail les valeurs de 1’IL-8 étaient le plus souvent basses tandis que les taux de CD182

étaient identiques au controle.

Au-dela du processus de recrutement stricto sensu, quelques études ont montré que
Leptospira et une protéine des leptospires Mce avaient la capacité de fixer les intégrines LFA-
1 et CR3 (Marina Cinco et al. 2002; Cosate et al. 2016). Dans quel mesure cet attachement
entre Leptospira et les intégrines portées par les PNN, et monocytes entre autres, confere un

avantage a la bactérie en termes de dissémination n’est pas élucidé.

Bien siir nos travaux nécessiteraient des études complémentaires afin de mieux étayer ces
données et déterminer les mécanismes mis en jeu dans la relation entre Leptospira et
neutrophiles chez I’€tre humain. De plus le processus de recrutement est un processus
dynamique avec comme élément central I’interaction avec les cellules endothéliales, ce qui
n’était pas exploré dans cette étude. Dans le travail présenté dans le 3° article nous avons

voulu explorer indirectement les cellules endothéliales lors de la leptospirose humaine.

3- Marqueurs d’adhésion solubles issus des cellules

endothéliales

Notre travail ne portait pas uniquement sur les marqueurs solubles issus de cellules
endothéliales puisque d’autres types cellulaires peuvent exprimer les molécules évaluées dans
notre travail. Néanmoins le résultat principal porte sur ICAM-1 et E-sélectine, molécules

spécifiques des cellules endothéliales et c’est donc a ce sujet que ma discussion sera orientée.

La principale limite de ce travail tient au fait que 1’interprétation des taux des molécules
solubles retrouvées dans la circulation sanguine est complexe et sujette a controverse. En effet
le taux peut étre €levé pour trois principales raisons : activation des cellules endothéliales puis
clivage, clivage sans activation préalable, destruction cellulaire et relargage des formes

membranaires dans le sang (Zonneveld et al. 2014). Notre protocole d’étude ne permet pas de
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distinguer ces différentes possibilités. Néanmoins s’il s’agissait du dernier cas de figure, on
pourrait s’attendre a ce que tous les marqueurs aient des niveaux plus élevés. Les processus
ordonnés d’activation cellulaire avec expression nouvelle ou majorée des molécules
d’adhésion puis processus de clivages de ces molécules exprimées en surface sont des
processus actifs et indépendants. Le taux d’une molécule membranaire puis soluble semble
intuitivement corrélé a 1’état d’activation mais il n’existe pas toujours une relation directe

entre taux exprimés en surface et taux des fractions solubles (Zonneveld et al. 2014).

Une autre limite concerne la source des récepteurs solubles puisque certains sont portés
par divers types cellulaires. Il en est ainsi de sP-sélectine, SICAM-3 et SPECAM-1. Ceci vient
complexifier I’interprétation des résultats car ne permet pas de tirer des conclusions quant a la
source cellulaire de ces biomarqueurs. En ce qui concerne P-sélectine, elle est exprimée a la
fois par les plaquettes et les cellules endothéliales. La baisse retrouvée de la formes soluble
pourrait indiquer une baisse de la forme membranaire, et dans le cas de figure de la
leptospirose, a une baisse consécutive a la chute du taux de plaquettes puisque la
thrombopénie est fréquente et profonde. Néanmoins il ne s’agit que de supputations qui ne

peuvent étre étayées par notre schéma d’étude.

Concernant les résultats principaux, ils corroborent ceux des études antérieures qui
exploraient un nombre plus limité de marqueurs solubles de ce type. Ainsi sE-sélectine et
SICAM-1 apparaissent élevées dans plusieurs études sur la leptospirose, mais aussi dans de
nombreuses études de sepsis et chocs septiques d’étiologies diverses comme listé dans une

revue (Zonneveld et al. 2014).

Dans notre étude nous n’avons pas retrouvé de corrélation statistiquement significative
entre les taux des récepteurs sous formes solubles et la sévérité de la maladie. Ceci contraste
avec 2 études qui avaient retrouvé un tel lien lors de la leptospirose : soit avec la mortalité
pour sE-sélectine (Goeijenbier et al. 2015), soit avec I’atteinte rénale pour SICAM-1 (Lib6rio
et al. 2015). Dans notre étude nous n’avions pas de lien entre le taux des molécules analysées
et la sévérité globale ou encore les atteintes d’organe. Il faut préciser que les études ayant
montré ces associations avaient été réalisées sur de plus grands effectifs. De plus la sévérité
était parfois définie sur la mortalité, tandis que nous avons choisi un criteére composite

incluant les défaillances d’organe jugées graves. Par ailleurs, étant donné notre petit effectif, il
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n’y avait qu'un seul déces. Cette définition différente rend plus complexe les comparaisons
d’une étude a ’autre et renvoie a un probleme récurrent dans I’étude de la leptospirose : la
définition de la sévérit€. A I’heure ou I'OMS et le LERG ont entrepris d’améliorer la
connaissance de la maladie et sa prise en charge il serait opportun d’obtenir un consensus

international de la définition de la sévérité dans cette maladie.

De notre point de vue, les marqueurs étudiés dans notre étude ne sont pas de bons
candidats comme marqueurs du pronostic. En effet le peu d’études issues de la leptospirose et
les nombreuses études du sepsis en général sont en faveur d’une augmentation réguliere de
nombre de ces marqueurs mais pas suffisamment sensible et spécifique pour en faire des
marqueurs pour le soin courant. Ils nous apparaissent plus comme des éléments utiles a

I’amélioration de la compréhension de la maladie.

Des études complémentaires analysant d’autres marqueurs d’activation/mort cellulaire
des cellules endothéliales seraient intéressantes pour avoir plus de documentation de
I’activation de ces cellules lors de la leptospirose humaine. De méme des compléments
d’études in vitro de culture de cellules endothéliales en présence de Leptospira avec une
analyse conjointe des marqueurs a la fois membranaires et solubles a différents temps
d’incubation pourraient améliorer notre compréhension des phénomenes mis en ceuvre. Les
Leptospira disposant de diverses protéases il serait utile d’évaluer si elles ont un impact sur le
processus de clivage membranaire, habituellement médié par des enzymes de 1’héte. En effet,
le clivage des molécules membranaires induit I’apparition de molécules solubles qui ont une
fonction de leurre car elles fixent les ligands des cellules immunitaires circulantes pour limiter
leur recrutement. Il serait intéressant d’explorer 1’hypothése d’un autre mécanisme
d’échappement de Leptospira : le clivage des récepteurs membranaires avec induction de

molécules solubles antagonistes du phénomene de recrutement tissulaire.

Discussion : éléments de réflexion générale

152



1- Points forts:

Plusieurs points forts de mes travaux méritent d’étre soulignés :

- Notre modele d’étude avec 1’évaluation ex vivo quantitative et qualitative (phénotype)
des cellules immunitaires circulantes, permet d’obtenir des informations au plus pres de la

réalité de 1’infection in vivo chez 1’étre humain.

-Les patients infectés de nos cohortes sont représentatifs de la maladie en ce qui concerne
les présentations cliniques et complications de la maladie : type de symptdmes, complications
viscérales telles que les atteintes rénales et hépatiques. En effet les principales présentations
retrouvées étaient la fievre, les myalgies pour les symptomes initiaux et pour la phase d’état
nous notions dans preés de deux tiers des cas : une atteinte hépatique (cytolyse ou ictere), une
insuffisance rénale avec élévation de la créatinine > 150 pmol/l ou encore une thrombopénie
<100 G/I. Les atteintes pulmonaires de type hémorragie alvéolaire étaient retrouvées dans 15
a 30% des cas sur les 3 cohortes différentes correspondant a chaque étude. Sur les 48 patients
étudiés au total, 2 sont décédés, soit une mortalité de pres de 4%. Ces chiffres de morbi-
mortalité sont en accord avec ceux des grandes séries cliniques de la Réunion (Paganin et al.
2007; Pertuiset et al. 1988; Frédéric Pages et al. 2014) et les données plus générales de par le
monde (P. N. Levett 2001; Costa et al. 2015). De fait, la population d’étude apparait comme

représentative des cas de leptospirose de par le monde.

- De telles données sont rares et apportent des informations utiles. A notre connaissance
peu d’études ont exploré le rdle des cellules immunitaires de cette facon lors de la
leptospirose. On peut citer le travail ancien de Yamashiro-Kanashiro et al. dans les années 90
qui se limitait a distinguer les taux de LT CD4+ et CD8+, ainsi que 1’étude plus récente de
Lindow et al. ou les auteurs cherchaient a confirmer sur 13 patients des résultats obtenus avec

des analyses de génomique (Yamashiro-Kanashiro et al. 1991; Lindow et al. 2016).

- Pour chaque étude nous avons réalisé des recueils de données chez les patients afin de
confronter les données immunologiques aux autres éléments de la maladie : présentation
clinique, atteintes d’organe, sévérité, charge bactérienne. Cet aspect transversal permet de
mettre en perspective les informations issues du systeéme immunitaire inné avec divers aspects

de la maladie.
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2- Limites du modele d’étude :

Bien sur nos résultats doivent étre intégrés avec précaution au champ des données de la

physiopathologie de I’infection, certaines limites étant associées a ces expériences :

-d’une maniere globale pour chacune des cohortes décrites dans les trois articles, le
nombre de sujets peut €tre considéré comme faible. Néanmoins ce petit nombre peut étre
suffisant pour mettre en évidence des différences significatives dans le cadre d’études
exploratoires. Il en est ainsi des travaux de (Lindow et al. 2016) réalisés sur 16 patients avec
une démarche scientifique complémentaire poursuivie sur d’autres patients et un modele

animal.

-le point de référence de nos cohortes était constitué de groupes contrdles sains. Ces
sujets sains étaient sélectionnés pour étre indemne de pathologie, et appariés pour 1’age et le
sexe avec nos cas. Ce contrdle peut étre considéré comme insuffisant et pas assez pertinent. Il
serait aussi intéressant de développer des expériences avec un autre groupe contrle constitué
de sujets en phase bactériémique d’infections différentes de la leptospirose, et en particulier
infections a bacilles a Gram négatif. Ce groupe de bactéries est en effet a la fois proche et
différent de Leptospira en termes de constitution, donc de PAMP et de 1’adressage de la

réponse immunitaire.

-notre étude est observationnelle et se limite aux phénotypes et quantifications des acteurs
cellulaires et moléculaires. Elle ne peut donc pas donner d’indications sur les fonctionnalités
des cellules et molécules étudiées, ni les mécanismes régissant les interactions entre ces
acteurs. A ce stade nous ne pouvons que faire des hypotheses basées sur les fonctions des
éléments étudiés. Des études complémentaires réalisées éventuellement in vitro seraient utiles
pour mieux décortiquer la mécanistique mise en jeu. On peut ainsi imaginer incuber des PNN
en présence de Leptospira pathogenes ou non, et observer la modification des récepteurs de
surface tels que ceux étudiés dans notre étude (CD15, CD11b, TLR2), en complétant par des

analyses de neutralisation de TLR et autres PRR, et en analysant les fonctions des PNN.

- L’évaluation qui est faite est réalisée sur les cellules circulantes. Les processus
d’activation et de recrutement sont des processus dynamiques, évolutifs. La « photographie »
que nous prenons avec nos analyses ex vivo donne une information sur ce moment et ne

présage pas des modifications a venir sur les parametres explorées. Notamment nous ne
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savons pas quel est le phénotype réel et la quantité de cellules (IyB, PNN) recru€s au sein

des tissus des patients.

-une autre limite de la cytométrie est la discordance entre le taux de marqueurs réellement
exprimés in vivo et celui évalué expérimentalement. Des écarts sont possibles entre les deux
pour diverses raisons : les anticorps utilisés en cytométrie sont de mauvaise qualité, la cible
antigénique est modifiée et la liaison antigene testé/anticorps employé se fait a moindre
affinit¢ en cas d’épitope masqué ou altéré lors de I'infection, ou des conditions pré-
analytiques (transport, méthode de marquage). De plus, 1’étude des formes
intracytoplasmiques de molécules étudiées serait utile pour mieux apprécier 1’expression
cellulaire globale de ces marqueurs. Afin de conforter nos résultats il serait intéressant de les
confronter a une évaluation par une autre technique : syntheése de ces marqueurs évaluée
d’apres leur ARN messager (RT-PCR), expression cellulaire globale d’apres la méthode semi-

quantitative des taux de protéines en immuno-empreinte.

-Nos travaux ont été réalisés uniquement sur des cohortes de patients de la Réunion ou les
souches infectantes chez I’homme sont L. interrogans et L. borgpetersenii selon la
classification en génomo-especes (Guernier et al. 2016). Les variations génomiques d’une
espece a I’autre peuvent modifier les facteurs de virulence, la composition des antigénes de
surface majeurs (LPS, Omp) et donc potentiellement induire une réaction immune différente
selon la souche infectante. Il serait intéressant de pouvoir réaliser les travaux futurs sur a
partir de patients infectés par d’autres souches, comme les patients de Mayotte pour qui L.

mayottensis est la souche prédominante et génétiquement éloignée des souches réunionnaises.

-Pour tenter d’évaluer une association entre les marqueurs étudiés et la gravité de la
maladie nous avons di choisir une définition en 1’absence de consensus international pour
définir un cas de leptospirose grave. En effet si la mortalité semble un critere évident de
gravité, beaucoup d’auteurs y associent les atteintes d’organe séveres ou le passage en service
de réanimation. Néanmoins il n’y a pas de définition standardisée des atteintes d’organe
graves ce qui amene beaucoup de questionnements, par exemple: quel taux de
créatinine retenir? Quelles caractéristiques de I’atteinte pulmonaire : recours a 1’oxygene, ou
la ventilation ? Inclusion de la thrombopénie et alors avec quel seuil ? Notre définition de la
sévérité ne pouvait faire appel uniquement a la mortalité puisque tres faible (<5%) et nous
nous sommes reposés sur les criteres de différentes études sur le sujet, avec une définition qui

s’est affinée au fur et a mesure des études mais restait globalement comparable. Cette
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difficulté illustre la nécessité d’un consensus international sur une définition précise de la
leptospirose grave. En effet a I’heure ou ’OMS et le LERG veulent améliorer la prise en
charge de cette maladie, disposer de telles définitions permettrait d’améliorer la qualité des

études internationales et les possibilités de comparaison.
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CONCLUSION et PERSPECTIVES

Nos travaux permettent d’apporter des informations nouvelles sur la physiopathologie de
I’infection chez 1’étre humain. Malgré certaines limites qui ne permettent pas d’avancer des
conclusions définitives, nos travaux indiquent certaines données intéressantes sur divers
acteurs de 'immunité innée impliqués dans les défenses antibactériennes comme montré en
figure de synthese (figure 15). Il en est ainsi de I’exploration des taux de lymphocytes Tyo et
des molécules d’activation/recrutement des neutrophiles circulants. Les lymphocytes Tyd sont
en faible nombre (partie 1 de la figure), et I’absence d’expansion de ce groupe de cellules au
sein du compartiment vasculaire va a I’encontre d’une implication forte des LTyd pour cette
maladie. Pour les neutrophiles nous avons mis en évidence un phénotype qui pourrait indiquer
un défaut de recrutement dans les tissus infectés, et une faible activation (partie 2). Les
résultats pour les molécules solubles montrent que les marqueurs élevés sont ceux des cellules
endothéliales et confortent le postulat d’un role pivot de I’endothélium dans la maladie. Prises
ensemble ces données laissent a penser que ces acteurs de I'immunité innée pourraient étre
insuffisamment engagés lors de la phase bactériémique de I’infection, tout au moins au sein

du compartiment vasculaire, malgré une activation endothéliale adaptée.
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Figure 15: schéma de synthése des résultats principaux de nos études
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Ces résultats mériteraient d’étre approfondis et complétés. A ce titre nous souhaitons
poursuivre des études sur le méme modele d’analyse des phénotypes des cellules
immunitaires circulantes en phase aigué de la maladie et a distance. Nos prochaines études
s’attacheront a déterminer 1’état d’activation des monocytes, des cellules NK et des
lymphocytes B dans la phase aigiie de la leptospirose. Nous avons une étude en cours sur la
persistance a long terme des anticorps dirigés contre Leptospira, étude Sero7lepto. Cette étude
permettra d’évaluer le maintien des anticorps spécifiques IgM et IgG a long terme. Compléter

ces données par des analyses de phénotypages des LB sera intéressant.

Une autre perspective est d’étudier la place des signaux de danger de type alarmines
(DAMP) qui peuvent étre impliqués dans la leptospirose. En effet, il apparait que différents
« dégats collatéraux » pourraient se produire lors de la dissémination bactérienne et la réponse
immune inadaptée puisque les deux peuvent générer de la mort cellulaire, en particulier par
apoptose. Les alarmines ont un role important pour signaler ces dommages collatéraux et
induire une réponse immunitaire visant a rétablir ’homéostasie (Yanai et al. 2009). Afin de
faire le lien avec des travaux antérieurs menés par des chercheurs de 1’équipe, nous
souhaiterions explorer des molécules telles que HMGB-1, ou encore les histones libérés par
apoptose et nécrose cellulaire comme décrit dans le choc septique (Raffray et al. 2015). Ces
aspects ont été tres peu explorés en pathologie humaine alors qu’il y a beaucoup de travaux

sur I’induction d’apoptose in vitro et sur modeles animaux.

Afin d’augmenter nos effectifs de patients un projet de cohorte multicentrique (4 centres
hospitaliers de I’ile) est en cours de constitution, en partenariat avec le CHU, ’'UMR PIMIT
et le CIC (centre d’investigation clinique) de la Réunion. Cette cohorte sera constituée de
maniere prospective avec les patients en phase aigué de leptospirose, permettant un acces a
des échantillons biologiques en plus grande quantité puisque multicentrique. De plus, un suivi
a distance de I’infection est prévu ce qui assurera une réévaluation du statut immunitaire des
patients a distance. Des groupes contrdles seront également constitués, incluant des patients
infectés par des bactéries pyogenes classiques. Cette cohorte permettra donc de s’ affranchir de

2 des limites que nous avons détaillées pour notre modele d’étude.

Au-dela des patients atteints de leptospirose a la Réunion, nous souhaiterions pouvoir
élargir la population d’étude a Mayotte. Comme discuté précédemment, Mayotte a une
écologie particuliere pour les leptospires avec une espece spécifique qui est la principale

responsable des cas humains : L. mayottensis. Nous ne disposons pas a ce jour d’étude
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clinique pour définir si les manifestations cliniques de cette espece sont similaires ou
différentes de L. interrogans, principale espece infectante dans le monde. Pouvoir comparer
les manifestations cliniques mais aussi les éléments de la réponse immunitaire a cette espece a

ceux de L. interrogans serait un apport certain pour enrichir nos données.

En cas de données ex vivo intéressantes, les données nouvelles seraient complétées par
des études in vitro sur les cellules concernées. Ces expériences in vitro consisteront en la
réalisation d’incubation des cellules avec des souches de Leptospira issues d’isolats cliniques
ou des PAMP (LPS, Lipl32, Omp) afin d’obtenir des informations sur les mécanismes de
reconnaissance du pathogeéne par ces acteurs de I’'immunité. La mise en ceuvre du modele
animal sur le hamster est en cours d’élaboration au sein du laboratoire PIMIT au sein de la

plateforme du CYROI.
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