ELO
REPUBLIQUE en\ﬂ' A
FRANCAISE odlouse
o Université
Fogtermith de Toulouse

ANNEE 2021 THESE : 2021 — TOU 3 — 4100

ETUDE DE LA CAPACITE DES SOLS DE
NOUVELLE-CALEDONIE A PERMETTRE LA
SURVIE DES LEPTOSPIRES PATHOGENES

THESE
pour obtenir le titre de
DOCTEUR VETERINAIRE
DIPLOME D’ETAT

présentée et soutenue publiguement
devant I'Université Paul-Sabatier de Toulouse

par

CHAVOIX Chloé
Née le 05/03/1996 & PARIS (75)

Directeur de these : M. Stéphane BERTAGNOLI

JURY
PRESIDENT :
M. Christophe PASQUIER Professeur a I'Université Paul-Sabatier de TOULOUSE
ASSESSEURS :
M. Stéphane BERTAGNOLI Professeur a I'Ecole Nationale Vétérinaire de TOULOUSE

M. Timothée VERGNE Maitre de Conférences a I'Ecole Nationale Vétérinaire de TOULOUSE



LISTE RECAPITULATIVE DES ENSEIGNANTS

envc

Ministére de I'Agriculture et de I’Alimentation
ECOLE NATIONALE VETERINAIRE DE TOULOUSE

ecole
natiorole
vetérinaire
rououse

Liste des directeurs/assesseurs de thése de doctorat vétérinaire

Directeur : Professeur Pierre SANS

PROFESSEURS CLASSE
EXCEPTIONNELLE

M BERTAGNOLI Stéphane, Pathologie infectieuse

M BOUSQUET-MELOU Alain, Pharmacologie, thérapeutique

M. BRUGERE Hubert, Hygiene et industrie des aliments d'origine animale

Mme CHASTANT-MAILLARD Sylvie, Pathologie de la reproduction

M CONCORDET Didier, Mathématiques, statistiques, modélisation

M DELVERDIER Maxence, Anatomie pathologique

M. ENJALBERT Francis, Alimentation

Mme GAYRARD-TROY Véronique, Physiologie de la reproduction, endocrinologie
Mme HAGEN-PICARD Nicole, Pathologie de la reproduction

M. MEYER Gilles, Pathologie des ruminants

M.  SCHELCHER Francois, Pathologie médicale du bétail et des animaux de basse-cour
Mme TRUMEL Catherine, Biologie médicale animale et comparée

PROFESSEURS 1°¢
CLASSE

M.  BAILLY Jean-Denis, Hygiene et industrie des aliments

Mme BOURGES-ABELLA Nathalie, Histologie, anatomie pathologique
Mme CADIERGUES Marie-Christine, Dermatologie vétérinaire

M. DUCOS Alain, Zootechnie

M. FOUCRAS Gilles, Pathologie des ruminants

N. GUERIN Jean-Luc, Aviculture et pathologie aviaire

M.  JACQUIET Philippe, Parasitologie et maladies parasitaires

Mme LACROUX Caroline, Anatomie pathologique, animaux d’élevage
Mme LETRON-RAYMOND Isabelle, Anatomie pathologique

M. LEFEBVRE Hervé, Physiologie et thérapeutique

M. MAILLARD Renaud, Pathologie des ruminants

PROFESSEURS 2¢me
CLASSE

Mme BOULLIER Séverine, Immunologie générale et médicale

M.  CORBIERE Fabien, Pathologie des ruminants

Mme DIQUELOU Armelle, Pathologie médicale des équidés et des carnivores

M.  GUERRE Philippe, Pharmacie et toxicologie

Mme MEYNADIER Annabelle, Alimentation animale

M. MOGICATO Giovanni, Anatomie, imagerie médicale

Mme PAUL Mathilde, Epidémiologie, gestion de la santé des élevages avicoles

M. RABOISSON Didier, Médecine de population et économie de la santé animale



MAITRES DE CONFERENCES HORS
CLASSE

M. BERGONIER Dominique, Pathologie de la reproduction

Mme BIBBAL Delphine, Hygiéne et industrie des denrées alimentaires d'origine animale
Mme CAMUS Christelle, Biologie cellulaire et moléculaire

M.  JAEG Jean-Philippe, Pharmacie et toxicologie

M. LYAZRHI Faouzi, Statistiques biologiques et mathématiques

M.  MATHON Didier, Pathologie chirurgicale

Mme PALIERNE Sophie, Chirurgie des animaux de compagnie

Mme PRIYMENKO Nathalie, Alimentation

M.  VOLMER Romain, Microbiologie et infectiologie

MAITRES DE CONFERENCES CLASSE
NORMALE

M.  ASIMUS Erik, Pathologie chirurgicale

Mme BRET Lydie, Physique et chimie biologiques et médicales

Mme BOUHSIRA Emilie, Parasitologie, maladies parasitaires

M. CARTIAUX Benjamin, Anatomie, imagerie médicale

M.  CONCHOU Fabrice, Imagerie médicale

Mme DANIELS Héléne, Immunologie, bactériologie, pathologie infectieuse
Mme DAVID Laure, Hygiéne et industrie des aliments

M.  DIDIMO IMAZAKI Pedro, Hygiéne et industrie des aliments

M. DOUET Jean-Yves, Ophtalmologie vétérinaire et comparée

Mme FERRAN Aude, Physiologie

Mme GRANAT Fanny, Biologie médicale animale

Mme JOURDAN Géraldine, Anesthésie, analgésie

M. JOUSSERAND Nicolas, Médecine interne des animaux de compagnie
Mme LALLEMAND Elodie, Chirurgie des équidés

Mme LAVOUE Rachel, Médecine Interne

M. LE LOC’H Guillaume, Médecine zoologique et santé de la faune sauvage
M. LIENARD Emmanuel, Parasitologie et maladies parasitaires

Mme MEYNAUD-COLLARD Patricia, Pathologie chirurgicale

Mme MILA Hanna, Elevage des carnivores domestiques

M. NOUVEL Laurent, Pathologie de la reproduction

M.  VERGNE Timothée, Santé publique vétérinaire, maladies animales réglementées
Mme WARET-SZKUTA Agnes, Production et pathologie porcine

INGENIEURS DE
RECHERCHE

M AUMANN Marcel, Urgences, soins intensifs

M.  AUVRAY Frédéric, Santé digestive, pathogénie et commensalisme des entérobactéries
M.  CASSARD Hervé, Pathologie des ruminants

M CROVILLE Guillaume, Virologie et génomique cliniques

Mme DEBREUQUE Maud, Médecine interne des animaux de compagnie

Mme DIDIER Caroline, Anesthésie, analgésie

Mme DUPOUY GUIRAUTE Véronique, Innovations thérapeutiques et résistances
Mme GAILLARD Elodie, Urgences, soins intensifs

Mme GEFFRE Anne, Biologie médicale animale et comparée

Mme GRISEZ Christelle, Parasitologie et maladies parasitaires

Mme JEUNESSE Elisabeth, Bonnes pratiques de laboratoire

Mme PRESSANTI Charline, Dermatologie vétérinaire

M. RAMON PORTUGAL Félipe, Innovations thérapeutiques et résistances

M. REYNOLDS Brice, Médecine interne des animaux de compagnie

Mme ROUCH BUCK Pétra, Médecine préventive



REMERCIEMENTS

A Monsieur le Professeur Christophe Pasquier

Professeur des Universités,

Microbiologie, bactériologie et virologie,

Praticien hospitalier au CHU de Toulouse,

Qui nous fait I’honneur d’accepter la présidence de ce jury de theése.

Mes hommages respectueux.

A Monsieur le Professeur Stephane Bertagnoli

Professeur de virologie et pathologie infectieuse a I’Ecole Nationale Vétérinaire de
Toulouse,

Pour m’avoir fait ’honneur d’étre mon directeur de thése,

Pour votre dévouement et votre bienveillance,

Sincéres remerciements.

A Monsieur le Docteur Timothée Vergne

Maitre de conférences en santé publique vétérinaire et maladies animales réglementées a
I’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse,

Pour avoir accepté de prendre part a ce jury de thése,

Sincéres remerciements.

A Monsieur le Docteur Cyrille Goarant

Responsable de I’Unité de Recherche et d’Expertise sur la Leptospirose a I’Institut Pasteur
de Nouvelle-Calédonie,

Pour m’avoir accueillie au sein de 1’Institut Pasteur et m’avoir encadrée durant toute cette
étude,

Sincéres remerciements.

A Madame Marie-Estelle Soupé-Gilbert

Assistante ingénieure a I’Institut Pasteur de Nouvelle-Calédonie,

Pour m’avoir guidée et accompagnée durant cette étude et pour m’avoir enseigné les
techniques de laboratoire,

Sinceres remerciements.



A mes parents et a ma sceur,
Pour leur soutien sans faille et leurs nombreux conseils,

Ma sincére gratitude.

Merci eégalement & la Fondation Pierre Ledoux Jeunesse Internationale et a la Direction
Internationale de I’ Institut Pasteur pour m’avoir attribué une bourse qui m’a permis de réaliser

cette these.



Table des matieres

Liste récapitulative des eNSEIGNANTS ..........ccoeiiiiirieiiere e e 2
REMEICIEIMENTS ... .ttt ettt e st e s beese e et e e nbe e st e ebeenbeaneesreenee e 4
LiSte deS HTUSTIATIONS. ... ..oiiieiiiie et st re e b nbe s e e nneas 10
LiSte dES @DMEVIALIONS ......evveieie sttt ettt st re e eneeneas 12
L1 00 ¥ od o] o TSR OPURTRPRS 14
Premiere partie : synthése bibliographiqUe ...........ccooiiiiiiiiiice e 16
1-  Données générales sur la Nouvelle-Caledonie...........cooeeriiiiiiicieiisc e, 16
2- GENEralités SUr 1a 1ePLOSPITOSE. .....veveuiriereeieeie ettt 16
2.1- ASPECLS NISTOTTQUES ...ttt 16

2.2- BHOIOGIE ... 17

2.3- ClaSSITICALION. ....c.eiiiieciicieee ettt 18
2.3.1- Classification SErolOgIQUE.........ccveiueiieiiecie et 18

2.3.2- Classification gBNELIGUE ........ccveieeieiee et 19

A T o[ [=1 0 T[] [0 =SSOSR 21

2.5- PAtNOQENIE ... .eceeceie e 24

2.6- Symptomes chez PHOMME ...........ccooiiiiiiiiiic e 25

2.7- Détection et identification des IeptOSPIFES .......c.coveiueiieieeie e 28
2.7.1- Isolement, visualisation microscopique et CUltUre ..........ccccoveveeieiieiecce e, 28

2.7.2- DIagnOStiC SEIOIOGIGUE. ... .cviivieieeie ettt ettt 29

2.7.3- Détection d’antiZeNeS. .......ccoviiieiiiiiiiieiiiee e 29

2.7.4- DiagnOStiC MOIECUIAITE .........ccvveieeiice e 30
2.7.4.1- TEChNIQUE & PCR ..ot 30

2.7.4.2- Analyse de la température de fuSION ..........cccoeireieiinienece e 30

2.7.4.3- Autres techniques d’identifiCation ..........coccvvveriieninienieicceeseee s 31

2.7.5- Diagnostic dIffErentiel ..o 31

S T I - UL = =10 | TSR 33

e o =Y 1 T o PR 34
2.10- SUNVEITTANCE. ... .ottt e et e sneenne e 35

3-  La leptospirose en Nouvelle-Calédonie ...........cooeiiiiiiiiiiiiiee e 35
3.1- GENEralites et NISTOTIQUE ........eiveiviitiiiieiieie e 35

3.2- Sérogroupes et especes animales IMPIIQUEES..........coveeiieerieeie e 36

3.3- Leptospirose et climat tropiCal..........covoviiieiiiie i 36



4-  LeptoSpIrose et ENVIFONNEMENT .......coeiiiiiiiie ittt 37

4.1- Survie des leptospires dans 185 SOIS ..........coeiiiiiiiiiiiiccce e 38
4.2- Survie des leptospires dans 1eS €aUX AOUCES ...........cccvririiieieienenie e 39
Deuxiéme partie : résultats du travail personnel ... 40
T o]0 [ ]od o] o SRR UTORPRRTN 40
1- Matériel et MEtNOUES ......cveieiecece e 40
1.1- Récolte des échantillons de sols Sur le terrain ..........cccoveeiiienenenc e, 40
1.2- Tamisage et réhydratation des SOIS ........ccveiviieiieii e 43
1.3- Réalisation des microcosmes de sol et inoculation des leptospires...........ccccveueenee. 44
1.3.1- Pesées et réalisation des microcosmes de SOIS..........ccovvrerereneieniniseseeienns 44
1.3.2- Inoculation des microcosmes avec les [eptoSpIres..........ccvvveveeveviereeiieseenen, 45
1.3.3- Tests réalisés au cours des manipulations............cccccveveeieieeie e s e, 47
1.3.3.1- Réensemencement des leptoSpires MOIS.........ccevveveieeieeieeseesie e 47
1.3.3.2- Effet de la centrifugation et du lavage sur la survie des leptospires........... 48
1.3.3.3- Effet du décalage entre ’ajout du tampon de lyse et I’extraction............... 48
1.3.4- Suivi de I’éVapOration ..........couieiiiiiieiie e 49

1.4- Modification du design des microcosmes de sol apres les premiers résultats :

S0 (oo -SSR 49
1.4.1- Modification du nombre de time POINES.........ccceevveiieviciic i 49
1.4.2- Modification des conditions de préparation de I'inoculum ............ccccoeevrinennne 50

1.5- Extraction de I’ADN de leptospires des microcosmes de SOl .........cccoovvriiiieninenne. 51

1.6- Quantification de la quantité d’ADN par qPCR ........cccooveiiiiiiii e 52
1.6.1- gPCR lipL32 sur les microcosmes de sols iNOCUIES..........ccccoevvvviiivcecrieriennn, 52
1.6.2 - QPCR LipL32 sur 1eS SOIS NALITS........ceeiieiiiiiiiisicreeeee e 53
1.6.3- qPCR Ifb1 sur les échantillons dOULEUX .........ccceoveererieiiiiiieeee e, 53

1.7- Analyse de la composition physico-chimique des SOIS...........ccccvriiiiiniiinieeen, 54
1.7.1- Mesures du PH des SOIS.........coiiiiiiiiiieiee s 54
1.7.2- Mesures de la conductiVité des SOIS .........cccooiriiiiiiiiiiieee e 54
1.7.3- Mesure de fraction biodisponible et mobile des éléments du sol : extractions
CRIMIQUES TS METAUX ....veeeeieeie sttt bbb 55

1.7.3.1- Réaction au CaCl; : extraction de la fraction mobile.............cc.ccooovvviennn. 55
1.7.3.2- Réaction a ’EDTA : extraction de la fraction biodisponible ..................... 55
1.7.4- Mesures de la granulomeétrie des SOIS ..........ccoeiiiiiiiiicie e 56
1.7.5- Quantification des concentrations totales en éléments traces métalliques......... 56

1.8- ANAlYSES STALISTIGUES .....eveiieetiiie sttt enes 56



2 RASUILALS ..o ettt aa e 57

2.1- Pesees des tubes et EVapOration ..........ccoccoiiiereineneiee e 57

2.2- Résultats des tests réalisés au cours des manipulations.............cccccoverereiincienenenn 58

2.3- Détection de leptospires dans 1es SIS NAtITS ..........cccevviiiiiiiieieier e 59

2.4- Suivi de la survie des leptospires dans les microcosmes de sol par gPCR............... 59

2.4.1- Premiere SErie de MICIOCOSMES........cviieieieieriesiesresreeeeeeseeseesresressesresseeseeeenes 59

2.4.1.1- Suivi des |eptoSPIres VIVANTS ........ccccuiiierieriecie e 59

2.4.1.2- SUiVi des [eptOSPIreS MOITS .......ccieeriiiieiiecie e 61

2.4.2- Deuxieme et troisieme Séries de MICrOCOSIMES ........cccvrveeereerierieniesesiesieseseenes 62

2.4.2.1- Suivi des [eptoSPIreS VIVANTS ........cccuviieiieriicie e st 62

2.4.2.2- SUiVi des [eptOSPIreS MOITS ........cceeiieiieiieie e 64

2.5- Comparaison des résultats de survie des leptospires avec la composition des sols.. 64

2.5.1- Calcul d’une variable de survie des 1eptoSpires ........ccccevveeririiieerieiiecsee e 64

2.5.2- Corrélation entre la survie et les parametres physico-chimiques des sols......... 66

K R B ol U 11 (] o SO SUR TP PRPRPRURPRIN 69

(07]Tod 11151 L] FO USRS 76

BIDHOGIAPNIE ...t 77

AANINEXES ...ttt etttk et et e oAbt oo Rt R b et oAbt e ek b e e ek b e e Rt e e e bb e e e bn e e ennr e e nreee s 82
Annexe | : Nombre de cas humains de leptospirose par mois en 2020-2021 en Nouvelle-

(01 1-To 0] o1 1= TSP 82

Annexe Il : Récapitulatif des 39 points de prélévements : communes et types de sols....... 83

Annexe Il : Protocole ajusté d’extraction d’ADN des sols grace au kit DNeasy PowerSoil

[ 00 [T @ - Vo =T o SR TTOSORRRN 85
Annexe IV : Protocole d’extraction d’ADN en solution grace au kit QIAamp DNA Mini

[ 00 [T @ - Vo =T o SR TTOSORRRN 86

Annexe V : Rappel de la technique de qPCR Tagman ..........ccceevveveeiiiiiie i 87

Annexe VI : Rappel de la technique de gPCR SYBR Green.......c.cccccevvvevieiiieiie e 88

Annexe VII : Evolution de la concentration en leptospires vivants/microcosme dans les sols

en fonction du temps pour I’intégralité des 30 sols des séries 2 et 3 (protocole 2).............. 89

Annexe VI1II : Dosages physico-chimiques des 20 sols des séries 1 et 2 (pH, conductivité,
granulométrie et spectrométrie de fluorescence X).......ccocceveveiiiie e cicse e 90

Annexe IX : Mesures de la fraction biodisponible et mobile des éléments des 20 sols des

séries 1 et 2 — extractions chimiques des métaux grace a ’EDTA (tableau du haut) et au
CaCl2 (tableau dU DAS) ......eeviiieiiee e et 91

Annexe X : Triangle des textures obtenu suite aux mesures de granulométrie ................... 92



Annexe XI : Scripts utilisés pour réaliser 1’analyse statistique des données de survie des
MICIOCOSIMES A8 SOI ...ttt bbbt 93

Annexe XII : Analyse en Composantes Principales (ACP) pour les extractions chimiques
des ¢éléments a 1I’aide de ’EDTA, du CaCl; et pour les concentrations totales en éléments
traces métalliques (Spectrométrie de flUOresCeNCe X) .....cccovvevviiiiieii i 94

Annexe XIII : Statistiques descriptives de chaque parametre Mesure ..........cccoccevverveevennnnn 97

Annexe X1V — Matrices de corrélation entre la survie et 1’intégralité des parametres
physico-chimiques mesurés pour la premiére série de microcosmes (premiere figure) et
pour la deuxiéme série de microcosmes (deuxieme figure) ........ccccoccvvvvevveresieseesesie e, 102



LISTE DES ILLUSTRATIONS

FIQUIE 1 LePLOSPITA SPP. cveeveerieiieeiteeiesieesteseesteesteeseestee e sseessaessesseesseeseaseessaesseaneessaenseaneessens 17
Figure 2 : Arbre phylogénétique des 64 especes de 1eptoSPIreS.........ccovvrereierereiesieseneeennes 21
Figure 3 : Cycle d'infection de 12 IeptOSPIFOSE .......ccvveiveeiieiie e 23

Figure 4 : Coupes histologiques d’organes de cobaye infecté par L. interrogans sérovar lai.25

Figure 5 : Pics et température de fusion (Tm) du géne codant la sous-unité ribosomale 16S de
souches représentatives provenant de 23 espéces de leptospires décrites...........coovvvrerrnennen. 31

Figure 6 : Mécanismes hypothétiques de la survie des leptospires pathogénes et de leur
dispersion dans [’environnement apres de fortes PIUIEs .............ccccoouveiieiiiieiiiiiiicnie e 38

Figure 7 : Carte de prélevement des 39 échantillons de sols a l’échelle de la Grande Terre de

NOUVEHE-CAIEUONIE ......euiieiiiieiieieie ettt bbb bbbt e 41
Figure 8 : Photographies des prélevements de terrain du point VLP 55 ..........ccccoovieiiiiennn, 42
Figure 9 : Dispositifs de réhydratation des SOIS .........cccuecviieiicii i 43

Figure 10 : Schéma récapitulatif des 14 tubes de microcosmes réalisés pour chaque point
[©] T o] (o) (ool o] L=t OSSPSR 45

Figure 11 : Méthode de comptage des leptospires sur cellule de Petroff-Hausser ................. 46

Figure 12 : Schéma récapitulatif des 16 tubes de microcosmes réalisés pour chaque point
GPS apres modification du design : protocole 2 ..........ccooveiiiieiieie s 50

Figure 13 : Evolution de la concentration en leptospires vivants/microcosme dans les sols en
fonction du temps pour la premiere série (Protocole 1).........cccevvvieieeieiiie i 60

Figure 14 : Evolution de la concentration d’ADN de leptospires morts/microcosme dans les
sols en fonction du temps Pour [a Premiere SErie.........coveieerieeie i 61

Figure 15 : Evolution de la concentration en leptospires vivants/microcosme dans les sols en
fonction du temps pour 15 sols représentatifs des séries 2 et 3 (protocole 2) .........ccccoveueenee. 63

Figure 16 : Temps (en jours) nécessaire pour atteindre 3% de la concentration initiale en
leptospires a JO pour les 39 sols et pour les leptospires MOrts.........ccceevevvevveveciccecce e, 65

Figure 17 : Matrices de corrélations comparant la survie des leptospires et les différents
parametres physico-ChimiQUES dES SOIS .......eoviiiiiiiiie e 67

10



Figure 18 : Résultats de I’ACP avec les variables pH, conductivité, humidité, granulométrie,
centrifugation ainsi que la fraction biodisponible des éléments du sol obtenue par extraction
R D I RSSO 68

Tableau 1 : Comparaison des différentes méthodes de détection et d’identification de la
=T o] 0] 01 0L SR SUUSPRSR 33

Tableau 2 : Récapitulatif des caractéristiques des 3 séries de sols prélevées..............c........ 51

Tableau 3 : Statistiques descriptives des pourcentages d’évaporation d’eau pour les séries 1 et
WA (= A oo TN T ot g = To =) SO PS 57

Tableau 4 : Pourcentage d’eau contenue dans chaque SOl...............ccccoceuviniiiiiiiiicnicninenn, 58

Tableau 5 : P-values significatives des corrélations entre la survie et les parametres physico-
chimiques des sols pour un intervalle de confiance @ 95%............cceovevvevereiere i, 67

11



LISTE DES ABREVIATIONS

ACP : Analyse en Composantes Principales
ADN : Acide désoxyribonucléique

AFM : Analyse Factorielle Multiple

ARNTr : Acide ribonucléique ribosomique
AVC : Accident Vasculaire Cérébral

CIVD : Coagulation intravasculaire
disséminée

DALYs : Disability-Adjusted Life Year, i.e.
nombre d’années perdues a cause de la mort
ou d’une invalidité par rapport a une
personne en bonne santé

DL1oo : Dose Létale pour tuer 100% des
individus

Eau PPI : Eau Pour Préparation Injectable
ECG : Electrocardiogramme

EDTA : Acide Ethyléne Diamine Tétra-
Acétique

ELISA : Enzyme Linked ImmunoSorbent
Assay, 1.e. dosage d’immunoabsorption par

enzyme liée

EMJH : Ellinghausen-McCullough modifié
par Johnson et Harris

ENSO : El Nifio Southern Oscillation, i.e.
El Nifio — Oscillation australe

Ig : Immunoglobulines
IAC : Institut Agronomique néo-Calédonien

IRD : Institut de Recherche pour le
Développement

Km : Kilométre

LPS : Lipopolysaccharides

mL : Millilitre
OMS : Organisation Mondiale de la Santé
PAL : Phosphatases alcalines

PCR : Polymerase Chain Reaction, i.e.
réaction de polymeérisation en chaine

ppm : Partie par million
gPCR : PCR quantitative en temps réel

RIA : Radio-Immuno Assay, i.e. dosage
radio-immunologique

RPM : Rotation Par Minute

SGNC : Service Géologique de la Nouvelle-
Calédonie

SpiRAL : Soil, Rainfall And Leptospirosis,
i.e. sols, pluie et leptospirose

STAFF : Sulfaméthoxazole, Triméthoprime,
Amphotéricine B, Fosfomycine et 5-Fluoro-
uracile

Ul : Unité Internationale
UNC : Université de Nouvelle-Calédonie

UREL : Unité de Recherche et d’Expertise
sur la Leptospirose

VIH : Virus de I’Immunodéficience
Humaine

WP : Work Package

Liste des éléments chimiques :
Al : Aluminum

As : Arsenic

Ba : Baryum

Ca : Calcium

Cd : Cadmium

Co : Cobalt

Cr : Chrome

12



MALDI-Tof : Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization Time-of-flight, i.e.
spectrométrie de masse couplant une source
d'ionisation laser assistée par une matrice et
un analyseur a temps de vol

MAT : Microscopic Agglutination Test, i.e.
test d’agglutination microscopique

ML : Micro-litre
pum : Micro-meétre
MM : Micro-molaire

mg : Milligramme

Cu : Cuivre
Fe: Fer
K : Potassium

Mg : Magnésium

Mn : Manganése
Ni : Nickel

P : Phosphore
Pb : Plomb

Rb : Rubidium
S : Soufre

Sb : Antimoine
Se : Sélénium
Si : Silicium
Sr : Strontium
Ti : Titane

V : Vanadium
Zn: Zinc

Zr . Zirconium

13



INTRODUCTION

La leptospirose est une maladie bactérienne zoonotique ubiquitaire, retrouvée sur toute la
surface du globe et endémique dans de nombreuses régions tropicales. Elle est causée par une

bactérie spirochéte appartenant au genre Leptospira.

Cette maladie touche de trés nombreuses especes animales ainsi que ’Homme. Les petits
mammifeéres, et en particulier les rongeurs, sont des porteurs asymptomatiques et réservoirs.
Les leptospires sont hébergés dans leurs reins, puis excrétés dans 1’environnement via les
urines. Ces bactéries ont la capacité de survivre jusqu’a plusieurs mois dans I’environnement.
La contamination se fait principalement par contact indirect avec des eaux ou des sols
contaminés, mais elle peut également se faire par contact direct avec les urines ou les tissus des

animaux infectés.

Chaque année, on recense prés d’un million de cas dans le monde et presque 60 000 déces
(Costaet al. 2015). L’incidence moyenne mondiale annuelle est de 0,4 — 0,9 /100 000 habitants,
et elle est 50 a 100 fois plus élevée dans les régions tropicales comme certaines collectivités
Francaises d’Outre-Mer, dont la Nouvelle-Calédonie. Les épidémies apparaissent généralement
vers la fin de la saison chaude, apreés les épisodes de fortes pluies (Levett 2001; « Leptospirose »
2015). Une étude a estimé qu’environ 2,9 millions de DALY (Disability-Adjusted Life Year,
c’est-a-dire le nombre d’années perdues a cause de la mort ou d’une invalidité par rapport a une
personne en bonne santé) sont perdues par an a cause de la leptospirose. Les hommes sont les
plus affectés, avec un nombre estimé de 2,33 millions de DALYS, soit 80% du fardeau
(Torgerson et al. 2015).

L’année 2021 est une année trés particuliére concernant la leptospirose en Nouvelle-
Calédonie. En effet, le Pacifique est soumis au phénomeéne climatique La Nifia, impliquant de
tres fortes pluies, qui remettent en suspension les leptospires dans les eaux (Weinberger et al.
2014). Le nombre de cas humains de leptospirose est cette année beaucoup plus élevé que la
moyenne. Au 23 ao(t 2021, on dénombrait 217 cas de leptospirose et 4 déces. En comparaison,
I’année 2020 s’est cloturée avec 69 cas et 4 déces (voir Annexe I : nombre de cas de leptospirose
par mois en 2020-2021) (« La leptospirose | Direction des Affaires Sanitaires et Sociales de

Nouvelle-Calédonie » s. d.).
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L’étude présentée en deuxieéme partie de la thése s’est focalisée sur les conditions de survie
des leptospires dans I’environnement de Nouvelle-Calédonie, en particulier dans les sols. Nous
nous sommes interrogés sur le lien entre les propriétés physico-chimiques des sols et la survie
des leptospires. Différents prélevements de sols ont été réalisés sur la Grande Terre, file
principale de 1’archipel, ce choix se justifiant par la quasi-absence de cas de leptospirose sur

I’1le des Pins et les iles Loyauté.

Cette étude a été réalisée au sein de I’'UREL (Unité de Recherche et d’Expertise sur la
Leptospirose) a I’ Institut Pasteur de Nouvelle-Calédonie, sous la supervision de Cyrille Goarant
et Roman Thibeaux. Elle trouve sa place au sein du projet de recherche SpiRAL (« Soils,
Rainfall and Leptospirosis » pour « Sols, pluie et leptospirose ») soutenu par un financement
de I’Agence Nationale de la Recherche. Ce projet de recherche s’organise autour de trois Work
Packages (WP). Le WP1 a pour but d’identifier les habitats naturels des leptospires, en
collectant des échantillons de terrain : 150 échantillons de sols et 80 biofilms. Le WP2 vise a
¢tudier 1’habitat, la survie ainsi que le mode de vie des leptospires, en particulier leurs
interactions avec les amibes. Cette étude s’est axée sur les WP1 et 2, en particulier sur les
prélévements de sols et I’étude de la survie des leptospires au sein de ces derniers. Enfin, le
WP3 a pour but de modéliser la remise en suspension des leptospires lors de fortes pluies et de

créer une modélisation spatiale du risque de leptospirose a 1’échelle de la Nouvelle-Calédonie.

15



PREMIERE PARTIE : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1- Données générales sur la Nouvelle-Calédonie

La Nouvelle-Calédonie est un archipel Francais situé¢ dans 1’océan Pacifique sud a 1210
km de la cOte est Australienne. Elle est composée d’une ile principale, la Grande Terre, faisant
400 km de long et une soixantaine de km de large, et de plusieurs Tles. Elle est découpée en
trois provinces: la province des lles Loyauté, la province Nord et la province Sud. La
population est d’environ 270 000 habitants d’aprés le dernier recensement de 2019. Prés des ¥
de la population se localise dans la province Sud qui inclut la capitale Nouméa (« ISEE -

Recensement » s. d.).

Le climat est de type maritime tropical, avec une saison chaude et humide allant de
novembre/décembre & mars/avril et une saison plus seche le reste de I’année (« Les climats en
outre-mer | Météo-France » s. d.). La Nouvelle-Calédonie est un territoire sous I’influence du
phénomene climatique El Nifio Southern Oscillation (ENSO), qui lie les océans et I’atmosphére
et contribue a la distribution spatiale des pluies et des vents dans les iles tropicales du Pacifique
(AGIER s. d.). El Nifio, une des phases du phénoméne ENSO, correspond a une anomalie
chaude des eaux de surface au centre de 1’océan Pacifique équatorial et survient irrégulierement,
tous les 2 a 7 ans. A cause des changements de pressions atmosphériques, les vents diminuent
et les eaux chaudes restent a ’est du pacifique, ce qui créé de fortes pluies a I’est (cotes du
Pérou) et une sécheresse a 1’ouest (Indonésie). La Nifa est le phénoméne inverse. Les vents
augmentent, les eaux sont plus froides a I’est du Pacifique et plus chaudes a I’ouest, ce qui
entraine beaucoup de pluies a I’ouest, notamment en Nouvelle-Calédonie (Keith Meldahl 2011 ;

« EI Nifio et La Nifia | Météo-France » s. d.).

2- Généralités sur la leptospirose
2.1- Aspects historiques

La premiére description de leptospirose ictérique avec déficience rénale a été attribuée au
médecin allemand Adolf Weil en 1886, a I’université¢ de Heidelberg. Un syndrome similaire
avait déja été décrit quelques années auparavant chez des égoutiers, mais également au sein des
rizieres en Chine. Le terme Japonais « Akiyami », autrement dit fievre d’automne, est encore
utilisé aujourd’hui. L’étiologie de la leptospirose a été démontrée indépendamment en

Allemagne et au Japon (Levett 2001).

16



Les leptospires pathogenes ont été observés pour la premiere fois par Stimson en 1907 sur
des tissus rénaux colorés a I’argent d’un patient rapporté mort de la fiévre jaune. La bactérie
observée a été nommeée Spirochaeta interrogans, son nom provenant de la ressemblance de son
extrémité avec un point d’interrogation. La premiére description valide des leptospires
saprophytes (i.e. non-pathogénes) a été faite en 1914 (Wolbach et Binger 1914) et celle des
leptospires pathogenes a été faite en 1916 (Inada et al. 1916).

Leptospira interrogans sérovar Icterohaemorrhagiae aurait été introduit en Europe de
1’Ouest au cours du XVIII®™ siécle en méme temps que 1’introduction du rat brun (Rattus
norvegicus) depuis 1I’Eurasie. C’est en 1917 que le rdle des rongeurs comme réservoirs

principaux des leptospires a été démontre (cité dans Levett 2001; 2015).

2.2- Biologie

La bactérie responsable de la leptospirose appartient a I’ordre des Spirochaetales et au
genre Leptospira. Elle est en forme de fine spirale et mesure 0,1 um de diametre et 6 a 20 um
de longueur (figure 1). En lien avec sa mobilité, ses extrémités peuvent prendre une forme de
crochet en forme de point d’interrogation. La mobilité est liée a la présence de deux
endoflagelles, conférant a la bactérie deux types de mouvements : translationnel et non

translationnel.

Figure 1 : Leptospira spp.

(a) : microscopie a fond noir, (b) : microscopie électronique
D’apreés Adler et de la Pefia Moctezuma 2010
Comme les autres spirochétes, les leptospires possedent une double membrane. La
membrane cytoplasmique et la paroi de peptidoglycanes sont fortement associées et sont

recouvertes d’une membrane externe.
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Ce sont des bacteries aérobies obligatoires avec un optimum de croissance entre 28°C et
30°C. Elles sont catalase + et oxydase +. Elles sont capables de se développer dans un milieu
riche en vitamines (notamment la B2 et la B12 qui sont des facteurs de croissance), en acides

gras a longues chaines et en sels d’ammonium (Levett 2001).

Le géenome des leptospires compte en moyenne 5 000 000 pb (paires de bases) et présente
un chromosome principal d’environ 4 400 000 pb et un autre chromosome d’environ 350 000
pb. Une vingtaine de plasmides ont été mis en évidence dans différentes souches (Y. Wang et
al. 2015). Plusieurs génes ont été identifiés, codant pour des ARNr (Acide Ribonucléique
Ribosomique), des protéines ribosomiales, une ARN polymérase ou encore des protéines de
réparation (Levett 2001). Cependant, de trés nombreuses protéines et en particulier des facteurs

de virulence sont encore aujourd’hui non-identifiés (Picardeau 2017).

2.3- Classification

Le genre Leptospira est défini par plusieurs critéres. Les leptospires sont mobiles et
présentent un crochet terminal a leur extrémité. Ce sont les seules bactéries spirochetes a
pouvoir pousser sur le milieu EMJH (Ellinghausen-McCullough modifié par Johnson et Harris).
Elles ont un métabolisme aérobie, contrairement aux autres bactéries de 1’ordre des spirochetes
(genre Borrelia microaérophile et genre Treponema le plus souvent anaérobie). Elles utilisent
des acides gras comme source de carbone et d’énergie. Enfin, elles incorporent des bases
puriques au lieu de bases pyrimidiques, ce qui leur confere une résistance au 5-fluoro-uracile,

qui est un analogue des bases pyrimidiques (Postic et al. 2000).

2.3.1- Classification sérologique

La classification sérologique repose sur le sérovar, qui est I’unité de base taxonomique de
I’espece Leptospira dans ce systéme taxonomique. Plus de 250 sérovars pathologiques et plus
de 60 sérovars saprophytes ont eté décrits (Postic et al. 2000). Au niveau de la membrane
externe de la bactérie, on retrouve des lipoprotéines et du LPS (Lipopolysaccharide), qui sont
fortement immunogénes et responsables de la spécificité des sérovars (Levett 2001). Si le
sérovar est I’'unité de base ayant une valeur taxonomique, les sérovars proches sont regroupés

par simplicité en sérogroupes, lesquels n’ont pas de valeur taxonomique. Cette classification
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sérologique est encore largement utilisée du fait de la prédominance du diagnostic sérologique.
Elle est complétée par une classification génotypique incluant les souches saprophytes et

virulentes et se basant sur des espéces génomiques.

2.3.2- Classification génétique

Historiquement, le genre Leptospira était divisé en deux especes selon leur milieu de vie :

- L. interrogans « sensu lato », contenant toutes les souches pathogénes pour I’Homme
et/ou I’animal.

- L. biflexa «sensu lato», contenant toutes les souches saprophytes isolées de

I’environnement et non pathogeénes pour I’homme ni pour I’animal (Levett 2001).

Ces deux especes peuvent s’identifier grace a des critéres phénotypiques. Elles peuvent
toutes les deux croitre en culture EMJH a 29°C. En revanche, seule 1’espéce L. biflexa peut
croitre a 13°C et en présence de 8-azaguanine. Les espéces historiques (L. interrogans et L.
biflexa) ont été conservées, initialement en se distinguant de 1’ancienne taxonomie grace au
suffixe « sensu stricto ». Trois sous-groupes ont alors été définis :

- Sous-groupe pathogene, regroupant toutes les especes capables d’infecter ’homme et
I’animal et causant la leptospirose.

- Sous-groupe intermédiaire, pouvant causer la maladie chez I’homme et I’animal mais
avec une virulence et des symptomes plus faibles.

- Sous-groupe saprophyte, regroupant les bactéries non-pathogenes présentes dans

I’environnement (Goarant 2016).

En 2019, une nouvelle classification du genre Leptospira a été proposée, divisant les
leptospires en deux clades :

- P pour « pathogénes », regroupant toutes les espéces responsables d’infections chez les
humains et animaux ainsi que les souches environnementales phylogénétiquement proches,
méme celles dont le statut de virulence n’a pas été prouvé.

- S pour « saprophytes », regroupant les espéces isolées dans I’environnement naturel et

non-responsables d’infections.
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Ces deux clades ont chacun été divisés en deux sous-clades :

- P1: regroupement de I’ancien groupe « pathogene ». Au sein de ce sous-clade, on
distingue quatre groupes :
- Groupe 1 : L. interrogans, Leptospira kirschneri et Leptospira noguchii.

- Groupe 2 : Leptospira santarosai, Leptospira borgpetersenii, Leptospira weilii,
Leptospira alexanderi et Leptospira. mayottensis.

- Groupe 3 : Leptospira alstonii.
- Groupe 4 : Leptospira kmetyi.
- P2 : regroupement de I’ancien groupe « intermédiaire ».

- S1: regroupement de I’ancien groupe « saprophyte ».

- S2: nouveau sous-clade incluant plusieurs nouvelles especes saprophytes, notamment
Leptospira idonii (Vincent et al. 2019).

Aujourd’hui, 64 espéces de leptospires ont été identifiées et validement décrites, mais la
taille du genre Leptospira ne cesse d’augmenter par la description réguliere de nouvelles

especes, appartenant aussi bien aux groupes saprophyte, intermédiaire et pathogéne (Vincent et
al. 2019) (figure 2).
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Figure 2 : Arbre phylogénétique des 64 espéces de leptospires
Les branches colorées correspondent aux quatre sous-clades : P1 (rouge), P2 (rose), S1 (vert), S2 (bleu). Les
ronds colorés correspondent aux 30 nouvelles especes décrites dans [’étude, chaque couleur correspondant au
lieu d’origine. Les ronds noirs correspondent aux espéces précédemment décrites et les ronds blancs

correspondent aux nouvelles attributions.
D’aprés Vincent et al. 2019.

2.4- Epidémiologie

La contamination d’un hote mammifére se fait soit de maniére directe par contact avec les
urines ou les organes d’un animal infecté, soit de maniere indirecte par contact avec des
environnements contaminés notamment via les sols et les eaux douces (figure 3). Les
transmissions interhumaines sont trés rares mais des transmissions sexuelles rares sont
possibles (Levett 2001; Goarant 2016). La leptospirose touche davantage les adultes que les
enfants, et elle est également plus sévere chez les adultes. Les raisons en sont cependant peu

connues (Guerrier et al. 2013).

Les hotes de maintenance sont des especes réservoirs qui permettent une circulation
enzootique du pathogéne. Les principaux hétes de maintenance sont les petits mammiferes et
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en particulier les rongeurs. On retrouve également les animaux de bétail, en particulier les
bovins et les porcs, mais également les animaux domestiques comme le chien (Guernier et al.
2018). De tres nombreuses espéces animales peuvent étre porteuses de leptospires. Elles
excretent les bactéries pathogenes dans leurs urines qui se retrouvent alors dans
I’environnement.

Les rats et souris sont souvent réservoirs des sérogroupes Icterohaemorrhagiae et Ballum.
Chez ces rongeurs, I’infection est systémique, puis les bactéries sont éliminées de la circulation
mais persistent dans les tubules rénaux ou elles forment des agrégats semblables a des biofilms.
Elles sont ensuite excrétées dans les urines a des concentrations tres élevées, pouvant aller
jusqu’a 107 bactéries/mL (Ko, Goarant, et Picardeau 2009). Parmi tous les mammiféres pouvant
étre atteints par la leptospirose, les rats excretent la plus grosse concentration de bactéries
(Goarant et al. 2019).

Les bovins hébergent la plupart du temps le sérogroupe Sejroe (notamment le sérovar
Hardjo), qui peut causer des mammites, des avortements mais peut aussi conduire a une forme
asymptomatique. lls peuvent également héberger les sérogroupes Pomona et Grippotyphosa
(Levett 2001). Chez ces grands mammiféres, la quantité de leptospires excrétés peut atteindre
jusqu’a 10° bactéries par jour, soit la plus grosse quantité de leptospires, a cause du large volume
d’urine produit (Goarant et al. 2015). Chez les porcs, on retrouve principalement Pomona,
Tarassovi et Australis ou Bratislava. Tout comme les bovins, les petits ruminants hébergent
surtout Sejroe et Pomona. Les chiens sont sensibles a de nombreuses souches, mais peuvent
également étre réservoirs de souches du sérogroupe Canicola. Ces derniers sont d’importants
réservoirs pour I’infection humaine dans certains pays tropicaux (Levett 2001). De plus, ils
jouent un r6le de vecteur en hébergeant des leptospires pathogenes contractés dans
I’environnement dans leurs reins, et qu’ils emmeénent au contact de ’'Homme et de leurs

congeneres via leurs urines contaminées (Goarant 2016).

L’homme est un hote accidentel dans le cycle car il n’excréte pas suffisamment de
leptospires pour étre considéré comme un réservoir. Les voies d’entrée principales du
pathogéne sont les coupures sur la peau et les conjonctives et muqueuses. La contamination
peut se faire par contact direct avec des urines ou aprés une immersion prolongée dans 1’eau,
par inhalation d’eau ou d’aérosols infectés et plus rarement par une morsure d’animal.

L’excrétion de la bactérie dans les urines peut persister plusieurs mois apreés guérison. Les sites
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de persistance des leptospires sont les tubules rénaux proximaux, assurant la dissémination des

bactéries mais aussi la chambre antérieure et ’humeur vitrée de Dceil.
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Figure 3 : Cycle d'infection de la leptospirose
Figure personnelle, réalisée d’aprés Ko, Goarant, et Picardeau 2009

L’infection de I’homme survient en contexte professionnel ou lors d’activités de loisir.
Certains professionnels sont plus a risque que d’autres, notamment tous ceux en contact avec
des animaux ou avec des sols et eaux risquant d’étre contaminés : véterinaires, travailleurs en
abattoir, égoutiers, ¢leveurs, mineurs, agriculteurs... Certaines activités de loisir sont aussi plus
a risque, notamment la baignade en eaux douces, le canoé, le rafting et la péche (Levett 2001;
Ko, Goarant, et Picardeau 2009 ; Goarant 2016). Le climat (en particulier les fortes pluies et
évenements extrémes qui peuvent entrainer des inondations) est un facteur de risque
environnemental. Enfin, certains styles de vie sont plus a risque, comme par exemple le fait de
se déplacer pieds nus a I’extérieur ou encore le fait de laver le linge dans les points d’eau douce

(Guernier et al. 2018).

Afin de prédire au mieux les épidemies de leptospirose, la modélisation du risque se base
sur les prévisions météorologiques et climatiques (phénomene ENSQO) mais également sur les
paramétres de la dynamique des rongeurs. La modélisation passe aussi par la réalisation de
cartes spatiales et temporelles de la distribution des leptospires (Goarant 2016). Une étude a

montré que la mesure des tempeératures des eaux de surface de 1’océan Pacifique (réalisée dans
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le cadre du suivi du phénomene EI Nifio) permet de prédire les épidémies quatre mois a I’avance
en Nouvelle-Calédonie, permettant ainsi aux autorités de santé publique de se préparer
(Weinberger et al. 2014).

La leptospirose n’est pas incluse dans la liste des maladies tropicales négligées de
I’OMS (Organisation Mondiale de la Santé), et il n’y a pas suffisamment de recherches ni de
ressources compte tenu de I’importance de la maladie. Elle reste donc une maladie largement

négligée a travers le monde (Goarant et al. 2019).

2.5- Pathogénie

Le pathogeéne pénétre dans I’organisme via une coupure sur la peau, les conjonctives, les
mugqueuses ou plus rarement par voie orale ou par morsure. La pénétration des leptospires dans
I’organisme ainsi que leur virulence sont facilitées par leur mobilité et leur morphologie. En
effet, la mobilité serait nécessaire a la virulence en favorisant 1’entrée du pathogene ainsi que
sa dissémination dans I’organisme (Ristow 2007, Fontana et al. 2016). Le pathogéne se disperse
ensuite dans le corps via la circulation sanguine. Les leptospires sont rarement observés au sein
des cellules de I’hote. IIs peuvent toutefois y entrer mais ce processus est mal connu. Les
bactéries vont ensuite se loger dans certains organes et colonisent en particulier les tubules
rénaux, le foie et les poumons. Les leptospires sont détectables dans le sang quelques minutes
aprés une inoculation expérimentale, et ils sont détectés dans les organes cibles & partir du 3°m
jour d’infection (Ko, Goarant, et Picardeau 2009). Dans les tubules rénaux, les leptospires
forment des agrégats qui ressemblent morphologiquement aux biofilms que les bactéries
forment dans 1’environnement. Cette particularité pourrait en partie expliquer la persistance de
la bactérie dans les reins malgré la mise en place d’un traitement antibiotique (Thibeaux et al.
2020).

En termes de 1ésions d’organes, la leptospirose entraine des vascularites, des dommages
endotheliaux dans les cas les plus séveres, des infiltrations inflammatoires, des hémorragies,
des pétéchies et une CIVD (Coagulation intravasculaire disséminée). L’histopathologie est
particuliérement marquée sur le foie, les reins, le coeur et les poumons (Levett 2001; Ko,

Goarant, et Picardeau 2009) (figure 4).
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Figure 4 : Coupes histologiques d’organes de cobaye infecté par L. interrogans sérovar lai.

A : reins présentant des Iésions typiques de la leptospirose : hémorragies diffuses du cortex, nécrose tubulaire et
infiltrats lymphoplasmocytaires (coloration hématoxyline éosine)
B : immunohistochimie avec des anticorps spécifiques dirigés contre la protéine Loa22 révélant des leptospires
(colorés en rouge) dans les canalicules biliaires

D’apreés Ristow 2007
Certains leptospires pathogenes produisent des toxines, comme par exemple le sérovar
Pomona qui produit une hémolysine et entraine une maladie hémolytique chez le bétail, le
sérovar Canicola qui produit une phospholipase ou encore les sérovars Pomona et Copenhageni
qui produisent une protéine cytotoxique (Levett 2001). Toutefois, les mécanismes de virulence

des leptospires pathogenes demeurent largement méconnus (Picardeau 2017).

La réponse immunitaire est principalement humorale. 1l y a également un peu de réponse
cellulaire avec la production d’interféron gamma. Les anticorps ont pour cible principale le LPS
présent a la surface de la membrane externe des leptospires. D’autres protéines de surface
peuvent étre la cible des anticorps (Ristow 2007). L’ immunité est relativement spécifique a un
sérovar ou a des sérovars homologues, et il y a en général peu de réaction croisée du fait de la
spécificité des LPS (Levett 2001; Ko, Goarant, et Picardeau 2009).

2.6- Symptomes chez 'Homme

La période d’incubation varie de 5 a 14 jours en moyenne et peut aller de 2 jusqu’a 30 jours
dans les extrémes. Les manifestations cliniques sont trés diverses et dépendent de plusieurs
facteurs, notamment la sensibilité de 1’hote, la dose infectieuse ainsi que les caractéristiques de
la virulence de la souche. Dans la majorité des cas, le patient guérit rapidement une semaine
apres le début des symptomes. Entre 5 et 15% des patients développent d’autres manifestations

plus graves dans une phase plus tardive qui survient 2 a 6 jours apreés le début des symptdmes
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(Ko, Goarant, et Picardeau 2009). La létalité varie de 5 a 30% selon la présentation clinique
(Goarant 2016).

La présentation clinique est biphasique, avec :
- Une phase aigle, aussi appelée phase de septicémie, qui dure environ une semaine.
- Une phase d’immunité avec production d’anticorps et excrétion de bactéries dans les urines.

Les complications de la leptospirose ont surtout lieu pendant cette phase (Levett 2001).

Le premier symptome de la maladie est une fievre aigiie d’apparition brutale. Elle est
souvent accompagnée par des maux de téte, des myalgies, des douleurs abdominales, des
suffusions conjonctivales et plus rarement des rougeurs cutanées. Dans de rares cas, on peut
rencontrer des méningites aseptiques et des hémorragies pulmonaires. Cette forme de maladie,
appelée leptospirose anictérique, survient dans la majorité des cas. Elle dure environ une

semaine et les symptomes disparaissent quand la production d’anticorps commence.

La forme ictérique est beaucoup plus rare (5-10%) mais beaucoup plus sévere et
rapidement progressive. Elle contribue a la Iétalité élevée. Elle se manifeste par un ictere non-
associé a une nécrose hépatocellulaire, a une déficience rénale souvent avec oligurie (facteur
de létalité) ainsi que des hémorragies, notamment alvéolaires dans les aggravations pulmonaires
(Levett 2001). Cette triade de symptdmes (ictere, hémorragies et insuffisance rénale) est aussi
appelée maladie de Weil (Goarant 2016).

La déficience rénale est souvent associée a une pancréatite, parfois nécrosante, et a une
thrombocytopénie (> 50% des cas). D’autres symptdmes respiratoires peuvent apparaitre, tels
que de la toux, une dyspnee, des hémoptysies, des insuffisances respiratoires, des effusions
pleurales et parfois un syndrome de détresse respiratoire.

Il peut également y avoir des manifestations cardiaques comme des myocardites, des
anomalies de I’ECG (¢électrocardiogramme) ou encore des arythmies. On peut rencontrer des
formes oculaires avec suffusions conjonctivales et ictere de la sclére, plus rarement une uvéite
antérieure avec perturbation de ’acuité visuelle (Levett 2001).

Il peut y avoir des manifestations neurologiques comme des méningites aseptiques ou
encore des manifestations gastro-intestinales comme de la diarrhée et des vomissements
(Goarant 2016).

Enfin, d’autres complications peuvent apparaitre, comme des avortements et de la

mortalité feetale et plus rarement un AVC (Accident Vasculaire Cérébral), une rhabdomyolyse,
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un purpura thrombotique, une cholécystite, des érythemes, une sténose aortique, un syndrome
de Kawasaki, de I’arthrite, une épididymite, un hypogonadisme, un syndrome de Guillain-Barré
ou encore une arterite cerébrale.

Lors de la forme ictérique, on observe au niveau de la biochimie sanguine une
augmentation de la créatinine, signe d’une dysfonction rénale, ainsi qu’une forte augmentation
de la bilirubine et une faible augmentation des transaminases et des PAL (Phosphatases
alcalines) (Levett 2001).

Certains facteurs de risque associés a des formes séveres de leptospirose ont été mis en
¢vidence, comme le fait d’étre un fumeur régulier, un délai supérieur a deux jours entre le début
des symptomes et le début de 1’antibiothérapie ainsi que le fait d’étre infecté par la souche
Leptospira interrogans sérogroupe Icterohaemorrhagiae. De méme, cette étude a montré que
certains résultats de laboratoire sont corrélés avec un mauvais pronostic : un taux de plaquette
inférieur a 50 000/uL, une créatininémie supérieure @ 200 mM (millimoles/L), une
concentration en lactates sériques supérieure a 2,5 mM, une concentration en amylase sérique
supérieure a 250 UI/L (Unité Internationale) ainsi qu’une leptospirémie supérieure a 1000

leptospires/mL (Tubiana et al. 2013).

L’hypothése d’une infection chronique chez I’Homme a été proposée mais pas encore
démontrée. Des cas d’uvéites, maux de téte et perturbations visuelles récurrents ainsi qu’un cas
de méningite ont été décrits bien aprés un diagnostic de leptospirose (Levett 2001). Quelques
cas d’1solement de leptospires provenant d urines de patients ayant eu la leptospirose longtemps
auparavant ont été decrits, mais ces cas ne sont pas considérés comme significatifs sur le plan

épidémiologique (Ganoza et al. 2010).

Afin de mieux connaitre le risque de développer une forme sévére de leptospirose, il est
nécessaire d’identifier la souche de leptospire infectieuse, de déterminer un seuil critique de
gPCR afin de déterminer la leptospirémie, et d’avoir les résultats de laboratoire le plus

rapidement possible (Tubiana et al. 2013).
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2.7- Détection et identification des leptospires

2.7.1- Isolement, visualisation microscopique et culture

Les leptospires virulents appartenant aux sous-groupes 1 et 2 du sous-clade P1 sont
difficilement isolables. En effet, ce sont des bactéries délicates, nécessitant un milieu
nutritionnel bien spécifique et avec une croissance relativement lente, bien plus que celles du
clade saprophyte. Cela pose probléme lors de 1’isolement de leptospires de 1’environnement,
car les leptospires saprophytes vont se développer bien plus vite et donc en plus grand nombre
que les leptospires pathogeénes (Goarant et al. 2015, Bierque et al. 2020).

Les leptospires isolés peuvent étre observés directement par microscopie a fond noir ou
microscopie optique avec coloration argentique de Warthin-Starry (peu utilisée en pratique). Le
seuil de détection est de 10* bactéries par mL (Levett 2001). Morphologiquement, rien ne
permet de distinguer les leptospires pathogenes des leptospires saprophytes. Les leptospires ne
sont observables dans le sang que dans les premiers jours de la phase aigiie de la maladie, donc
le prélévement sanguin doit se faire le plus rapidement possible aprés 1’apparition des
symptdmes (Levett 2001). Des techniques de coloration peuvent étre appliquées, comme

I’immunofluorescence et la coloration a I’acridine orange.

Des cultures de leptospires peuvent également étre réalisées. Le milieu de culture le plus
utilisé est le tween-albumine, aussi appelé EMJH (Ellinghausen-McCullough modifié par
Johnson et Harris). Ce milieu peut étre rendu sélectif par ajout de 5-fluoro-uracile afin
d’empécher les contaminations par d’autres bactéries. D’autres milieux peuvent étre utilisés tels
que le milieu de tween-albumine solide, le milieu de Korthof ou encore le milieu de Stuart. Ces
milieux peuvent également étre rendus sélectifs par ajout de 5-fluoro-uracile, ou par ajout de
STAFF (Sulfaméthoxazole, Triméthoprime, Amphotéricine B, Fosfomycine et 5-Fluoro-
uracile). Une préfiltration a travers un filtre avec des pores de 0,22 um de diameétre peut
¢galement étre réalisée afin d’éviter les contaminations bactériennes (Bierque, Thibeaux, et al.
2020). L’incubation se fait a 28-30°C a I’obscurité. Les leptospires étant aérobies, une agitation

des cultures facilite la croissance.

Apreés la culture, les bactéries peuvent étre observées au microscope a fond noir (Postic et
al. 2000). Toutefois, la culture est délicate du fait que les leptospires ont une croissance lente,

rendant les cultures sensibles aux risques de contamination. Ainsi, lors de I’isolement d’un
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leptospire pathogene, les cultures doivent étre conservées et observées régulierement pendant
12 a 14 semaines, rendant cette technique inutile pour le diagnostic biologique en pratique

médicale.

Une ancienne méthode d’isolement des leptospires pathogenes constituait a les inoculer a
des animaux et a observer les symptomes, mais cette technique n’est quasiment plus utilisée,

principalement pour des raisons éthiques (Bierque, Thibeaux, et al. 2020).

2.7.2- Diagnostic sérologique

Les anticorps sont détectables dans le sang 5 a 7 jours aprés le début des symptémes. Le
test le plus spécifique et méthode de référence en sérologie est le MAT (Microscopic
Agglutination Test). Il consiste a mélanger des dilutions croissantes du sérum de patient avec
des leptospires vivants de sérovars connus en suspension puis a évaluer le degré d’agglutination
des leptospires au microscope a fond noir. Le diagnostic est positif quand on observe plus de
50% des leptospires qui agglutinent. Les anticorps mis en évidence sont des IgM

(immunoglobulines M) au début de 1’infection puis des IgG.

Il existe d’autres tests sérologiques comme la méthode ELISA (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay, i.e. dosage d’immunoabsorption par enzyme liée), la
macroagglutination sur lame ou encore la fixation du complément (Postic et al. 2000 ; Levett
2001). 1l est souvent préférable de confirmer les résultats de ces techniques en utilisant la
méthode de référence MAT (Goarant 2016).

2.7.3- Détection d’antigenes

La détection d’antigene a une meilleure spécificité que la visualisation par microscopie sur
fond noir. Plusieurs techniques peuvent étre utilisées, comme le RIA (Radio-Immuno Assay,
i.e. dosage radio-immunologique), permettant de détecter 10* & 10° leptospires/mL et la
technique ELISA, permettant de détecter 10° leptospires/mL (Levett 2001).
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2.7.4- Diagnostic moléculaire
2.7.4.1- Technique de PCR

Aprés extraction de I’ADN de la matrice contenant les leptospires, des PCR (Polymerase
Chain Reaction, i.e. réaction de polymérisation en chaine) peuvent étre reéalisées. Plusieurs
génes peuvent étre amplifies specifiquement, notamment une séquence spécifique du géne
codant la sous-unité ribosomale 16S, gene présent et conservé chez toutes les especes
bactériennes (Postic et al. 2000 ; Levett 2001).

La qPCR (PCR quantitative en temps réel) a permis d’augmenter la sensibilité et la
specificité du diagnostic. Plusieurs technologies fluorescentes sont possibles, comme le SYBR
Green | et la technologie TagMan (Goarant 2016). Pour diagnostiquer la leptospirose, une
gPCR ciblant des génes présents uniquement chez les especes pathogenes peut étre utilisée.
Parmi ces génes, on retrouve le géne Ifbl, un fragment d’ADN de 331 pb, le géne secY ainsi
que le géne lipL32. La PCR ciblant ce dernier géne est tres efficace et utilisée en routine dans
le plus grand nombre de laboratoires (Stoddard et al. 2009). Des études ont montré une
meilleure efficacité de la détection de certaines especes de leptospires en utilisant des amorces
dégénérées telles que lipL32-47Fd, lipL32-301Rd et lipL32-189P avec la sonde TagMan
initialement décrite (Thibeaux et al. 2018).

2.7.4.2- Analyse de la température de fusion

Une étude récente a montré que I’analyse de la température de fusion du produit de PCR
du gene codant la sous-unité ribosomale 16S permet d’orienter 1’identification des leptospires
au niveau du sous-clade (figure 5). En effet, les génes des différents sous-clades possedent des
températures de fusion différentes. Le gene des leptospires du sous-clade S1 (anciennement
saprophytes) posséde la température de fusion la plus basse, comprise entre 85,26 et 85,76°C.
Le géne des leptospires du sous-clade P2 (anciennement intermédiaire) posséde la température
de fusion la plus haute, entre 86,45 et 86,54°C. Quant au géne des leptospires du sous-clade P1
(anciennement pathogéne), il possede une température de fusion intermédiaire, entre 85,84 et
86,20°C. Il y a cependant une exception pour I’espéce L. weilii, qui appartient au clade
pathogene mais dont le géne 16S présente la température de fusion la plus élevee, a 86,65°C
(Thibeaux et al. 2018).
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Figure 5 : Pics et température de fusion (Tm) du géne codant la sous-unité ribosomale 16S de souches
représentatives provenant de 23 espéces de leptospires décrites
Courbes continues : especes saprophytes en vert (S1), especes pathogénes en orange (P1), especes
intermédiaires en rouge (P2). Courbe en pointillés : espece L. weilii, appartenant au clade pathogéne mais dont

le géne 16S présente une température de fusion plus élevée
D’aprés Thibeaux et al. 2018

2.7.4.3- Autres techniques d’identification

Lorsqu’on dispose d’une souche isolée, d’autres techniques d’identification peuvent étre
utilisées, comme le séquencage du génome complet, ou encore 1’analyse de spectre de masse
des protéines par la technique émergente dans le domaine de la microbiologie MALDI-Tof
(Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight, i.e. spectrométrie de masse
couplant une source d'ionisation laser assistée par une matrice et un analyseur a temps de vol).
Ces deux techniques permettent I’identification de 1’espéce de leptospire a 1’aide d’une
comparaison avec les génomes ou les spectres de masse des especes de référence enregistrées
dans une base de données (Thibeaux et al. 2018). Elles ne sont cependant pas ou trés peu

utilisees pour du diagnostic car elles nécessitent un isolat bactérien.

2.7.5- Diagnostic différentiel

Le diagnostic différentiel de la leptospirose est vaste car les symptomes de la maladie ne

sont pas spécifiques. Dans les zones tropicales avec la présence de moustiques, il inclut la
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dengue et la malaria. Etant donné que la leptospirose est une maladie ubiquitaire a répartition
mondiale, de nombreuses autres pathologies rentrent dans le diagnostic différentiel comme la
grippe, le VIH (Virus de I'ITmmunodéficience Humaine), la typhoide, les encéphalites, les
méningites, la fievre Q, les infections par les entérovirus, la maladie de Kawasaki, la
poliomyélite, la rougeole, la rickettsiose, la brucellose, la mononucléose, les hépatites virales,
les pneumonies, les infections par les hantavirus, le typhus murin et les cas de fiévres isolées
(Levett 2001; S. Wang, Stobart Gallagher, et Dunn 2020). Du fait de 1’absence de signe
pathognomonique, le diagnostic biologique est indispensable a la confirmation d’une suspicion

clinique et épidémiologique de leptospirose.

Afin d’aider au diagnostic, le recueil des commémoratifs peut aider : exposition récente

ou non a des rongeurs ou autres mammiferes, contact avec des eaux de surface, pluies intenses,

activités de loisir en lien avec 1’eau douce ou encore une profession a risque (Goarant 2016).

Chez les bovins, équidés et porcins, la leptospirose doit rentrer dans le diagnostic

différentiel des infections parasitaires ainsi que des troubles de la reproduction ayant des

origines différentes (Ristow 2007).

Le tableau suivant (tableau 1) synthétise les différentes méthodes d’observation et de

détection de la leptospirose.

Méthode de
diagnostic

Cultures
observables
directement par
microscopie a fond
noir ou microscopie
optique avec
coloration Warthin-
Starry

Leptospires

Type de leptospire détecté

Tout type de leptospire mais ne
permet pas de distinguer
morphologiquement les leptospires
pathogénes des leptospires non
pathogénes

A guel moment
peut-on utiliser
cette méthode

Phase précoce de la
maladie si
isolement sur sang
ou urine, culture
également possible
sur organe

Geéne codant la sous-
unité ribosomiale 16S

Tout type de leptospire
Orientation possible sur le sous-
clade (P1, P2, S1, S2) a l'aide de la

secY

gPCR température de fusion du géne Phase precoce de [a
%\;?/Il?ag;een ou Gér!e_ IipL32 (Ie_ plus maladie
utilisé en routine) Leptospires pathogénes,
Géne Ifbl principalement du sous-clade P1
Géne secY
, Géne de la sous-unité .

SETET R el ribosomiale 16S, géne el type d.e [TEgETTe S permet b Pas de période
produit lipL32, géne Ifb1, géne differencier I_es Ieptosplxres des privilégice
d’amplification ' ' clades voire des especes
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Séquencage du
génome complet
apres culture

Génome entier

MALDI-ToF
(Matrix-Assisted
Laser Desorption
lonization Time-of-
Flight) apres culture

Protéines produites par
les leptospires

Tout type de leptospire :
identification de 1’espéce grace a
une comparaison avec des spectres
de référence d’especes enregistrés
dans une base de données

MAT (Microscopic
Agglutination Test)
Méthode de référence

IgM en début
d’infection puis IgG

ELISA (Enzyme
Linked
ImmunoSorbent
Assay)

Macro-agglutination
sur lame

Fixation au
complément

Test de diagnostic
rapide (bandelette)

IgM

Tout type de leptospire

Phase tardive de la
maladie, 5 a 7 jours
apreés le début des
symptomes
(production
d’anticorps)

RIA (Radio-Immuno
Assay)

ELISA

Antigenes de
leptospires

Tout type de leptospire

Phase précoce de la
maladie

Tableau 1 : Comparaison des différentes méthodes de détection et d’identification de la leptospirose

En jaune : culture et méthode d’observation directe, en bleu : diagnostic moléculaire, en vert : diagnostic

sérologique et en orange : diagnostic par détection d’antigénes.

En italique : techniques pouvant étre utilisées pour le diagnostic de la maladie. En non-italique : techniques ne

permettant pas de diagnostic.
D’aprés Postic et al. 2000; Levett 2001; Perez et Goarant 2010; Cyrille Goarant et al. 2015; Cyrille Goarant 2016; Thibeaux et al. 2018;
Bierque et al. 2020

2.8- Traitement

Le traitement antibiotique doit étre réalisé le plus précocement possible aprés le début des
symptdmes afin de limiter les formes graves. Les leptospires sont sensibles a de nombreux
antibiotiques comme 1’amoxicilline, la pénicilline, les tétracyclines et la ceftriaxone, qui sont

efficaces. D’autres molécules peuvent également étre utilisées, comme les céphalosporines de

3éme

doxycycline peut étre utilisée.

Il n’existe pas de résistance acquise des leptospires aux antibiotiques démontrée a ce jour

(Goarant 2016).

Si une forme sévére survient, des soins intensifs avec fluidothérapie et éventuellement

dialyse sont nécessaires. Des corticoides peuvent étre utilisés en cas de choc septique et réponse

inflammatoire excessive (Goarant 2016).

génération, les quinolones et 1’érythromycine. S’il y a un risque de co-infection, la
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2.9- Prévention

De nombreux vaccins ont été commercialises mais ils sont en pratique trés peu utilisés.
D’une part, ils ne protégent souvent que contre un seul sérovar et ne conférent donc pas
d’immunité croisée. D’autre part, I’ immunité induite dure peu de temps et on conseille un rappel
annuel, ce qui pose probleme pour la vaccination a large échelle (Goarant 2016). En France, il
existe un vaccin monovalent contre L. interrogans sérovar Icterohaemorrhagiae, mais la
vaccination humaine se fait peu pour les raisons évoquées ci-dessus (Levett 2001). De
nombreux essais sont en cours afin de trouver une protéine de surface qui procurerait une
meilleure protection, contre un plus grand nombre de sérogroupes et avec une durée
d’immunisation plus longue. Les essais en cours ciblent les protéines LipL41, OmpL1 et Loa22.
Un vaccin candidat prometteur ciblant la protéine Lig a montré un haut niveau de protection,
proche de 100%, chez des souris et hamsters (Ristow 2007; Ko, Goarant, et Picardeau 2009).

Des vaccins polyvalents sont aujourd’hui utilisés chez les animaux, comme le vaccin L4

chez le chien.

Une chimioprophylaxie avec de la doxycycline a déja été utilisée, notamment chez des

soldats envoyés dans des zones a haut risque, mais I’efficacité n’a jamais ét¢ démontrée

(Goarant 2016).

Il existe de nombreuses mesures de prévention qui doivent étre mises en place en particulier
avant les périodes de risque élevé. Ces mesures passent par les campagnes d’éradication des
rongeurs ou encore une Vérification du bon fonctionnement des réseaux d’eau pluviale afin
d’éviter des inondations. Des campagnes de préventions sont également réalisées, en conseillant
par exemple d’éviter de se baigner aprés des fortes pluies, d’éviter de marcher pieds nus ou
encore de garder les réserves alimentaires bien fermées hermétiquement afin d’éviter la venue
et la prolifération de rongeurs. Ces mesures de prévention visent a limiter le réservoir des
mammiféres porteurs d’une part, et a limiter I’exposition des hommes a la contamination

d’autre part (Goarant 2016).

Enfin, les leptospires sont tres sensibles aux rayons UV (ultra-violets), aux produits chlorés

et aux détergents ainsi qu’a des conditions acides et aux basses températures (Goarant 2016).
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2.10- Surveillance

La définition clinique d’un cas suspect de leptospirose est la suivante : « syndrome fébrile
aigu avec des maux de téte, myalgies et une prostration pouvant aussi inclure des suffusions
conjonctivales, un méningisme, une anurie/oligurie ou protéinurie, un ictere, des hémorragies,
des déficiences cardiaques ou arythmies et des éruptions cutanées chez un patient ayant eu une
exposition potentielle a un animal infecté ou a un environnement contaminé avec de 1’urine

animale » (Goarant 2016).

Lorsqu’un cas est suspecté ou confirmé, plusieurs données sont a collecter, notamment des
données géographiques, démographiques, cliniques, épidémiologiques et météorologiques.
Une surveillance événementielle des cas est mise en place, accompagnée d’une surveillance
syndromique visant a identifier d’éventuelles épidémies (nombre élevé de fievres d’origine

inconnue, de syndromes hémorragiques ou encore de déficiences rénales) (Goarant 2016).

3- La leptospirose en Nouvelle-Calédonie
3.1- Généralités et historique

L’Océanie est la région la plus impactée dans le monde par la leptospirose en termes de
morbidité et de mortalité, avec en moyenne 150 cas pour 100 000 habitants par an et 9,6 déces
pour 100 000 habitants par an. Le climat tropical, la pauvreté, ’isolement ainsi que le mode de
vie expliquent I’importance de ce fardeau en Oceéanie (Guernier et al. 2018). L’épidémiologie
et la prévalence de la maladie sont relativement hétérogenes sur les différentes fles du Pacifique
(Guernier et al. 2018). L’incidence de la leptospirose est 10 a 100 fois plus élevée dans les

zones tropicales que dans les zones tempérées.

La leptospirose a vraisemblablement été importée en Nouvelle-Calédonie par bateau par le
biais de rats contaminés lors de la colonisation en 1853. Les premiers cas ont été détectés en
1954. L’incidence moyenne actuelle est supérieure a 30 cas annuels pour 100 000 habitants,
avec une fatalité d’environ 3%. Dans certaines régions ou la leptospirose est hyper-endémique,
I’incidence annuelle peut aller jusqu’a 500 cas pour 100 000 habitants (Perez et al. 2011).
Actuellement, on estime que 1’incidence de la leptospirose en Nouvelle-Calédonie est
quasiment 100 fois plus élevée que celle de métropole. Depuis 1991, la leptospirose est une
maladie a déclaration obligatoire en Nouvelle-Calédonie.
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D’importantes épidémies ont eu lieu en 2008, 2009, 2011 et actuellement en 2021. Une
étude réalisée sur dix ans, de 2006 & 2016, a montré que les hommes étaient plus souvent
touchés que les femmes, avec un sexe ratio hommes/femmes de 2. L’age moyen des cas est de

33,6 ans et 1’age moyen des cas mortels est de 48,6 ans (Klement-Frutos et al. 2020).

3.2- Sérogroupes et especes animales impliquées

Une étude réalisée entre 2006 et 2016 a montré que le sérogroupe le plus présent chez les
malades atteints de leptospirose en Nouvelle-Calédonie est Leptospira interrogans sérogroupe
Icterohaemorrhagiae, retrouve chez plus de 57% des patients malades. Les autres sérogroupes
les plus fréqguemment retrouvés sont Pyrogenes (20%), Australis (12%), Ballum (6%) et
Pomona (2%) (Klement-Frutos et al. 2020).

La biodiversité de mammiféres est relativement faible en Nouvelle-Calédonie. Il n’existe
que quatre espéces de rongeurs présents sur le territoire : le rat polynésien (Rattus exulans), le
rat brun (Rattus norvegicus), le rat noir (Rattus rattus) et la souris grise (Mus musculus). Le rat
brun est le réservoir principal de Leptospira interrogans, sérogroupe Icterohaemorrhagiae et la
souris grise est le réservoir principal de Leptospira borgpetersenii, sérogroupe Ballum (Perez
et al. 2011). Un contréle de la population de rongeurs, principaux réservoirs des leptospires
pathogénes pour I’Homme, est donc nécessaire afin de limiter le nombre de cas (Tubiana et al.
2013).

Parmi les autres especes animales pouvant étre atteintes par la leptospirose, on retrouve
principalement les bovins, les porcs, les cerfs, les chevaux ainsi que les chiens en Nouvelle-
Calédonie (Goarant et al. 2009).

3.3- Leptospirose et climat tropical

La majorité des cas survient entre le mois de décembre et le mois d’avril, avec un pic
saisonnier autour de mars/avril. Cette période correspond a la fin de la saison des pluies
(Klement-Frutos et al. 2020). Sous 1’effet du phénomene climatique ENSO, en particulier lors
des phases La Nifia, on constate également des pics épidémiques de la maladie (Weinberger et

al. 2014). Lors de ces périodes chaudes et pluvieuses, le risque d’inondation est plus important,
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augmentant ainsi le risque d’exposition de ’Homme aux leptospires présents dans les eaux et

sols humides (Perez et al. 2011).

On estime que le changement climatique global actuel aura un impact sur la distribution
des leptospires dans 1’environnement, entrainant une modification de I’épidémiologie de la

maladie (Bierque, Thibeaux, et al. 2020).

4- Leptospirose et environnement

Les leptospires saprophytes se retrouvent naturellement dans 1’environnement, mais il a été
démontré que les leptospires pathogénes peuvent également y survivre et conserver leur
virulence pendant plusieurs semaines voire plusieurs mois. Le sol constitue un réservoir
environnemental des leptospires pathogénes en leur offrant une atmosphere protectrice. lls
peuvent y survivre, mais ne peuvent probablement pas ou seulement exceptionnellement s’y
multiplier (Bierque, Thibeaux, et al. 2020). En plus des sols, les leptospires peuvent survivre
dans les eaux douces, la boue, les marais, les ruisseaux, les lacs et les rivieres (Goarant 2016).
Des ¢études génomiques ont émis I’hypothese que les leptospires pathogénes ont évolué a partir
de leptospires saprophytes présents dans les eaux et la boue de I’environnement (Goarant et al.
2015).

Les écosystemes doivent donc étre considérés comme des réservoirs passifs, mais
néanmoins majeurs, dans 1’épidémiologie de la maladie (Thibeaux et al. 2018). Certains
facteurs biotiques et abiotiques influencent la survie des leptospires dans 1’environnement, en
particulier un pH légérement alcalin (allant jusqu’a 8), un haut niveau en oxygene et une faible
concentration en sels.

De nombreuses études de laboratoire utilisent des microcosmes afin d’étudier la survie des
leptospires pathogénes en fonction des différentes caractéristiques physico-chimiques des sols
(Goarant et al. 2015). Les microcosmes reproduisent a une petite échelle 1’environnement
naturel dans lequel évoluent les bactéries. Ils peuvent étre de différentes tailles, comme celle

d’une boite a coprologie ou encore celle d’un tube Eppendorf.

Les cas humains de leptospirose apparaissent trés souvent aprés d’importantes
précipitations. L hypothése émergente est que les fortes pluies remettent en suspension les
leptospires avec les particules du sol, les transportant ainsi dans les eaux de surface, ou les

Hommes s’exposent (Bierque, Thibeaux, et al. 2020) (figure 6).
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Figure 6 : Mécanismes hypothétigues de la survie des leptospires pathogénes et de leur dispersion dans
[’environnement apreés de fortes pluies
A gauche, excrétion de leptospires pathogénes via les urines de petits mammiféres puis survie dans les sols. A

droite, fortes pluies remettant en suspension dans [’eau les leptospires présents dans les sols.
D’apreés Bierque et al. 2020

4.1- Survie des leptospires dans les sols

Les sols sont peu étudiés car les microorganismes y ont une croissance relativement lente.
Des techniques moléculaires ont permis de détecter la présence de leptospires dans les sols. A
Taiwan par exemple, une étude a montré que 30,6% des sols de fermes hébergeaient des
leptospires pathogenes du sous-clade P1 et non pathogenes (Bierque, Thibeaux, et al. 2020). Ils
peuvent survivre dans les sols saturés en eau jusqu’a six mois, cette durée dépendant de la

souche et de I’espéce.

Certains sols de Nouvelle-Calédonie sont dits ultramafiques, c¢’est-a-dire qu’ils sont riches
en métaux (dont le nickel) car ils proviennent de roches magmatiques contenant elles-mémes
beaucoup de métaux. Les caractéristiques de ces sols permettent le développement d’un
écosysteme original tres diversifié (Jourand et al. 2010).

Les leptospires de I’environnement et en particulier I’espéce L. interrogans peuvent
s’associer avec d’autres bactéries du sol, comme Azospirillum ou Sphingomonas, et y former
des biofilms (Barragan et al. 2011, Vinod Kumar et al. 2015). Les biofilms sont des agrégats
multicellulaires en trois dimensions, qui conférent aux organismes qui les composent une
protection contre de multiples conditions environnementales telles qu’un choc osmotique, une
dessication ou encore une exposition a des composés toxiques ou aux UV (Thibeaux et al.
2020). Par ailleurs, les biofilms permettent aux leptospires qui les composent une tolérance cing
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a six fois plus élevée aux traitements antibiotiques (Goarant et al. 2015). En particulier, il a été
démontré que des leptospires associés a la bactérie Azospirillum brasilense au sein de biofilms
montrait une forte résistance a la pénicilline G, a I’ampicilline et aux tétracyclines, molécules
auxquelles la bactérie est normalement sensible quand elle ne forme pas de biofilm (Vinod
Kumar et al. 2015).

I1 a été démontré qu’une co-incubation des leptospires avec des Sphingomonas augmente
leur taux de croissance. Il a également été démontré que 1’adsorption des leptospires dans les
sols est augmentée lorsqu’ils sont en contact avec Azospirillum brasilense (Thibeaux et al.
2017). De méme, des interactions entre les leptospires et les amibes, des microorganismes du
sol, sont suspectées, mais des recherches sont encore en cours, notamment dans le cadre des
Work Packages 1 et 2 du projet SpiRAL (Bierque, Thibeaux, et al. 2020).

4.2- Survie des leptospires dans les eaux douces

Les eaux douces constituent également une des sources principales de leptospires pour les
humains et animaux. On retrouve cependant moins de leptospires dans les eaux que dans les
sols. Les concentrations en bactéries sont géneralement plus élevées dans les zones urbaines
que dans les zones rurales. Des études ont montré une forte corrélation entre la concentration
en leptospires et la turbidité de ’eau. Les eaux des caniveaux sont également une source
importante. Dans des bidonvilles du Brésil par exemple, de I’ADN de leptospire a été détecté
dans 36% des échantillons d’eaux de caniveaux (en I’occurrence, des caniveaux d’eaux usées a

ciel ouvert), avec une moyenne de 152 bactéries/mL.

Tout comme dans les sols, la survie des leptospires dans I’eau est possible pendant plusieurs
semaines voire plusieurs mois et est intrinséque a la souche et a I’espéce. Une étude a montré
la survie et la conservation de la virulence de L. interrogans dans de 1I’eau minérale de bouteille
pendant environ 20 mois, apres inoculation en milieu de culture EMJH. C’est le plus long temps
de survie rapporté dans de telles conditions (froid, conditions acides et milieu pauvre en

nutriments) (Bierque, Soupé-Gilbert, et al. 2020).

Il reste encore de nombreuses lacunes concernant la connaissance des facteurs
environnementaux qui conditionnent la survie des especes virulentes en lien avec la maladie

humaine et animale (Bierque, Thibeaux, et al. 2020).
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DEUXIEME PARTIE : RESULTATS DU TRAVAIL PERSONNEL

Introduction

La leptospirose est une maladie bactérienne dont la contamination se fait principalement
par contact indirect avec 1’environnement, et en particulier avec les eaux et les sols contaminés.
Durant cette étude, nous avons étudié la survie de leptospires pathogénes dans différents types
de sols, puis corrélé cette survie avec les parametres physico-chimiques de ces sols. Pour cela,
nous avons utilisé des microcosmes de sols, qui sont de petits environnements artificiels
reproduisant au mieux les caractéristiques environnementales dans lesquelles les leptospires
survivent. Plusieurs études ont déja été menées sur les microcosmes, démontrant notamment
une rapide diminution du nombre de leptospires dans les microcosmes de sol (Casanovas-
Massana et al. 2018a).

Dans le cadre du projet SpiRAL, un total de 150 prélevements de sols doit étre effectué sur
toute la Grande Terre. Dans cette étude, les 39 premiers échantillons de sols ont été prélevés
sur le terrain, dans la moitié sud-ouest de la Grande Terre de Nouvelle-Calédonie et dans le
nord. Ces prélevements de terrain ont été réalisés en partenariat avec I’'IRD (Institut de
Recherche pour le Développement) et I'TAC (Institut Agronomique néo-Calédonien) dans le
cadre du projet VALOPRO, qui vise a la valorisation des sols de Nouvelle-Calédonie. Les
microcosmes ont été réalisés a partir des échantillons de sols prélevés, et ils ont été inoculés
avec des leptospires pathogénes Leptospira interrogans Manilae, en quantité connue. Pendant
ensuite plusieurs semaines, les microcosmes inoculés avec les leptospires ont été suivis au cours
du temps, et I’ADN a été extrait puis quantifié par qPCR a différents intervalles de temps : JO
(correspondant au jour de 1’inoculation des microcosmes avec les leptospires), J4, J7, J14, J21,
J28, J35 et J42. En paralléle, des analyses physico-chimiques des sols prélevés ont été menées
a I’IRD. La quantification de I’ADN des sols par qPCR a permis de déterminer une variable de

survie, qui a ensuite été comparée aux parametres physico-chimiques des sols.

1- Matériel et méthodes
1.1- Récolte des échantillons de sols sur le terrain

Les 39 prélevements de sols ont été réalisés sur une partie de la Grande Terre, sur un total
de 16 communes différentes : Boulouparis, Bourail, Dumbéa, Farino, Hienghéne, Kaala-
Gomen, La Foa, Moindou, Mont Dore, Nouméa, Paita, Pouembout, Sarraméa, Touho, Voh et

Yateé (figure 7). Parmi ces prélevements, 15 ont été réalisés sur des terrains privés et 24 sur des
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collectivités. Les terrains privés appartenaient a des agriculteurs, principalement des éleveurs
(bovins et volailles) et des maraichers.

Concernant la numérotation des points, chacun d’eux commence par « VLP » pour le projet
« VALOPRO » et est suivi d’un numéro, attribué en classant toutes les communes ou ont eu
lieu les points de prélévement par ordre alphabétique. Les 16 points commencant par « SPI »,
dont le numeéro est supérieur a 92, ont été ajoutés et ne font pas partie du projet VALOPRO
(comportant 92 points) mais uniquement du projet SpiRAL. L’annexe II regroupe les
caractéristiques des 39 points de prélévement : nom, commune et type de sol.

Les points VLP 39 et VLP 52 ont fait I’objet de deux prélévements chacun car les parcelles
possédaient deux types de sols relativement différents. Ces prélevements ont été nommés VLP
39 1,39 2,52 let52 2.

Fiqure 7 : Carte de prélévement des 39 échantillons de sols a [’échelle de la Grande Terre de Nouvelle-

Calédonie
Carte réalisée sur Qgis (fond de carte : Google terrain) par J. Vilanova et C. Chavoix

Pour chaque point GPS, cing échantillons représentatifs de la parcelle et relativement

espacés ont été préleves. La distance entre les points dépendait de la taille de la parcelle. Plus
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celle-ci était grande, plus les points étaient espaces. Pour chaque échantillon, un cube de terre
de 20 cm de coté a été creusé. Une photographie avec une échelle ainsi qu’une ardoise avec le
numéro du point et des éventuelles remarques a été prise (figure 8 A). Une photographie de
I’environnement autour du point de prélevement a également été réalisée.

Puis, des mesures d’humidité, de conductimétrie et de température ont été prises dans le
sol a I’aide de I’humidimetre FieldScout TDR 150 Spectrum, en faisant une moyenne sur quatre
mesures prises sur chacune des faces du trou. Sur un des cing échantillons, 500 mg de terre
récoltée a la surface du trou ont été mis dans deux tubes PowerSoil DNA (2 x 250 mg) afin de
rechercher la présence de leptospires directement dans le sol natif. Enfin, environ 500 g de terre
ont été prelevés sur une des faces du trou, allant de 0 & 20 cm, et mis dans un grand bac (figure
8 B).

Cette opération a été réitérée pour les quatre autres prélevements du point GPS donné. A
la fin, une photographie des cing prélevements dans le bac a été prise (figure 8 B), puis ces cing
prélévements ont été homogénéisés pendant quelques minutes. La quantité totale de terre a été
ensuite répartie dans deux sachets plastiques d’environ un kg, un pour I’'IRD et un pour I’ Institut

Pasteur. Pour toutes les manipulations de terre, des gants étaient systématiquement utilisés.

Figure 8 : Photographies des prélévements de terrain du point VLP 55

A : photographie du cinquiéme échantillon du point VLP 55 : trou réalisé, échelle donnée a I’aide du métre
gradué et ardoise informative avec le nom du point GPS, le numéro de [’échantillon (Pt 5) ainsi que des
commentaires éventuels (ici EG signifie « Eléments grossiers »).

B : photographie des cing échantillons prélevés et mis dans le bac avant homogénéisation. L’ ardoise est placée

devant le premier échantillon, puis les autres ont été ajoutés dans le sens des aiguilles d 'une montre.
Source personnelle

De retour au laboratoire, le sachet de terre a été ouvert partiellement pour éviter I’apparition

de moisissures et stocké ainsi au réfrigérateur a 4°C.
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1.2- Tamisage et réhydratation des sols

Au laboratoire et au maximum une semaine apres le préléevement sur le terrain, 100 g de
chaque sol ont été tamisés a travers un tamis de 2 mm afin de retirer les éléments grossiers

(cailloux, racines...), puis de nouveau homogénéisés.

Les sols ont ensuite été rehydratés (figure 9). Pour cela, environ 10 g de terre ont été
déposés dans une boite de Pétri et 2 a 10 mL d’cau ultrapure (Eau pour préparation injectable
— eau PPI) ont été ajoutés. La quantité d’eau ajoutée variait selon le type de sol, en particulier
sa capacité a retenir 1’eau et son degré d’humidité déja présent initialement. Le but de la
réhydratation était de saturer les sols en eau.

Les boites de Pétri ont ensuite été inclinées d’un angle d’environ 10° et laissées ainsi

pendant deux jours afin que le surplus d’eau s’écoule dans la partie déclive de la boite.

En paralléle et afin de déterminer la meilleure facon de réhydrater chaque sol, une autre
technique a été utilisée. Dix grammes de terre ont été déposés dans un entonnoir de filtration
Nalgene (porosité 1,2 um). La terre a été réhydratée de la méme facon par ajout d’environ 2 a
10 mL d’eau PPI. Les entonnoirs ont été bouchés a leur extrémité inférieure afin que 1’eau en
surplus ne coule pas sur la paillasse. Tout comme les boites de Pétri, ils ont été laissés pendant
deux jours. Au bout de deux jours, une aspiration sous vide a été réalisée afin de retirer le

surplus d’eau dans la terre.

Figure 9 : Dispositifs de réhydratation des sols

A : Boites de Pétri inclinées

B : Entonnoirs bouchés avec filtres.
Source personnelle
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1.3- Réalisation des microcosmes de sol et inoculation des leptospires

1.3.1- Pesées et réalisation des microcosmes de sols

Dans un premier temps et avant de commencer les microcosmes de sols, les tubes et les
bouchons ont été rincés une premiere fois avec de I’eau du robinet (un passage), puis avec de
I’eau distillée (trois passages) afin de les nettoyer des impuretés. Puis, les tubes ont été mis a

sécher a I’air libre toute la nuit, et ils ont ensuite été passés a 1’autoclave pour les rendre stériles.

Les microcosmes ont ensuite été reéalises. Pour cela, 250 mg de sol réhydraté ont été
introduits dans un tube a microcosmes d’une contenance de 2 mL. Pour la premiere série de
sols (JO le 23/02/2021), les pesées ont été réalisées avec une précision de +/- 1 mg. Pour les

autres sols, les pesées ont été réalisées avec une précision de +/- 5 mg.

Pour chaque point GPS prélevé, 14 tubes de microcosmes ont été préparés (figure 10) :

- 8 tubes avec ajout d’un inoculum de 5 x 10° Leptospira interrogans Manilae vivants dans
10 uL d’eau PPI, correspondant aux différents time points : JO, J4, J7, J14, J21, J28, J35 et J42.
JO correspond au jour de I’inoculation des microcosmes avec les leptospires.

- 4 tubes avec ajout de 10 pL d’inoculum de leptospires « morts » aprés un passage de 10
minutes & 97°C : JO, J7, J14 et J21.

- 2 tubes sans ajout d’inoculum et contenant éventuellement des leptospires natifs, ¢’est-a-
dire présents naturellement dans le sol : JO et fin de cinétique. Dans ces tubes, 10 uL. d’eau PPI

ont été ajoutés.

Ce protocole (protocole 1), appliqué pour la 1° série de sols (voir tableau 2 page 51) pour
le récapitulatif des séries de sols) a par la suite ét¢ modifié aprés 1’obtention des premiers

résultats.
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10 pL de Leptospira
interrogans Manilae vivants

e
a5.1078 leptospires/mL
250 mg du sol x réhydraté
10 Ja 17 J14 )21 128 135 142

100% de
leptospires

10 pL d‘e Leptospira intejrrogunS Manilae 10 L d'Eau Pour

morts 3 5.10"8 leptospires/mL (10 pré tion Iniectabl

minutes 3 97°C) réparation Injectable

250 mg du sol x réhydraté 250 mg du sol x réhydraté
Jo 17 114 J21 Jo

Fin de cinétique
100% de si JO positif
leptospires

Figure 10 : Schéma récapitulatif des 14 tubes de microcosmes réalisés pour chaque point GPS : protocole 1
En bleu : suivi des microcosmes avec inoculation de leptospires vivants, 8 time points réalisés
En orange : suivi des microcosmes avec inoculation de leptospires morts, 4 time points réalisés

En vert : suivi des microcosmes natifs sans inoculation de leptospires, 2 time points réalisés
Figure personnelle

Pour chaque tube, trois pesées ont été réalisées a JO : pesée du tube vide, pesée du tube
avec les 250 mg de terre et pesée du tube apres inoculation (10 pL d’inoculum) avec les

leptospires.

La notation des tubes s’est faite de la maniére suivante :

- « VLP (ou SPI) numéro du sol J x » pour les tubes inoculés avec des leptospires vivants,
X correspondant au time point.

- « VLP (ou SPI) numéro du sol mort J x » pour les tubes inoculés avec des leptospires
morts.

- « VLP (ou SPI) numéro du sol J x N » pour les tubes sans inoculation de leptospires,

autrement appelés natifs.

Apres les pesées, tous les tubes ont été centrifugés a 587 g pendant une minute afin de faire

glisser au fond du tube la terre restée sur les parois lors de la pesée.

1.3.2- Inoculation des microcosmes avec les leptospires

Des cultures de leptospires Leptospira interrogans Manilae en milieu EMJH ont éte

préalablement réalisées. Afin de préparer 1’inoculum en concentration connue a ajouter aux
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tubes de microcosmes, 2 mL de leptospires en culture ont été prélevés et mis dans 4 tubes

Eppendorf (4 x 2 mL en tout).

Puis les 4 tubes Eppendorf ont été centrifugés a 1150 g pendant 12 minutes. Le surnageant
a ensuite été éliminé des 4 tubes, qui ont ensuite été poolés en 2 tubes de 2 mL, centrifugés a
1150 g pendant 12 minutes. Le surnageant a été éliminé et ces deux tubes ont été poolés en un
seul, centrifugé a 1150 g pendant 12 minutes. Le surnageant a été éliminé et le culot a été re
suspendu dans 350 uL d’EPPI.

Une dilution & 1/1000°™ a ensuite été réalisée afin d’obtenir une concentration permettant
de pouvoir compter les leptospires au microscope. Le comptage a ensuite été réalisé sur cellule
de Petroff-Hausser au microscope optique a fond noir (figure 11). Pour cela, les leptospires

présents dans 10 carreaux ont été comptés, et une moyenne a été faite.

s L sl « \ x1,25x10%

Ll vl

Figure 11 : Méthode de comptage des leptospires sur cellule de Petroff-Hausser
Les leptospires présents sur 10 carreaux (en vert) ont été comptés, puis une moyenne des 10 carreaux a été
réalisée
Figure personnelle

La formule suivante permet de connaitre la concentration initiale (Ci) en leptospires dans
la suspension-mere :
Ci= x leptospires/carreau en moyenne x 1,25 x 10° x 1000 leptospires/mL

Avec 1,25 x 10° la résolution de la cellule de Petroff-Hausser et 1000 le facteur de dilution

appliqué.

On veut déterminer le volume Vi de suspension-mére a prélever afin d’avoir une
concentration finale Cr de 5 x 10° leptospires/microcosmes, soit 5 x 108 leptospires/mL car on

ajoute 10 uL d’inoculum par microcosme.
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Cix Vi=Cs X V¢
Avec C; la concentration initiale obtenue en comptant les leptospires (voir formule ci-

dessus).

Vs se calcule en fonction du nombre de tubes de microcosmes gréce a la formule suivante :
V= 14 x nombre de séries de microcosmes x 0,01 mL
Avec 14 le nombre de tubes par série de microcosmes et 0,01 le volume ajouté a chaque

tube en mL.

Vi Cf XVf 5 x10% X 14 X nombre de séries de microcosmes X 0,01
l = =

Ci nombre moyen de leptospire par carreau X 1,25 x 10°

Ce volume V; est ensuite prélevé et ajouté dans Vs d’EPPI — V. Par exemple, pour la série
de microcosmes du 2 mars, on trouvait Vi= 18,46 uL a prélever et V= 600 pL. On a donc
ajouté 18,46 uL de notre suspension-mere a 600 — 18.46 = 581,54 uL d’EPPI afin d’avoir un
volume final V¢ de 600 L.

Une fois la suspension-fille préparée a la bonne concentration de 5 x 108 leptospires/mL,
10 pL de cette suspension ont été ajoutés dans les 8 tubes de microcosmes « vivants » pour
chaque point GPS. Pour les leptospires morts, le volume nécessaire a été prélevé de la
suspension-fille puis chauffé a 97°C pendant 10 minutes afin de tuer les leptospires. Dix pL de
cet inoculum « mort » ont été ajoutés dans les 4 tubes de microcosmes « morts » pour chaque
point GPS. Enfin, pour les tubes de microcosmes natifs, 10 uL. d’EPPI ont été ajoutés. Puis,
tous les tubes ont été pesés, le bouchon a été vissé partiellement afin d’avoir des conditions
aérobies nécessaires a la survie des leptospires, et les tubes ont été mis a incuber a 30°C dans

I’étuve dans une enceinte humide.

1.3.3- Tests réalisés au cours des manipulations

1.3.3.1- Réensemencement des leptospires morts

Pour la deuxiéme série de sols, un test de réensemencement des leptospires morts a été
réalisé afin de vérifier que les leptospires étaient bien morts. Pour cela, 10 pL de I’inoculum
contenant les leptospires morts ont été ajoutés dans 500 pL de milieu EMJH. La culture a été

incubée a I’¢tuve a 30°C pendant 3 jours, puis observée au microscope optique a fond noir.
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1.3.3.2- Effet de la centrifugation et du lavage sur la survie des leptospires

Apres la réalisation des premiéres qPCR, une trés forte diminution de la quantité de
leptospires vivants en tout début de cinétique a été observée. Les leptospires étant lavés, retires
de leur milieu nutritif et centrifugés trois fois, I’hypothése d’un stress causant une mortalité

massive a été émise. Des tests ont alors été réalisés.

Pour cela, quatre échantillons ont été préparés a partir du sol VLP 56 :

- « Centri JO 1/2h » et « Centri JO 2h », dans lesquels le tampon de lyse a été ajouté a JO (a
1/2h et a 2h apres inoculation respectivement) et extraits a JO, JO correspondant au jour
d’inoculation des leptospires.

- « Centri J3 », dans lequel le tampon de lyse a été ajouté a J3 et extrait a J3.

- « Centri J7 », dans lequel le tampon de lyse a été ajouté a J7 et extrait a J10 pour des

raisons de praticité.

Le méme protocole que précédemment a été appliqué, mais les leptospires n’ont pas été
lavés ni centrifugés. La culture EMJH initiale a été diluée par 20, puis de la méme maniére que
dans la préparation de I’inoculum pour les microcosmes, un comptage a été effectué, permettant
de calculer le volume V;j a prélever et a diluer dans de I’eau PPI afin d’avoir une concentration
de 5 x 108 leptospires/mL. Dans ce cas, la concentration de la suspension-mére était de 1,14 x
10° leptospires/mL, ce qui a conduit au prélévement de Vi = 43,86 pL a diluer dans 100 — 43,86
= 56,14 pL d’eau PPI.

De la méme facon que précédemment, les tubes vides puis avec 1’ajout de 250 mg de sol
ont été pesés. Puis, 10 pL de la suspension-fille ont été ajoutés dans chacun des quatre tubes.
Le tampon de lyse du tube PowerSoil DNA a été ajouté dans les deux tubes « Centri JO 1/2h »
et « Centri JO 2h », qui ont été extraits dans la journée. Les deux autres tubes ont été placés dans

I’étuve a 30°C tout comme les autres tubes microcosmes.

1.3.3.3- Effet du décalage entre I'ajout du tampon de lyse et I'extraction

Du fait du nombre de time points relativement important et des contraintes du calendrier
(jours fériés notamment), la question de différer les extractions aprés ajout du tampon de lyse

du tube PowerSoil DNA s’est posée.
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Pour cela, en méme temps que le test précédent, deux échantillons ont été préparés a
partir du sol VLP 56 :
- « Décalé JO » : le tampon de lyse a été ajouté a JO, le tube a été bien homogénéise et le
contenu a éte extrait a J3.
- « Décalé J3 » : le tampon de lyse a été ajouté a J3, le tube a été bien homogénéisé et le

contenu a été extrait a J10, soit une semaine apres.

Tout comme le test précedent, les tubes ont été pesés avant et apres ajout des 250 mg de
sol, et 10 pL de la méme suspension-fille préparée ont été ajoutés dans les deux tubes. Le
tampon de lyse du tube PowerSoil DNA a été ajouté dans le tube « Décalé JO », ce dernier a été

homogénéisé, puis les deux tubes ont été placés dans 1’étuve a 30°C.

1.3.4- Suivi de I'évaporation

A chaque time point et pour les 20 premiers sols (séries 1 et 2), tous les tubes ont été pesés
afin de faire un suivi de I’évaporation d’cau. Les résultats nous ont amenés a arréter les pesées
systématiques pour les sols suivants (série 3 et séries suivantes du projet).

Par ailleurs, pour tous les sols et au moment de la préparation des tubes de microcosmes,
environ 1,5 g de terre (précision de +/- 0,2 g) a été pesé et mis dans un tube Eppendorf prépesé.
Ces tubes ont ensuite été chauffés pendant cing jours a 110°C avec le bouchon ouvert afin que
toute 1’eau s’évapore. Ceci a permis de calculer le pourcentage total d’eau présent dans le sol

utilisé pour les microcosmes.

1.4- Modification du design des microcosmes de sol apres les premiers résultats :
protocole 2

1.4.1- Modification du nombre de time points

Aprés avoir lancé la premiere série de microcosmes (neuf sols) et les avoir suivis pendant
les 42 jours, les premiers résultats nous ont amené a modifier le design des microcosmes pour
la suite des expériences. Pour chaque sol, 16 tubes de microcosmes ont été réalisés. Concernant
le suivi des leptospires vivants, des réplicats de chaque time point ont été réalisés afin d’avoir
davantage de precision. Le suivi ne s’est fait que jusqu’a 21 jours au lieu de 42 jours. [I n’y a

pas eu de changement concernant le suivi des leptospires morts ni pour les microcosmes natifs
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sans inoculation. 1l y a donc eu au total 10 tubes pour les leptospires vivants (JO, J4, J7, J14 et
J21 en duplicats), 4 tubes pour les leptospires morts (JO, J7, J14 et J21) et 2 tubes pour les
microcosmes natifs (JO et J21). Ce nouveau protocole (protocole 2) s’est appliqué sur les séries
2 et 3, soit sur un total de 30 sols. La figure 12 récapitule les modifications apportées au design

des tubes de microcosmes.

Jo o l4

100% de
leptospires

10 plL de Leptospira interrogans Manilae
) morts & 5.10°8 |leptospires/mL (10
| minutes a 97°C)
- 250 mg du sol x réhydraté
Jo 17 J14 J21

100% de
leptospires
Figure 12 : Schéma récapitulatif des 16 tubes de microcosmes réalisés pour chaque point GPS apres
modification du design : protocole 2
En bleu : suivi les microcosmes avec inoculation de leptospires vivants, 5 time points réalisés, duplicats pour
chaque time point
En orange : suivi des microcosmes avec inoculation de leptospires morts, 4 time points réalisés

En vert : suivi des microcosmes natifs sans inoculation de leptospires, 2 time points réalisés
Figure personnelle

10 pL de Leptospira
[+ interrogans Manilae vivants

\  a5.10"8 leptospires/mL
- 250 mg du sol x réhydraté
14 121 121

14 17 17 114 J

10 pL d’Eau Pour
-‘ Préparation Injectable
: - 250 mg du sol x réhydraté
)

1.4.2- Modification des conditions de préparation de l'inoculum

A partir des cultures de leptospires préalablement réalisées, 8 tubes Eppendorf contenant
chacun 2 mL de culture de leptospires ont été réalisés. Ces tubes ont ensuite été centrifugés une
seule fois a 94 g pendant 20 minutes, soit 1,7 fois plus longtemps mais avec une vitesse de
centrifugation environ 12 fois plus faible. Le surnageant a été retiré dans chaque tube, mais pas
dans son intégralité car le culot était peu marqué, a cause de la centrifugation plus faible. Puis,
150 uL d’eau PPI ont été ajoutés dans le premier tube. Le culot a été remis en suspension, puis
I’intégralité de la suspension a été transférée dans le deuxieme tube, et ce jusqu’au dernier tube.
La différence entre le volume final et le volume d’eau PPI ajoutée au début a permis de
connaitre la quantité de milieu EMJH encore présent et de calculer le pourcentage final d’EMJH
que chaque tube microcosme recevra. Une dilution au 1/100°™ a ensuite été réalisée pour le

comptage. Pour la suite, les manipulations et les calculs étaient les mémes que pour le protocole
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de base. Il a été décidé de réaliser deux inoculums différents issus de deux cultures initiales

pour que les réplicats soient réellement indépendants.

Pour davantage de clarte, le tableau suivant (tableau 2) résume les caractéristiques de
chaque série de sols préeleveés. Les sols ont été regroupés en trois séries en fonction de leur date
de prélévement, du protocole utilisé, du suivi de 1’évaporation ainsi que de la réalisation des

analyses physico-chimiques.

Nombre | Datesde Numeéro des sols Protocole Suivi de Analyse physico-
desols | prélevement I'évaporation ? | chimique des sols ?

Série 1

Série 2

Série 3

Du 18 févrierau 25 VLP03,14,39_ 1,39 2,41, Protocole 1
février 52 1,52 2,55,56
11 Du 20 avril au 28 VLP 15, 35, 36, 37, 49, 76, Protocole 2 Oui Oui
avril 90, 91, 92
SPI 102, 103
19 Du 8 juin au 2 juillet VLP 16, 26, 43, 46, 82 Protocole 2 Non Non

SPI 104, 105, 119, 127, 128,
135, 141, 145, 146, 147,
148, 149, 153, 154

Tableau 2 : Récapitulatif des caractéristigues des 3 séries de sols prélevés
Figure personnelle

1.5- Extraction de ’'ADN de leptospires des microcosmes de sol

A chaque time point, I’ADN génomique des microcosmes a été extrait grace au kit DNeasy
PowerSoil Kit (voir Annexe 1l pour le protocole d’extraction). Pour cela, le contenu du tube
PowerSoil DNA de Qiagen a été versé directement dans les microcosmes afin d’éviter les
pertes. Les tubes ont ensuite été bien homogénéisés. Avec ce méme kit, les échantillons de sols
natifs prélevés directement sur le terrain pour chaque point GPS ont également été extraits. A

la fin des extractions, tous les extraits d’ADN génomique ont été stockés au réfrigérateur a 4°C.

Pour chaque extraction, un contrble interne plasmidique a été ajouté afin de valider
I’extraction. Pour cela, 10 uL du plasmide synthétique zIAC insére dans la bactérie Escherichia

coli dilué au 1/1000°™ ont été ajoutés en début d’extraction dans chaque tube.

Pour chaque série de microcosmes, I’ADN génomique de I’inoculum de leptospires morts
et de I’inoculum de leptospires vivants a également été extrait grace au kit QlAamp DNA Mini

Kit de Qiagen (voir Annexe IV pour le protocole d’extraction).
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1.6- Quantification de la quantité d’ADN par qPCR

1.6.1- qPCR lipL32 sur les microcosmes de sols inoculés

Afin de déterminer la quantité d’ADN de leptospire présent dans les tubes, des qPCR ont
été realisées. La technique Tagman a été utilisée et ciblait le géne lipL32, présent uniquement
chez les leptospires pathogenes et pathogenes faiblement virulents (Stoddard et al. 2009) (voir
Annexe V pour un rappel de la technique de g°PCR Tagman). En paralléle, un contrdle interne
plasmidique avec des gPCR ciblant le plasmide synthétique zIAC a été réalisé. Le kit Perfecta
Toughmix, adapté a I’amplification d’ADN contenant des inhibiteurs, a été systématiquement

utilisé.

Pour chaque série, un plan de plaque pouvant contenir 96 échantillons a été réalisé. Chaque
échantillon a été déposé dans deux puits pour davantage de précision. Chaque puits de réaction
contenait 10 pL de réactifs :

- 2 uL d’eau distillée

- 5 uL de Perfecta Toughmix (contenant les nucléotides, les enzymes...)

- 0,4 pL de I’amorce LipL.32-F a une concentration de 10 pM

- 0,4 uL de I’amorce LipL.32-R a une concentration de 10 uM

- 0,2 pL de la sonde LipL32-P a une concentration de 6,5 uM
Ces 5 réactifs constituaient le Mix.

-2 uL d’ADN a quantifier

Huit microlitres de Mix ont été ajoutés dans chaque puits de réaction. Puis, les 2 uL d’ADN
ont été ajoutés individuellement dans chaque puits. Un témoin positif (« TAP ») contenant de
I’ADN de Leptospira interrogans Verdun ainsi qu’un témoin négatif (« TNA ») contenant du
Mix ont également été ajoutés. Une fois la plaque remplie, cette derniére a été introduite dans
le LightCycler 480 (Roche Applied Science). Le programme de qPCR « Tagman LipL32 CDC
55 cycles » a ensuite été lancé. Ce dernier était constitué d’une premicre étape de dénaturation
de I’ADN a 95°C pendant 10 minutes, puis de 55 cycles de dénaturation pendant 5 secondes a

95°C et d’hybridation/élongation pendant 15 secondes a 58°C en alternance.

Les qPCR ont été lancées apres chaque extraction des différents time points. Lorsque tous

les time points d’un sol ont été extraits (a J42 pour les 9 premiers sols), une g°PCR « compléte »
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a été lancée avec tous les échantillons de la série. Pour chaque sol, le JO « vivant » correspondait
au standard, dont la concentration était de 5 x 10° leptospires/tube de microcosme. Ainsi, les

concentrations en leptospires dans les tubes suivants ont pu étre calculées.

Apreés obtention des premiers résultats, des concentrations de leptospires anormalement
basses dans les sols VLP 90 et 91 nous ont amenés a suspecter la présence d’inhibiteurs dans
ces sols. Par ailleurs, les concentrations du plasmide zIAC du contrdle interne étaient également
trés inférieures aux valeurs usuelles. L’ADN de ces deux sols a donc été dilué & 1/10°™ dans
de I’cau PPI, puis tous les échantillons de chaque time point ont été repassés en qPCR lipL32
et zZIAC afin de valider ou non cette hypothése. Les concentrations ont ensuite été multipliées
par 10 afin de les normaliser.

1.6.2 - gPCR LipL32 sur les sols natifs

La quantité de leptospires présents naturellement dans les sols a été mesurée par g°PCR de
la méme maniére, dans deux séries de tubes différents :

- Dans les prélévements réalisés directement sur le terrain, sur un seul des cing points de
prélevement (deux prélévements par sol).

- Dans les tubes de microcosmes « natifs », dans lesquels de 1’eau PPI a été ajoutée.

1.6.3- gPCR Ifb1 sur les échantillons douteux

Apres observation des résultats de gPCR lipL32, le sol VLP 56 a montré des aberrations.
Une gPCR SYBR Green | (voir Annexe VI pour un rappel de la technique) ciblant le géne Ifbl
détectable uniguement chez les especes de leptospires pathogénes virulentes a été réalisée sur
les huit échantillons « vivants », les quatre échantillons « morts » ainsi que sur 1’échantillon
natif a J42.

Chaque capillaire contenait 20 pL de réactifs (18 pL de Mix et 2 uL d’ADN) :
- 10,8 pL d’eau distillée

- 2 uL de Mix Reaction mix SYBR

- 1 uL d’amorce 1fb1-F & 10 pM

- 1 uL d’amorce 1fb1-R & 10 pM

- 3,2 uL de MgCl>
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-2 uL d’ADN a quantifier

Les 18 uL du Mix ont été déposes dans chaque tube micro-capillaire, préalablement mis au
réfrigérateur a 4°C. Les 2 uL d’ADN a quantifier ont été ajoutés dans les tubes. Puis, les tubes
micro-capillaires ont été reboucheés et centrifugés pendant 15 secondes a 587 g. lls ont ensuite

été déposés dans la machine LC2 2.0, et le programme de gPCR SYBR Green Lfb1 a été lancé.

1.7- Analyse de la composition physico-chimique des sols

Pour les séries de sols 1 et 2, des analyses physico-chimiques ont été réalisées afin de
chercher un lien entre la survie des leptospires et la composition des sols. Pour la série 3, les
analyses n’ont malheureusement pas pu étre réalisées dans les temps car la Nouvelle-Calédonie,
indemne de Covid-19 jusqu’ici, a été confinée a cause de I’introduction du variant Delta du

virus, ce qui a fortement ralenti toutes les manipulations en laboratoire.

1.7.1- Mesures du pH des sols

Des mesures du pH des sols ont été réalisées a I’IRD. Pour chaque sol, 6 g de terre tamisée
a 2 mm ont été introduits dans un Falcon Tube de 50 mL. Un ratio de 1/5 étant nécessaire pour
la mesure de pH, 30 mL d’eau Milli Q ont été ajoutés. Les tubes ont ensuite été laissés sous
agitation pendant 1h. Un cinquiéme des échantillons ont été réalisés en réplicats (trois réplicats
a chaque fois). Les mesures de pH ont ensuite été réalisées a 1’aide du pH-métre, avec une

précision au centiéme.

1.7.2- Mesures de la conductivité des sols

Des mesures de conductivité des sols ont également été réalisees a partir des mémes
préparations que pour les mesures de pH. Les mesures ont été faites a 1’aide du conductimétre,

avec une précision au dixieme.
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1.7.3- Mesure de fraction biodisponible et mobile des éléments du sol : extractions
chimiques des métaux

1.7.3.1- Réaction au CacClz : extraction de la fraction mobile

L’extraction des ¢éléments au CaCl, permet d’obtenir la fraction mobile (aussi appelée
échangeable) des sols. Cela correspond a la fraction susceptible d’étre présente en solution
lorsque le sol est saturé en eau. Des solutions de sols ont été préparées. Pour cela, 4 g de terre
tamisée a 2 mm ont été introduits dans un Falcon Tube de 50 mL, et 40 g de solution CaCl, ont
¢été ajoutés afin d’avoir un ratio terre/solution de 1/10. La solution de CaCl; a été préparée a
partir de poudre anhydre : 1,11 g de poudre ont été dilués dans un litre d’eau Milli Q. La solution
finale avait une concentration de 0,1 mol/L de CaCl. Un tiers des échantillons ont été realisés
en réplicats (trois réplicats a chaque fois).

Une fois la solution préparée, les 40 g ont été ajoutés dans chaque tube, puis ces derniers
ont été mis sous agitation pendant 24h. Le lendemain, les tubes ont été centrifugés pendant 20
minutes a 2500 rpm. Environ 30 mL du surnageant ont été filtrés a travers un filtre de 0,2 um.
Ces solutions de sol ont ensuite été envoyées au LAMA (LAboratoire des Moyens Analytiques)

pour I’analyse.

1.7.3.2- Réaction a 'EDTA : extraction de la fraction biodisponible

L’extraction des éléments a ’EDTA permet d’obtenir la fraction biodisponible, ¢’est-a-
dire susceptible d’étre absorbée et utilisée par les organismes vivants du sol. De la méme facon
que pour I’extraction au CaClz, des solutions de sols ont été préparées afin d’extraire la fraction
biodisponible des métaux. Le méme protocole que pour I’extraction au CaCl; a été appliqué.
Quatre grammes de sol ont été mélangés a 40 g de solution EDTA. La solution a été préparée a
partir de poudre anhydre : 18,6 g de poudre ont été dilués dans un litre d’eau Milli Q. La solution
finale avait une concentration de 0,05 mol/L d’EDTA. Un tiers des échantillons ont été réalisés
en réplicats.

Les tubes ont été mis sous agitation pendant 24h, puis centrifugés pendant 20 minutes a
2500 rpm. Environ 30 mL du surnageant ont été filtrés a travers un filtre de 0,2 um, puis les
solutions ont été envoyées au LAMA pour I’analyse. Les résultats obtenus ont été exprimés en

mg/L, puis convertis en ppm (partie par million, soit mg/kg).
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1.7.4- Mesures de la granulométrie des sols

Des mesures de granulométrie des sols ont été réalisés a I’'UNC (Université de Nouvelle-
Calédonie) a I’aide d’un granulometre laser, ainsi que du logiciel Mastersizer 2000. Pour cela,
environ 1 g de sol tamisé a 2 mm a été introduit dans un tube, puis de 1’eau a été ajoutée afin
de recouvrir la terre et le tube a été vortexé pendant 30 secondes. Avant d’introduire les
échantillons dans la machine, ces derniers ont été soumis a des ultrasons pendant 15 minutes
afin de casser les agrégats. Enfin, une goutte du mélange a été introduite dans la machine. Pour
chaque echantillon, cing mesures de granulométrie ont éte faites. Toutes ces mesures ont ensuite
permis de réaliser un triangle des textures (voir Annexe X) a partir des pourcentages de sables,

limons et argiles dans les sols.

1.7.5- Quantification des concentrations totales en éléments traces métalliques

Une analyse semi-quantitative a 1’aide de la spectrométrie de fluorescence X a éte réalisée.
Cette analyse renvoie la concentration totale des éléments chimiques présents dans le sol. Pour
cela, tous les sols tamisés a 2 mm ont été broyés mécaniquement pendant 20 minutes a 250
tours/minute avec un broyeur planétaire a billes de type ZM 200 (Retsch). Puis, les mesures de
fluorescence X ont été faites a 1’aide de ’appareil portable de type X-MET7500 SERIES
(Oxford Instruments) mis & disposition par le Service Géologique de la Nouvelle-Calédonie
(SGNC). Pour chaque échantillon, la durée d’analyse était de 60 secondes. Les données brutes

ont ensuite été corrigées par la méthode « Soil_fp ». Les résultats obtenus ont été exprimés en

ppm.

1.8- Analyses statistiques

Les analyses de corrélation entre la survie et les parametres physico-chimiques des sols ont
été réalisées avec le logiciel R version 3.6.3. Une Analyse Factorielle Multiple (AFM) et plus
précisément une Analyse en Composantes Principales (ACP) ainsi que des matrices de
corrélations réalisées avec le coefficient de corrélation de Pearson ont éte effectuées. Deux
matrices ont été faites pour les séries 1 et 2 de microcosmes. En effet, ces séries n’ayant pas été

réalisées avec les mémes protocoles, il n’était pas exact de les analyser ensemble.
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Un test de significativité des résultats de corrélation renvoyant la liste des p-values pour un
intervalle de confiance de 95% a également été réalise. L’Annexe XI regroupe les différents

scripts utilisés sur le logiciel R.

De plus, des statistiques descriptives a I’aide de boites a moustaches ont été faites sur tous
les paramétres physico-chimiques des sols: pH, conductivité, granulométrie, humidité,
concentrations totales en éléments traces métalliques et mesures de la fraction biodisponible et
mobile des éléments du sol. Deux groupes de sols ont été compares : ceux présentant une
« mauvaise survie », dont le nombre de jours pour atteindre 3% de la concentration initiale est
inférieur a 7, et ceux présentant une « bonne survie », dont le nombre de jours pour atteindre
3% de la concentration initiale est supérieur & 7. Les résultats sont présentés en Annexe XIII.

Des statistiques descriptives (moyenne, quartiles et médiane) ont également été utilisées

pour les calculs de pesées des microcosmes et d’évaporation d’cau.

2- Résultats
2.1- Pesées des tubes et évaporation

A chaque time point et pour les séries 1 et 2 (soit 20 sols), tous les tubes ont été peses afin
de vérifier que 1’évaporation n’était pas trop importante et que la quantité d’eau ajoutée était
homogeéne tout au long du suivi. Les pesées et calculs ont montré qu’il y avait entre -2,810 et
5,536 % d’évaporation, avec une moyenne de 0,037 % et seulement 0,020% des valeurs en
dehors de I’intervalle [-1 % ; 1 %]. Les valeurs négatives étaient probablement dues a une
condensation d’eau sur les tubes, qui les rendait 1égérement plus lourds. Le tableau 3 contient

quelques statistiques descriptives des valeurs.

Moyenne ler Quartile [Médiane 3eme Quartile
0,0374 0,0000 0,0522 0,1132

Tableau 3 - Statistiques descriptives des pourcentages d’évaporation d’eau pour les séries 1 et 2 (en

pourcentage)

Figure personnelle

Ces résultats ont montré que la perte d’eau par évaporation, en moyenne trés inférieure a
1%, était négligeable et que 1’on pouvait donc considérer que la quantité d’eau dans les tubes
restait homogene durant tout le suivi. Par conséquent, les pesées systématiques des tubes a
chaque time point n’ont plus été réalisées pour la série 3 et ne seront plus réalisées pour toutes

les séries suivantes.
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Le tableau 4 présente le pourcentage d’eau présente dans chaque sol au moment de
I’inoculation et durant tout le suivi pour tous les sols (eau présente naturellement + eau ajoutée

au moment de la réhydratation).

Eau (%) 14,4 15,8 15,9 17,5 18,7 18,8 19,5 21,4 22,4
| Nom du sol

Eau (%) 22,5 232 23,2 235 24,1 24,4 25,2 25,4 25,4 25,5
 Nom du sol

Eau (%) 25,7 26,8 28,8 29,5 29,6 30,0 30,3 32,1 32,4 32,7
| Nom du sol |

Eau (%) 32,9 33,9 34,1 35,2 36,8 37,4 39,3 39,6 40,2

Tableau 4 : Pourcentage d’eau contenue dans chaque sol
Bleu foncé : 0 — 10% d’eau, Bleu clair . 10 — 20% d’eau, Violet : 20 — 30% d’eau, Rose : 30 — 40% d’eau,
Orange : 40 — 50% d’eau

Figure personnelle

La variabilité de ces teneurs en eau peut s’expliquer par la composition différente des sols.
Les teneurs les plus élevées (autour de 40%) se retrouvent dans les sols les plus argileux comme
le SP1 127 ou le VLP 03, tandis que les teneurs les plus basses (autour de 10%) se retrouvent
dans les sols davantage sableux comme le SPI 103 ou le VLP 91 (sols du sud de la Grande

Terre, dits « rouges »).

2.2- Résultats des tests réalisés au cours des manipulations

Les tests de réensemencement des leptospires morts ont montré que, pour un des deux
inoculum, la culture était positive trois jours aprés réensemencement et incubation a 30°C. Par
conséquent et pour les séries 1 et 2, le suivi des leptospires morts n’est pas interprétable. Le
réensemencement n’a pas €té réalisé systématiquement, mais la culture revenue positive a suffi
a rendre I’interprétation impossible pour les leptospires morts et pour tous les sols des séries 1
et 2. De ce fait, le protocole concernant la préparation de 1I’inoculum mort a changé suite a ces
résultats. Au lieu de 10 minutes a 97°C, les leptospires ont été laissés pendant 20 minutes a
97°C.



Concernant les tests de centrifugation, les résultats ont montré que le fait de centrifuger et
laver les leptospires semblait les fragiliser, contribuant probablement & la trés forte décroissance
observée dans les premiers jours. En effet, sans centrifugation, la concentration en leptospires
était presque 100 fois supérieure a celle des tubes apres centrifugation, toute chose égale par
ailleurs. 1l a donc été choisi pour le deuxiéme protocole de centrifuger a une vitesse beaucoup

moins forte.

Enfin, concernant la possibilité de différer les extractions apres ajout du tampon de lyse,
les résultats ont montré qu’un délai de 3 jours maximum entre I’ajout du tampon et 1I’extraction
ne modifiait pas la concentration en leptospires. Cela a permis par la suite de s’adapter aux

contraintes du calendrier (jours fériés).

2.3- Détection de leptospires dans les sols natifs

Les quantifications par qPCR des leptospires présents naturellement dans les sols ont
montré que :

- Dans les tubes prélevés directement sur le terrain, 12,8 % présentaient des leptospires
détectables par qPCR, soit 5 sols sur 39.

- Dans les tubes de microcosmes « natifs » dans lesquels de 1’eau PPI a été ajoutée, 33,3 %
présentaient des leptospires détectables par qPCR a JO (13 sols sur 39) et 20,5 % en fin de

cinétique (8 sols sur 39).

La plus grande proportion de leptospires détectés dans les tubes de microcosmes natifs
s’explique par le fait que le sol a I’intérieur est issu du mélange des cinq prélévements
(probabilité plus importante de détecter des leptospires), alors que le tube prélevé directement

sur le terrain contient le sol d’un unique prélévement.

2.4- Suivi de la survie des leptospires dans les microcosmes de sol par qPCR
2.4.1- Premiere série de microcosmes

2.4.1.1- Suivi des leptospires vivants

La figure 13 représente le suivi de la concentration en leptospires aux différents time points
(JO, J4, J7,J14, J21, J28, J35, J42) pour la premiére série de microcosmes qui contenait 9 sols
(VLP 03, 14,39 1,39 2,41,52 1,52 2,55 et 56) et qui a été réalisée avec le protocole 1. A



JO, le jour de I’inoculation, chaque tube contenait 5 x 108 leptospires. Le choix d’une échelle

logarithmique se justifie par la trés forte diminution de la concentration dans les premiers jours.

10000000
— - ~d
) L R
£ S
& 1000000 e oTe
2 SN, P ezce,
= ‘\ " “‘-_‘ ~ .
o <
£ 100000 N EEE ST T
F R ORRES Tt T X
e 10000 B e Ty
S IR EEbacy STty N
@ 1000 B N L |
z I
D Y
2 »
E 100
=
@
g 10
=]
o
1
Jo 14 17 114 121 128 135 142
Jours post-inoculation
VLP 03 VLP 14 VLP39 1
VLP39 2 --® - VLP41 --® - VLP52_1
- - VIP52 2 - -@ - VLPS5 --® - VLP5S6

3% de la concentration initiale

Figure 13 : Evolution de la concentration en leptospires vivants/microcosme dans les sols en fonction
du temps pour la premiére série (protocole 1)
Les courbes en pointillés colorées représentent les différents sols et la courbe noire représente le seuil de 3% de

la concentration initiale, soit 150 000 leptospires/microcosme.
Figure personnelle

Les résultats montrent une décroissance trés rapide de la concentration en leptospires dans
les premiers jours. En effet, quatre jours aprés inoculation, 6 sols sur les 9 présentent déja une
concentration en-dessous du seuil de 3% de la concentration initiale, soit 150 000
leptospires/microcosme. Ce seuil de 3% a été déterminé en observant nos courbes de
décroissance et semble étre le plus discriminant afin d’interpréter nos résultats. Apres J4, la

décroissance se fait plus progressivement.

Une tendance semble se dégager en début de cinétique jusqu’a J14, avec les sols VLP 14,
41 et 55 qui semblent permettre une meilleure survie. Le sol 39 _2 semble permettre une moins

bonne survie. A partir de J14, on ne distingue plus ces tendances et les courbes s’entrecroisent.
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Par ailleurs, les resultats de la gPCR du contrdle plasmidique interne zZIAC ont montré que
tous les échantillons étaient ressortis positifs, signifiant que 1’extraction d’ADN avait bien

fonctionné.

2.4.1.2- Suivi des leptospires morts

La figure 14 représente le suivi de la concentration d’ADN des leptospires morts aux
différents time points (JO, J7, J14, J21) pour cette méme premiere série de sols. A JO, le jour de
I’inoculation, tous les tubes contenaient 5 x 10° leptospires supposés tués par chauffage, de la

méme maniére que pour les tubes contenant les leptospires vivants.
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Figure 14 : Evolution de la concentration d’ADN de leptospires morts/microcosme dans les sols en fonction du
temps pour la premiére série
Figure personnelle

Les résultats montrent une décroissance beaucoup plus importante des leptospires morts
par rapport aux leptospires vivants, méme a JO. En effet, a JO, on peut observer des
concentrations en ADN des leptospires morts de 34 jusqu’a 660 fois plus basses que les
concentrations en ADN des leptospires vivants. On peut donc supposer que la présence de
micro-organismes dans les sols dégrade trés rapidement I’ADN des leptospires morts. Cette
décroissance se poursuit au cours du temps, avec parfois une quantité qui n’est plus détectable

comme pour le sol VLP 39 1 par exemple (gris clair). Cependant, cette cinétique des leptospires
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morts n’est pas interprétable, car une des cultures aprés réensemencement des leptospires morts

s’est révelée positive.

Le sol VLP 56 (gris foncé) présente ici des aberrations a J14 et J21. En effet, la
concentration en ADN de leptospires croit pour ces deux time points. L’hypothése de la
présence d’une autre espece de leptospire, présente dans le sol d’origine, a été émise. Pour
confirmer ou infirmer cela, une gPCR SYBR Green ciblant le gene Ifb1, détecté uniquement
chez les espéces pathogeénes et virulentes, a été réalisée. Les résultats ont montré qu’a JO et J7,
la gPCR était positive et le pic de température de fusion était compatible avec la souche inoculée
L. interrogans Manilae. Cependant, a J14 et J21, la qPCR est négative, alors qu’elle était
fortement positive pour le gene lipL32. Ces résultats montrent que le leptospire présent n’est
pas L. interrogans Manilae, mais probablement une autre espece de leptospire pathogéne peu
virulente, qui est détectée avec la gPCR ciblant le géne lipL32 mais qui n’est pas détectée avec
la qPCR ciblant le géne Ifbl. Par ailleurs, de I’ADN de leptospire avait été détecté dans les
tubes natifs (donc sans ajout de I’inoculum), a JO mais également a J42, confortant trés
fortement I’hypothése de la présence d’une espéce de leptospire dans le sol autre que celle

inoculée.

2.4.2- Deuxieme et troisieme séries de microcosmes

2.4.2.1- Suivi des leptospires vivants

La figure 15 représente le suivi de la concentration en leptospires aux différents time points
(JO, J4, J7, J14, J21) pour les deuxieéme et troisieme séries de microcosmes, réalisé avec le
protocole 2, et qui comportait 30 sols (VLP 15, 16, 26, 35, 36, 37, 43, 46, 49, 76, 82, 90, 91, 92
et SPI 102, 103, 104, 105, 119, 127, 128, 135, 141, 145, 146, 147, 148, 149, 153, 154). Seules
15 courbes ont été représentées sur ce graphique. En effet, la représentation des 30 courbes
rendait la lecture et la compréhension difficiles. Par ailleurs, plusieurs courbes étaient
semblables. Ainsi, les courbes les plus représentatives du suivi global ont été représentées ici :
courbes extrémes et quelques courbes intermédiaires. Un graphique représentant 1’intégralité
des courbes est représente en Annexe VII.

A J0, le jour de I’inoculation, chaque tube contenait 5 x 10 leptospires, tout comme pour
la premiére série. Le choix d’une échelle logarithmique se justifie également par la trés forte
diminution de la concentration dans les premiers jours. La série 1 et les séries 2 et 3 n’ont

volontairement pas été reportées sur le méme graphique. En effet, pour les séries 2 et 3, le suivi
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ne s’est fait que sur 21 jours au lieu de 42 et avec des réplicats, et les conditions de préparation

de I’inoculum n’étaient pas les mémes entre les deux séries.
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Figure 15 : Evolution de la concentration en leptospires vivants/microcosme dans les sols en fonction du temps
pour 15 sols représentatifs des séries 2 et 3 (protocole 2)
Les courbes en pointillés colorés représentent les différents sols et la courbe noire représente le seuil de 3% de

la concentration initiale, soit 150 000 leptospires/microcosme.
Figure personnelle

Tout comme pour la premiére série de microcosmes, les résultats montrent une
décroissance rapide de la concentration en leptospires dans les premiers jours (entre JO et J4),
mais cette décroissance semble moins importante. On peut donc supposer que le fait de
centrifuger les leptospires une seule fois, plus longtemps mais moins fort au moment de la
préparation de I’inoculum les abime moins. De la méme fagon, la décroissance se poursuit
progressivement. Des tendances semblent plus facilement ressortir, avec par exemple les sols
VLP 92, SPI 127 et 149 (respectivement en noir, rouge et gris clair) qui semblent permettre une
meilleure survie et les sols VLP 35, SPI 104 et 154 (respectivement en bleu clair, violet et

marron clair) qui semblent permettre une moins bonne survie.
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Les PCR du plasmide zIAC ont montré quelques écarts entre les différentes valeurs pour
une série d’extractions, allant jusqu’a un facteur 10 de différence dans les concentrations. Ces
différences de concentrations se retrouvent aléatoirement sur les échantillons, et peuvent étre
dues a une variabilité sur 1’extraction d’ADN ou au rendement de la qPCR.

Concernant les sols VLP 90 et 91 (respectivement turquoise et orange), les premiers
résultats avaient montré des concentrations anormalement basses & chaque time point, y
compris JO. Par ailleurs, les qPCR réalisées sur le contréle interne plasmidique zIAC ont
¢galement montré des concentrations anormalement basses. L’hypothése de la présence
d’inhibiteurs de PCR dans ces deux sols a donc été émise. Aprés dilution a 1/10°™ de I’ADN
(permettant de réduire I’inhibition en diluant les inhibiteurs) puis multiplication des
concentrations obtenues par 10, les valeurs de qPCR sont revenues dans les normes (valeurs
représentées sur le graphique). L’hypothése de la présence d’inhibiteurs dans ces deux sols a

donc été fortement suspectée.

Les calculs de la quantit¢ d’EMJH ajoutée dans chaque tube a cause de la plus faible
centrifugation et donc d’un culot moins marqué, ont montré qu’il y avait entre 0,03 et 0,23 %
d’EMJH/tube de microcosme. Cette quantité a été jugée négligeable par rapport au volume de

terre dans le tube et donc sans impact significatif sur la survie des leptospires.

2.4.2.2- Suivi des leptospires morts

Les résultats du suivi des leptospires morts ont montré une diminution de survie trés
semblable aux données observées pour la premiere série de microcosmes. A JO, on constate une
tres forte diminution de concentration d’ADN des leptospires morts. Puis, la diminution de
concentration s’est faite progressivement mais sans se négativer pour tous les sols a J21. A
nouveau, ces résultats montrent qu’on ne peut pas conclure sur le fait de ne détecter que des

leptospires vivants lors des gPCR sur les séries de leptospires vivants.

2.5- Comparaison des résultats de survie des leptospires avec la composition des
sols

2.5.1- Calcul d’'une variable de survie des leptospires

Afin d’estimer la survie des leptospires dans les différents sols, il a été décidé de calculer

le temps nécessaire pour atteindre 3% de la concentration initiale dans les microcosmes. Cette
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(jours)

v

Temp

valeur a été choisie apres observation des courbes et semble étre correcte afin de discriminer
les différents sols. Cette méme valeur avait été utilisée dans un travail de these précédent
(Bierque 2020).

Pour cela, les pourcentages d’ADN résiduel de leptospires ont été calculés a chaque time
point, puis les équations des portions des droites logarithmiques contenant la valeur de 3% ont
été déterminées afin de calculer le nombre de jours. Le choix de calculer 1I’équation de la droite
logarithmique et non pas celle de la droite linéaire se justifie de par la cinétique de décroissance
de la concentration en leptospires, qui suit davantage une fonction logarithmique qu’une

fonction linéaire.

La figure 16 représente, par ordre croissant, le temps (en jours) nécessaire pour atteindre
3% de la concentration initiale (5 x 10° leptospires/microcosme) pour chacun des 39 sols. Une
moyenne des concentrations des leptospires morts a été faite et ce méme temps a été calculé et
introduit dans le graphique. Une discrimination a été faite entre les sols de la série 1 (en vert
sur le graphique, dont les microcosmes ont été réalises avec le protocole 1) et les sols des séries

2 et 3 (en bleu sur le graphique, dont les microcosmes ont été réalisés avec le protocole 2).
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Figure 16 : Temps (en jours) nécessaire pour atteindre 3% de la concentration initiale en leptospires a JO pour
les 39 sols et pour les leptospires morts
En orange : les leptospires morts
En vert : les 9 sols de la série 1 (protocole 1)

En bleu : les 30 sols des séries 2 et 3 (protocole 2)
Figure personnelle
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En moyenne, les leptospires morts mettent 7,9 jours pour atteindre 3% de leur
concentration initiale. Vingt-deux sols mettent moins de temps pour atteindre ce seuil, entre 2,3
et 7,8 jours. Dix-sept sols mettent davantage de temps pour atteindre ce seuil, entre 8,3 et 18,3
jours. Les résultats concernant les leptospires morts ont montré que I’ADN peut encore étre
détecté jusqu’a 21 jours, mais de maniére relativement homogéne dans tous les sols. Par
conséquent, les sols dont le temps pour atteindre le seuil de 3% se situe au-dela de 7,9 jours
contiennent, de maniére relative, davantage d’ADN de leptospires vivants que ceux Situés en-
dessous du seuil. Ces sols permettraient donc une meilleure survie des leptospires. Il n’est
cependant pas possible de comparer la série 1 avec les séries 2 et 3 étant donné que le protocole

de préparation de I’inoculum n’est pas le méme.

2.5.2- Corrélation entre la survie et les parametres physico-chimiques des sols

Différents paramétres physico-chimiques des sols ont été mesureés : le pH et la conductivité,
I’humidité, la granulométrie, la concentration totale en éléments traces métalliques et la fraction
biodisponible des éléments du sol (voir Annexes VIII et IX pour les tableaux de valeurs). Ces
parameétres ont été mesurés sur les séries 1 et 2 uniquement, par manque de temps a cause d’un
confinement de la Nouvelle-Calédonie au mois de septembre suite a 1’introduction du variant
Delta de la Covid-19 sur le territoire.

L’analyse granulométrique des sols a permis de réaliser un diagramme des textures (voir
Annexe X) et d’obtenir les pourcentages relatifs en sables, argiles et limons. Gréce a des
matrices de corrélations ainsi qu’une Analyse Factorielle Multiple (AFM), et plus précisément
une ACP (Analyse en Composantes Principales, figure 18), des relations entre ces parametres

et la survie des leptospires ont été cherchées.

Les matrices de corrélations (Figure 17), calculées avec le coefficient de corrélation de
Pearson, permettent de se rendre compte des relations entre les variables. Il a été décide de
séparer les deux séries de microcosmes pour construire les matrices de corrélation. En effet, les
séries 1 et 2 n’ayant pas été réalisées avec le méme protocole, il n’est pas possible de les
comparer. Par ailleurs, au vu de la quantité importante de variables explicatives, il a été décide

de ne presenter dans la figure présentant cette matrice que les variables dont la corrélation avec
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la survie était supérieure a 0,35 ou inférieure a -0,35 pour au moins un parametre. Les matrices

de corrélation complétes avec tous les parameétres sont présentées en Annexe XIV.
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Figure 17 : Matrices de corrélations comparant la survie des leptospires et les différents parameétres physico-

chimiques des sols

A gauche : premiére série de microcosmes et a droite : deuxieme série de microcosmes

Les ronds bleus représentent les corrélations positives et les ronds rouges les corrélations négatives. Plus
lintensité de la couleur est forte, plus la corrélation l’est. Les encadrés noirs correspondent aux corrélations du
parametre « Survie » que [’on souhaite expliquer.

Les matrices de corrélations montrent quelques résultats significatifs. Dans la premiere

série de microcosmes, la survie semble corrélée avec des concentrations totales en rubidium

(Rb) et zirconium (Zr) plus élevées (p-values pour un intervalle de confiance a 95% de 0,026

et 0,016 respectivement). Dans la deuxiéme série de microcosmes, la survie semble corrélée

avec une concentration en soufre (S) biodisponible et en aluminium (Al) mobile plus élevées,

et un pourcentage de sable plus faible (p-values de 0,047 ; 0,018 et 0,030 respectivement). Le

tableau 5 renvoie les p-values significatives des corrélations.

Premiére série de microcosmes

Deuxiéme série de microcosmes

Rb (fluo X)

Zr (fluo X)

% sable

S (EDTA)

Al (CaCl2)

Survie 0,026

0,016

0,030

0,047

0,018

Tableau 5 : P-values significatives des corrélations entre la survie et les paramétres physico-chimigues des sols

pour un intervalle de confiance a 95%

Figure personnelle réalisée d’aprés le logiciel R et la fonction cor.mtest
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La figure 18 représente les résultats de 1’ Analyse en Composantes Principales. Les deux

séries de sol ont été regroupées.
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Figure 18 : Résultats de I’ACP avec les variables pH, conductivité, humidité, granulométrie, centrifugation ainsi
que la fraction biodisponible des éléments du sol obtenue par extraction a ’EDTA
Les fleches noires représentent les variables explicatives. Plus elles sont longues, plus elles expliquent la
variabilité. La fleche rouge en pointillés représente le parameétre a expliquer « Survie », qui correspond au
nombre de jour pour atteindre 3% de la concentration a JO. Plus les fleches pointent dans la méme direction,
plus les paramétres qu ’elles représentent sont corréles. A l'inverse, des fleches pointant dans des directions
opposeées indiquent que les parameétres sont anti-corrélés. L axe des abscisses « Dim 1 » explique 24,09 % de la
variabilité et I'axe des ordonnées « Dim 2 » explique 18,32 % de la variabilité.

Le vecteur « Survie », que I’on cherche a expliquer, est de petite taille et traduit un manque
de puissance statistique probablement a cause du faible nombre de sols. Par conséquent, il est
difficile d’interpréter les résultats. Le paramétre « Survie » ne semble, a premiére vue, pas trés
bien expliqué par les autres parametres. Il semble cependant anti-corrélé avec plusieurs
paramétres comme la centrifugation des leptospires inoculés (ce qui avait déja été remarqué en
comparant les protocoles 1 et 2) ou encore la quantité de magnésium (Mg), de fer (Fe) et de

silice (Si) libérés par une incubation en présence d’EDTA, considérée comme biodisponible.

Les ACP avec les deux séries de sols séparees sont représentées dans I’annexe XII. Dans
cette méme annexe se trouvent les ACP pour les parametres communs (pH, conductivité,
humidité, granulométrie et centrifugation) et la fraction mobile des éléments chimiques obtenue
par extraction au CaCly, ainsi que les concentrations totales obtenues par spectrométrie de
fluorescence X, pour les deux séries de sols et pour les séries séparées. Pour une question de

lisibilité due au grand nombre de parametres, il a été décide de représenter trois graphiques
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differents. Les deux autres graphiques ainsi que les graphiques présentant les deux séries

séparément sont représentés en Annexe XII.

3- Discussion

Dans un premier temps, il a ét€ mis en évidence qu’au cours du temps, la concentration en
leptospires pathogenes au sein des sols diminue, de maniere exponentielle en début de cinétique
puis de maniere plus progressive. Ces observations montrent que les sols étudiés permettraient
aux leptospires pathogénes de survivre mais ne leur permettrait pas ou peu de se multiplier.

Ceci avait déja été mis en évidence dans des travaux précédents (Bierque 2020).

Des différences de survie entre les sols ont également été montrées, avec des temps pour
atteindre 3% de la concentration initiale variant de 2,3 a 18,3 jours. Cependant, ces temps de
survie sont a interpréter avec beaucoup de précautions. En effet, la série 1 et les séries 2 et 3 de
microcosmes ont été réalisées avec des protocoles différents, en particulier des temps et une
vitesse de centrifugation différents pour le lavage des leptospires inoculés. On ne peut donc pas
comparer la série 1 avec les séries 2 et 3 en termes de survie. Or, les neuf sols de la premiére
série, qui ont été centrifugés plus fort, se retrouvent presque tous en-dessous du seuil de 3% de
la concentration initiale en moins d’une semaine, a 1’exception de deux sols.

Ces observations ne permettent donc pas d’affirmer que ces différences de survie sont dues
uniquement a la composition des sols. Par ailleurs, les tests effectués sur la centrifugation
avaient montré que celle-ci fragilisait les leptospires et permettait donc une moins bonne survie.
Il est donc probable que la meilleure survie observée sur les séries 2 et 3 par rapport aux sols
de la série 1 soit due a la centrifugation moins forte.

Il est toutefois possible de comparer les sols de la premiere série entre eux et les sols des
séries 2 et 3 entre eux. Ainsi, dans la série 1, deux sols semblent permettre une meilleure survie :
VLP 41 et VLP 55. De méme, dans les séries 2 et 3, les différences de survie sont relativement
marquées, avec un temps pour atteindre 3% de la concentration initiale en leptospires variant
de 2,3 a 18,3 jours. Ainsi, quatre sols semblent se détacher du lot et permettre une meilleure
survie, les VLP 46, SP1 127, SP1 149 et VLP 92, en particulier ce dernier. De méme, quatre sols
ne semblent pas permettre une bonne survie, les SPI 154, VLP 35, SPI 104 et VLP 36.
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Le seuil de 3% de la concentration initiale a été choisi par observation de nos courbes et
apres calculs, mais également car la concentration en leptospires que cela représente peut encore
étre contaminante pour I’Homme. En effet, le seuil de 3% de la concentration initiale
correspond & 150 000 leptospires par microcosmes, soit 6 x 108 leptospires/kg de sol. A titre
comparatif, la DL1oo chez le hamster en laboratoire (Dose Létale pour tuer 100% des hamsters)
est de 10° leptospires injectés en intra-péritonéal. La dose infectante chez I’Homme n’est pas
connue, mais on peut supposer qu’une dose de 6 x 10® leptospires/kg de sol soit encore
infectante. Par ailleurs, cette valeur de 3% avait déja été utilisée dans un travail de these
précédent (Bierque 2020). Enfin, des essais ont été faits au cours de cette étude avec les valeurs
seuils de 1% et 5%, et les résultats étaient semblables, montrant une méme tendance de la
vitesse de dégradation.

Le choix de réaliser les microcosmes dans des tubes individuels correspondant a chaque
time point découle des manipulations réalisées précédemment au cours de théses et stages. En
effet, les premiers essais de microcosmes ont été réalisés dans des pots a coproculture contenant
10g de sol. Il s’est avéré que cette méthode n’était pas optimale car ne garantissait pas
I’homogénéité de distribution de 1’inoculum contenant les leptospires. Le choix du contenant
s’est alors porté sur des tubes individuels. Par ailleurs, différentes conditions avaient été testées
pour fermer les tubes : coton cardé, film transparent ou bouchon fermé partiellement. C’est

finalement le bouchon qui a été retenu, car c’est celui qui limitait le plus la perte d’eau.

La modification du protocole de réalisation des microcosmes au cours du stage nous a
permis de plutdt privilégier la deuxiéme méthode. En effet, le fait de réaliser des réplicats limite
les erreurs et permet une meilleure représentativité. Dans 1’idéal, il aurait méme ¢été judicieux
de réaliser des triplicats pour chaque tube, mais cela n’était pas réalisable en pratique car cela
représentait un nombre trop important de tubes.

De plus, il a été montré qu’une centrifugation trop forte fragilise les leptospires et diminue
leur capacité de survie. Il est donc judicieux de privilégier une centrifugation plus faible pendant
un temps plus long. Enfin, les résultats de la premiere série de microcosmes ont montré que la
décroissance des leptospires se fait rapidement et de maniere exponentielle en début de
cinétique (entre JO et J7, voir méme J4), puis est plus progressive. Ces observations peuvent

donc justifier de ne faire un suivi que jusqu’a J21 et non J42.
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Par conséquent, ce nouveau protocole de réalisation des microcosmes sera celui gardé pour
le reste des prélevements a réaliser. Des microcosmes avec les sols de la premiére série seront

a nouveau réalisés avec ce protocole modifié afin de pouvoir les comparer avec les autres.

De plus, le fait d’avoir réalisé cette étude au début du projet SpiRAL nous a permis de
tester plusieurs méthodes de réhydratation des sols. Dans les manipulations précédentes,
plusieurs techniques avaient été réalisées, notamment la réhydratation a pF3, c’est-a-dire la
quantité d’eau résiduelle apres avoir appliqué une pression de 1 bar sur un sol saturé en eau.
Cette méthode n’était pas entierement satisfaisante puisque les sols semblaient trop secs. Nous
avons donc décidé de saturer les sols, dans deux dispositifs différents : une boite de Pétri
inclinée et un entonnoir avec un filtre & 1,2 um. Aprés les premiéres manipulations, il s’est
avéré que 1’entonnoir, aprés aspiration sous vide de 1’eau résiduelle, semblait étre le meilleur
dispositif de réhydratation des sols, et sera probablement celui gardé pour les prochaines
manipulations. La question se pose cependant pour les sols tres argileux, pour lesquels la boite
de Petri resterait le meilleur dispositif de réhydratation, I’entonnoir ne permettant pas d’éliminer

suffisamment 1’eau résiduelle.

Gréace a I’analyse factorielle multiple ainsi qu’aux matrices de corrélations réalisées sur le
logiciel R, des relations ont été cherchées entre une bonne survie et la composition physico-
chimique des 20 sols des séries 1 et 2. Les résultats ont montré que pour la premiére série de
microcosmes, la survie semblait corrélée avec des concentrations totales en rubidium (Rb) et
zirconium (Zr) plus élevées. Dans la deuxiéme série de microcosmes, la survie semble corrélée
avec des concentrations en soufre (S) biodisponible plus élevées ainsi qu’avec des
concentrations en aluminium (Al) mobile et un pourcentage de sable plus faibles. La
concentration totale d’un élément inclut la part utilisable directement par les organismes du sol
mais également une part non utilisable. La fraction mobile (obtenue par extraction au CaCly)
correspond a ce qui va se retrouver en solution lorsque le sol est saturé en eau, et la fraction
biodisponible (obtenue par extraction a ’EDTA) correspond a ce qui va étre absorbé et
utilisable par les organismes présents dans le sol. Cela signifierait ici que pour certains éléments
(comme le rubidium et le zirconium) ce sont les concentrations totales qui influenceraient la
survie des leptospires. Pour d’autres éléments comme le soufre et I’aluminium, ce seraient les
fractions labiles (respectivement biodisponible et mobile) qui influenceraient la survie des
leptospires. Cependant, ces suppositions ne sont pas interprétables, car tous les éléments n’ont

pas été mesurés avec les trois méthodes. En effet, ici, les concentrations totales en soufre et
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aluminium n’ont pas été quantifiées, et les fractions mobile et biodisponible du rubidium et du
zirconium n’ont pas été quantifiées non plus. Ces éléments limitent 1’interprétation quant a
I’impact d’une concentration totale ou d’une fraction extraite sur la survie des leptospires.

Certaines tendances semblent également ressortir, comme une corrélation positive entre la
survie et le pH (corrélation a 0,51), mais les résultats ne sont pas significatifs (p-value a 0,107).
11 avait cependant déja été démontré qu’un pH neutre a Iégerement alcalin était favorable a la
survie des leptospires (Bierque 2020).

Cependant, ces résultats sont a interpréter avec beaucoup de précautions. En effet, apres
analyse des résultats de granulométrie, il s’est avéré qu’il y avait eu des erreurs de lecture,
probablement a cause d’une mauvaise dispersion des particules fines. En effet, les sols du sud
dits « rouges » (VLP 90, 91, 92 et SPI 102 et 103) ont été classés comme étant plut6t argileux
alors qu’ils semblaient contenir des particules plus proches du sable. Par ailleurs, tous les sols
ont été regroupés dans la méme entité sur le triangle des textures (voir Annexe X) alors qu’ils
présentaient en réalité des granulométries différentes. Les mesures vont donc étre refaites avec
un nouveau protocole permettant une meilleure suspension des particules d’argile et donc une
lecture plus exacte. Enfin, la quantification des concentrations totales en éléments traces
métalliques grace a la spectrométrie de fluorescence X donne une analyse semi-quantitative et

est fiable pour avoir une tendance mais ne permet pas d’avoir des résultats entierement exacts.

Les résultats de I’ACP et des matrices de corrélations n’ont donc pas montré beaucoup de
corrélations entre la survie des leptospires et les parameétres physico-chimiques des sols. De
plus, les analyses ont été faites séparément pour les deux séries de microcosmes, qui n’avaient
pas été réalisées avec les mémes protocoles, et les résultats obtenus n’ont pas €té¢ les mémes
pour les deux séries. En réalisant une matrice de corrélations avec I’ensemble des sols, aucune
corrélation significative n’est ressortie. Le fait de n’avoir que peu de sols dans chaque série
(neuf pour la premiére série et onze pour la deuxiéme série) a trés certainement impacte cette
différence constatée. Les corrélations obtenues ne sont donc pas extrapolables a I’ensemble des
sols. Par ailleurs, les concentrations des éléments pour lesquels la corrélation était significative
sont relativement faibles dans les sols, de I’ordre de la dizaine de ppm pour le rubidium, de la
centaine de ppm pour le zirconium, du dixiéme de ppm pour 1’aluminium et entre 0 et 20 ppm
pour le soufre. Il existe donc probablement d’autres paramétres majeurs expliquant les
différences de survie des leptospires. Enfin, les résultats sont significatifs pour certains
parameétres mais les p-values restent relativement élevées, ne descendant pas en-dessous de
0,016.
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Afin d’avoir davantage de résultats significatifs, il serait d’une part intéressant d’avoir
davantage de sols, ce qui sera réalisé dans la suite du projet. Au cours de cette these, 19 autres
sols (série 3) ont été prélevés en plus de ceux des séries 1 et 2. Malheureusement, par manque
de temps dd a un confinement strict du territoire, les analyses physico-chimiques de ces 19 sols
n’ont pas pu étre réalisées dans les temps. Il aurait été intéressant de réaliser les matrices de
corrélation et ACP avec I’intégralité des sols prélevés, soit 39, au lieu des 20 dont les analyses
avaient pu étre faites, afin de chercher d’autres corrélations entre la survie des leptospires et la
composition physico-chimique des sols.

D’autre part et afin d’avoir davantage de résultats significatifs, il serait intéressant de
mesurer d’autres parameétres physico-chimiques qui n’ont pas pu étre mesurés ici, comme la
porosité des sols, la teneur en dioxygeéne, la concentration en sels ou encore la capacité
d’échange cationique. Des corrélations positives entre la survie et ces trois derniers parametres
ont déja été démontrées (Bierque 2020). Il serait également intéressant de s’intéresser aux
interactions entre les leptospires et les autres micro-organismes du sol comme les amibes afin
de voir si ces interactions favorisent la survie. Des études sont actuellement en cours,

notamment au sein des Work Packages 1 et 2 du projet SpiRAL.

Concernant la recherche de leptospires dans les sols natifs, les résultats montrent qu’une
part non négligeable des sols contient des leptospires présents naturellement. Cependant, les
détections en gPCR sont parfois trés tardives, ce qui signifie que les quantités détectées sont
relativement faibles. De plus, le géne lipL32 ciblé par la gPCR est présent également chez les
leptospires pathogénes peu virulents. Par conséquent, sans réaliser une gPCR ciblant un gene
détecté uniquement chez les espéces pathogenes virulentes, comme le gene Ifb1, ou sans réaliser
un séquencage du génome, il n’y a aucun moyen d’affirmer que ces leptospires détectés sont
virulents et représentent donc un réel danger. Il serait donc intéressant d’investiguer la nature
des especes détectées naturellement dans les sols afin de savoir si ces leptospires représentent

un danger pour I’Homme et afin de prévenir les propriétaires des parcelles prélevées.

La cinétique des leptospires morts n’a pas été conclusive. En effet, I’ADN dans ces tubes
était supposé ne plus étre détecté rapidement, par ’action de dégradation par les micro-
organismes du sol (Casanovas-Massana et al. 2018). Ainsi, nous aurions pu affirmer que I’ADN
détecté dans les microcosmes de leptospires vivants appartenait bien a des leptospires vivants
et donc potentiellement virulents. Cependant, malgré une trés forte diminution de concentration

a JO par rapport a la quantité inoculée, les leptospires morts étaient encore détectés a J21. On
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ne peut donc pas conclure sur le fait de ne détecter que de I’ADN de leptospires vivants lorsque
les gPCR sur les leptospires vivants sont réalisées. L’ ADN quantifié peut également provenir
de leptospires morts. Par ailleurs, les tests de réensemencement des leptospires morts nous ont
montré que les leptospires supposes tués par chauffage n’étaient finalement pas tous morts. Les
données scientifiques sur la résistance des leptospires a la température suggeérent pourtant leur
mort aprés quelques minutes a 50°C, ce que nos résultats infirment.

Cependant, les courbes de décroissance des leptospires morts étant relativement
homogenes entre les différents sols, I’hypothése qu’il y ait une méme quantité d’ADN de
leptospires morts dans tous les sols peut étre émise. Ainsi, si une concentration d’ADN détectée

est plus importante, on peut supposer qu’elle provient de leptospires vivants.

Ces manipulations sur les leptospires morts nous ont permis de supposer la présence
d’autres especes de leptospires pathogenes dans les sols. En effet, le sol VLP 56 présentait une
cinétique anormale pour les leptospires morts, avec des concentrations qui augmentaient au
cours du temps. Cette espéce de leptospire, dont I’ADN est détecté en qPCR ciblant le géne
lipL32 et non détecté en gPCR ciblant le gene Ifbl, serait potentiellement une espéce pathogene
mais peu virulente (Thibeaux et al. 2018). Il serait également intéressant d’investiguer la nature
de I’espece de ces leptospires détectés, par le biais de gPCR ciblant des genes différents ou
encore grace au séquencage du génome apres isolement.

Par ailleurs, ces résultats supposent qu’il y ait potentiellement cette espéce ou méme encore

d’autres especes de leptospires dans les sols.

Concernant le contrble interne plasmidique zIAC, ce dernier devait servir de contrble
quantitatif afin de valider les extractions et les gPCR. Cependant, dans de nombreux cas, des
différences de concentrations pouvant varier d’un facteur dix ont été mises en évidence.
L’hypothese la plus probable est une variabilité sur 1’extraction d’ADN ou au niveau du
rendement de la gPCR. Ce contrble interne a surtout éte semi-quantitatif dans nos
manipulations. Lorsque la gPCR zIAC était positive sans atteindre des valeurs de Ct extrémes,
nous avons pu conclure que I’extraction s’était bien déroulée et que la qPCR lipL32 était
interprétable. Néanmoins, un contréle quantitatif a pu étre mis en place dans le cas des sols VLP
90 et 91, qui présentaient trés probablement des inhibiteurs. Les concentrations en plasmide
étaient jusqu’a 100 000 fois inférieures aux valeurs usuelles, confortant ainsi 1’hypothése de la
présence d’inhibiteurs de PCR dans le sol, inhibant la gPCR lipL32 mais également la g°PCR

ZIAC. La dilution de I’ADN de ces sols au 1/10°™ a permis de retrouver des valeurs de
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concentrations du plasmide zIAC dans les normes et de calculer les concentrations en

leptospires.

Le nombre relativement faible de prélévements de sols effectués, ainsi que le fait que le
protocole ne soit pas le méme pour les deux séries de manipulations, font qu’il y a peu
d’échantillons comparables (9 dans la premiere série de microcosmes, 11 dans la deuxiéme et
19 dans la troisiéme, pour laquelle les analyses physico-chimiques n’ont pas pu étre été
réalisées). Ce nombre restreint de prélévements reduit la puissance statistique et limite donc la
portée de nos conclusions. De plus, les mauvaises conditions météorologiques (cyclones et
fortes pluies) causées par le phénomeéne climatique La Nifia ont fait que beaucoup de missions
ont été annulées et/ou reportées car les sols étaient détrempés et les terrains non praticables.

De ce fait, les 20 prélévements de sols présentés dans ce rapport et pour lesquelles les
analyses physico-chimiques ont été faites ne sont pas représentatifs de la Grande Terre
puisqu’ils sont concentrés sur la moitié sud et la cote ouest de la Nouvelle-Calédonie. En effet,
les prelévements réalisés dans le nord de la Grande Terre font partie de la série 3, dont les
analyses physico-chimiques n’ont pas pu étre faites. Les résultats des matrices de corrélation et
ACP présentés ne sont donc pas extrapolables a tout le territoire.

Toutefois, ce travail permet de montrer les approches statistiques qui pourront &tre mises
en ceuvre avec un nombre plus élevé de sols lorsque ceux-ci auront été préleves et étudiés. En
effet, les matrices de corrélations ainsi que les ACP semblent étre les outils les plus adaptés afin
de rechercher les corrélations entre la survie des leptospires et les paramétres physico-
chimiques des sols. Ce travail a également permis 1’élaboration d’un protocole précis qui
semble adapté aux manipulations. Aprées plusieurs tests et modifications des protocoles,
concernant a la fois la réhydratation des sols mais également la réalisation des microcosmes,
les résultats obtenus semblent en adéquation avec ces nouveaux protocoles. Ces derniers seront

donc utilisés a I’avenir pour la suite des prélévements de sols.
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CONCLUSION

Cette etude avait pour but de déterminer les caractéristiqgues des sols de Nouvelle-
Calédonie permettant une bonne survie des leptospires pathogénes, a partir de prélevements
réalisés a 1’échelle de la Grande Terre. Le modéle d’étude était Leptospira interrogans Manilae,
une souche de leptospire pathogéne pour I’Homme et I’animal.

Les résultats ont montré des différences de survie des leptospires relativement marquées
entre les sols. Par ailleurs, les relations entre la survie et les paramétres physico-chimiques des
sols ont montré des corrélations positives entre la survie et la quantité de rubidium, zirconium
et soufre, ainsi qu’une corrélation négative entre la survie et la quantité d’aluminium et de sable
dans le sol. Les quantités de ces éléments étant relativement faibles dans les sols, il serait
intéressant de réaliser des analyses supplémentaires sur d’autres paramétres du sol afin
d’expliquer davantage la survie, comme la porosité, la teneur en dioxygene et en sels ou encore
la capacité d’échange cationique. Des tendances ressortent également entre survie et pH : un

pH neutre a légerement alcalin favorisait la survie des leptospires.

Cette étude s’est inscrite & une échelle beaucoup plus vaste dans le projet SpiRAL. Cent-
onze prélevements de sols doivent encore étre réalisés pour couvrir I’ensemble de la Grande
Terre. L objectif est de mieux comprendre 1’habitat des leptospires en dehors d’un hdte en se
basant sur une approche holistique de la composante environnementale de la maladie. Ainsi,
sont étudiés 1’habitat environnemental des leptospires (eaux et sols), les interactions de ces
bactéries avec d’autres micro-organismes ou encore avec les particules du sol, ainsi que la
dynamique de dispersion des leptospires dans I’environnement, en particulier les eaux
d’inondation et de crue lors de fortes pluies. L’objectif final du projet est d’agir sur la prévention
de cette maladie négligée pourtant tres présente, en informant mieux les autorités de santé
publique ainsi que les populations. Cette prévention passera par la création de modeles spatiaux

du risque a I’échelle de la Grande Terre de Nouvelle-Calédonie.
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ANNEXES

Annexe I : Nombre de cas humains de leptospirose par mois en 2020-2021
en Nouvelle-Calédonie

Nombre de cas menusels de leptospirose déclarés en Nouvelle-Calédonie
du 01/01/2020 au 23/08/2021
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Annexe II : Récapitulatif des 39 points de prélevements : communes et types

de sols

VLP 03
VLP 14

VLP 15

VLP 16

VLP 26

VLP 35

VLP 36
VLP 37
VLP 39
VLP 41
VLP 43
VLP 46
VLP 49
VLP 52

VLP 55

VLP 56

VLP 76

VLP 82

VLP 90
VLP 91

Boulouparis
Dumbeéa

Farino

Hienghéne

Kaala Gomen

La Foa

La Foa

La Foa

La Foa
Moindou
Mont Dore
Mont Dore
Nouméa

Paita

Paita

Paita

Sarraméa

Touho

Yaté

Yaté

Haplic Fluvisols
Haplic Fluvisols

Haplic Cambisols (Magnesic) associés a des Lithic Leptosols sur
péridotites

Ferralic Cambisols (Dystric) associes a des Haplic Ferralsols
(Dystric) sur roches metamorphisees et volcano-sedimentaires

Ferralic Cambisols (Dystric) associes a des Haplic Ferralsols
(Dystric) sur roches metamorphisees et volcano-sedimentaires

Vertic Cambisols (Eutric) associés a des Lithic Leptosols sur
roches basiques

Haplic Fluvisols

Haplic Fluvisols

Haplic Vertisols associés a des sols hydromorphes

Haplic Fluvisols

Posic Ferrasol (Ferritic) sur peridotites

Haplic Fluvisols

Vertic Cambisols (Eutric) associés a des Rendzic Leptosols

Haplic Vertisols (Magnesic) associés a des apports de Cambisols
sur péridotites

Vertic Cambisols (Eutric) associés a des Lithic Leptosols sur
roches basiques

Haplic Vertisols (Magnesic) associés a des apports de Cambisols
sur péridotites

Haplic Fluvisols

Ferralic Cambisols (Dystric) sur roches volcano-sedim et Haplic
Ferrasols (Dystric) sur inclusion de gabbro des peridotites du
Sud

Posic Ferrasol (Ferritic) sur péridotites

Posic Ferrasol (Ferritic) sur péridotites
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VLP 92 Yaté Haplic Fluvisols (Ferritic)
SP1102 Yaté Haplic Fluvisols (Ferritic)
SPI1103 Yaté Haplic Fluvisols (Ferritic)
SPI 104 Hienghene Ferralic Cambisols (Dystric) associes a des Haplic Ferralsols (Dystric) sur

roches metamorphisees et volcano-sedimentaires

SPI1105 Hiengheéne Ferralic Cambisols (Dystric) associes a des Haplic Ferralsols (Dystric) sur
roches metamorphisees et volcano-sedimentaires

SPI119 Sarraméa Lithic Leptosols associes a des Ferralic Cambisols sur roches volcano-
sedimentaires

SPI1127 Pouembout Haplic Vertisols (Magnesic) associes a des apports de Cambisols sur
peridotites

SPI1128 Kaala Gomen Haplic Vertisols (Magnesic) associes a des apports de Cambisols sur
peridotites

SPI135 Hienghéne Haplic Regosols associes a des Ferralic Cambisols sur roches

metamorphisees

SPlI141 Bourail Lithic Leptosols associes a des Ferralic Cambisols sur roches volcano-
sedimentaires

SPI 145 Bourail Vertic Cambisols (Eutric) associes a des Rendzic Leptosols

SPl 146 La Foa Vertic Cambisols (Eutric) associes a des Rendzic Leptosols

SP1147 Bourail Vertic Cambisols (Eutric) associes a des Rendzic Leptosols

SP1148 Bourail Vertic Cambisols (Eutric) associes a des Rendzic Leptosols

SP1 149 Voh Haplic Cambisols (Magnesic) associes a des Lithic Leptosols sur
peridotites

SPI153 Touho Ferralic Cambisols (Dystric) sur roches volcano-sedim et Haplic

Ferrasols (Dystric) sur inclusion de gabbro des peridotites du Sud

SPI1154 Farino Ferralic Cambisols (Dystric) sur roches volcano-sedim et Haplic
Ferrasols (Dystric) sur inclusion de gabbro des peridotites du Sud



Annexe III : Protocole ajusté d’extraction d’ADN des sols grace au kit
DNeasy PowerSoil Kit de Qiagen

10.
11.

12.

13.

14.

15.
16.

17.

18.

19.

Verser le contenu des tubes PowerBead dans les tubes de microcosmes. Bien
homogénéiser.

Ajouter 60 pL de solution C1 ainsi que 10 pL du plasmide zIAC dilué au 1/1000°™,
Vortexer brievement.

Mettre les tubes dans le MagnaLyser et vortexer a 2500 rpm pendant 5 minutes (3 fois
90 secondes + une fois 30 secondes).

Centrifuger les tubes a 15 000 g pendant une minute. Ajouter une minute supplémentaire
pour les échantillons de sols argileux.

Transférer 500 pL de surnageant dans un tube Eppendorf propre de 2 mL. Le surnageant
peut encore contenir des particules de sols.

Ajouter 250 pL de solution C2. Vortexer pendant 5 secondes puis mettre les tubes a
incuber & 4°C pendant 5 minutes.

Centrifuger les tubes a 10 000 g pendant une minute.

En évitant le culot, transférer 600 L du surnageant dans un tube Eppendorf propre de
2mL.

Ajouter 200 pL de solution C3. Vortexer brievement puis mettre les tubes a incuber a
4°C pendant 5 minutes.

Centrifuger les tubes a 10 000 g pendant une minute.

En évitant le culot, transférer jusqu’a 750 pL de surnageant dans un tube Eppendorf
propre de 2 mL.

Bien remuer la solution C4 et en ajouter 1200 pL au surnageant. VVortexer pendant 5
secondes puis spiner.

Charger 675 pL sur une colonne MB Spin et centrifuger a 10 000 g pendant une minute.
Jeter ce qui est passé a travers la colonne.

Répéter I’étape 13 jusqu’a ce que la totalité de I’échantillon soit passé sur la colonne (3
passages en tout).

Ajouter 500 pL de solution C5. Centrifuger a 10 000 g pendant 30 secondes.

Jeter ce qui est passé a travers la colonne, puis centrifuger a nouveau a vide a 10 000 g
pendant une minute.

Placer précautionneusement la colonne MB Spin dans un tube Eppendorf propre de 2
mL. Eviter d’éclabousser la colonne avec la solution C5.

Ajouter 30 pL de solution C6 au centre de la membrane filtrante de la colonne. Laisser
la membrane s’imprégner pendant 5 minutes.

Centrifuger le tube a température ambiante a 10 000 g pendant une minute. Jeter la
colonne MB Spin et conserver le tube a 4°C.
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Annexe IV : Protocole d’extraction d’ADN en solution grace au kit QIAamp

DNA Mini Kit de Qiagen

1. Prélever 200 pL de culture a extraire et transférer dans un tube de 1,5 mL.

2. Ajouter 200 pL de tampon AL.

3. Dans le bouchon du tube, ajouter 25 pL de protéinase K. Agiter et vortexer.

4. Laisser incuber pendant 30 minutes minimum a 56°C.

5. Ajouter 230 puL d’éthanol absolu, puis vortexer et pulser.

6. Transférer le contenu sur une colonne QIAamp Mini spin, puis centrifuger a 13 000 rpm
pendant une minute.

7. Transférer la colonne sur un nouveau tube et ajouter 500 puL de tampon AWL.
Centrifuger a 13 000 rpm pendant une minute.

8. Transférer la colonne sur un nouveau tube et ajouter 500 puL de tampon AW2.
Centrifuger a 14 000 rpm pendant 3 minutes.

9. Jeter ce qui est passé a travers la colonne puis centrifuger a vide a 14 000 rmp pendant
une minute.

10. Transferer la colonne sur un nouveau tube de 1,5 mL.

11. Eluer avec 30 pL de tampon AE. Laisser la membrane s’ imprégner pendant 5 minutes.

12. Centrifuger le tube a 13 000 rpm pendant une minute. Jeter la colonne et conserver le

tube a 4°C.
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Annexe V : Rappel de la technique de gPCR Tagman

——

1) Le « Reporter » émet de la
fluorescence, qui est absorbée
par le « Quencher » car les
deux molécules sont liées.

— »e

«

2) Avec la polymérisation de
'ADN, la sonde est dégradée
et le « Reporter » va se
détacher du « Quencher ».

3) Dégradation de la sonde
avec la polymérisation : le

« Quencher » n"absorbe plus
la fluorescence émise par le
« Reporter » : la fluorescence
est alors détectée.

Fluorescence détectée

4) A la fin de 'amplification de
I’ADN, la fluorescence émise par le
« Reporter » est proportionnelle
au nombre de copies réalisées,
donc ala quantité d’ADN présent
initialement.

Sonde TagMan
Rond vert : « Reporter »,
molécule qui émet de la

> fluorescence
Rond orange : « Quencher »,
molécule qui absorbe la
fluorescence émise par le
« Reporter »

Figure réalisée d’apres Van der Velden et al. Leukemia (2003) 17, 1013-1034.
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Annexe VI : Rappel de la technique de qPCR SYBR Green

Annealing phase

Extension phase () Extension phase (II)

[ ]
—®e "’ e wawww °
® ° ® L] ® ]
° « +— ® PE = 3 P S S S S
™ L ] ®
®

1) Toutes les molécules
intercalantes SYBR Green sont
non-fluorescentes car libres
dans le milieu et non liées &
I'ADN double-brin.

2) Phase d'extension : les molécules
intercalantes SYBR Green se fixent &
I'ADN double-brin au moment de la
polymérisation et deviennent
fluorescentes.

Figure réalisée d’apres Van der Velden et al. Leukemia (2003) 17, 1013-1034.

End of PCR cycle
L ]

L ]

3) Ala fin de la PCR, toutes les
molécules SYBR Green lides &
I'ADN double-brin sont
fluorescentes : la fluorescence
est donc proportionnelle a la
quantité d’ADN amplifiée.

Molécule intercalante SYBR
® Green non fluorescente car
non liée a 'ADN double-brin

Molécule intercalante SYBR
W Green fluorescente car lige a
I'ADN double-brin
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Annexe VII : Evolution de la concentration en leptospires
vivants/microcosme dans les sols en fonction du temps pour I'intégralité
des 30 sols des séries 2 et 3 (protocole 2)
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iques des 20 sols des séries 1 et 2 (pH,

, granulométrie et spectrométrie de fluorescence X)
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Annexe IX : Mesures de la fraction biodisponible et mobile des éléments des
20 sols des séries 1 et 2 - extractions chimiques des métaux grace a 'EDTA
(tableau du haut) et au CaCl; (tableau du bas)

Fraction biodisponible des éléments du sol - extractions chimiques EDTA (mg/L)

Nom du sol [Ca Mg (K P Si Al [Ti |Fe Mn ([Ni (Co |Cr |Cu (Zn [Pb |S Sb |Se |Ba |V

VLP 03 240,8| 27,7| 4,4 0,6 53,6/ 29,1| 0,3| 117,9 84| 25| 15| 1,2/ 08| 0,3 0,3 2 0| 0f 44|16

VLP 14 283,7 57| 15,1| 31,1| 43,3| 18,5| 0,1| 155,7| 135,6| 49,2| 16,8| 0,4| 0,6( 7,1 28| 19| O 0| 09| 0,2

VLP 15 230,2 22| 9,5| 10,8| 13,9| 41,7| 0,3| 160,4| 68,5| 0,2| 0,7| 0,1| 0,8/ 0,6/ 0,8 44| 0| 0| 22|07

VLP 35 6,9 54 2 0| 8,2 301 0,1| 137,4| 293,4| 21,7| 30,7| 2,4| 0,2] 0,5 0,2| 10,1| 0,1| 0,1 0,3| 0,2

VLP 36 4,5 12| 12 ol 1,3 51|01 84,7 686/ 15/ 09| 1,2( 01|01 01 53| 0Ol 0|01 01

VLP 37 8,5 13,5 0,6 ol 9,7 11,5 0,1 29,6 72,7 93| 95| 04|01 0,2 0,1 189| 0| 0| 0,1 0,2

VLP 39 1 268,8 31| 3,5| 02| 13| 49,5| 08| 76,7 449| 04| 16|01 09 06| 07 1,8 0| 0| 05| 0,7

VLP 39 2 110,9| 15,2| 83| 04| 14,1]| 39,8| 0,2| 42,7 10 0,2 0,2 0] 01|22 03| 27 0| 0f21 01

VLP 41 89,9 16,7| 13| 14| 89| 482 0,3| 86,8 80,9 05 1,301 0,2 01| 05 2 0| 0f[0,7]03

VLP 49 Na 35,5( 14,3 0,3 12,9 44| 0O 3,8| 16,7 1,3 03| 0| 08| 04| 29,2 3,9/ 0,1] 0f 47| 0,1

VLP 52_1 2629| 26,9 3,6/ 21| 26,9| 37,4| 0,8| 1454 687 35| 1,6|0,2| 1,1| 0,6 05 22 0] 0] 19|08

VLP 52_2 152,4| 77,5 5 0,8 20,1| 30,8/ 0,5/ 110,9| 212,6| 0,5 25| 0,1 09| 0,3 05 2,7[ 0] 01| 1,8/ 0,8

VLP 55 393,4 37| 32,1| 5,6| 23,5| 33,4| 0,5/ 61,6 55| 04| 11| 00,706 03| 46| O 0] 12|05

VLP 56 391,8| 20,1| 19,5| 12,2| 19,5 31| 0,5/ 140,6/ 682| 3,6/ 1,5/ 0,2| 13| 1,2 1,4 47 0] 0| 1,8/ 0,6

VLP 90 85| 202,9| 17,5 0| 48| 18,3 0,1| 86,9 159,1| 57,6/ 19| 0,3| 0,2 0,8 0,1| 1,2| 0| 0,1| 0,1 0,2

VLP 91 138,1| 164| 6,5/ 1,1 103| 21,3| 0,1| 69,5 253 1,4 04 0|03|05 03 15 0| 0f21 01

VLP 92 162,3| 16,4| 12,7| 3,5 7,3| 31|01 81| 329| 15| 03| 01| 02| 06/ 0,6 3| 0| 0f26|/01

VLP 76 575,2| 46,4| 17,8 101| 14,9| 22,3| 0,2| 70,6/ 149| 08| 03| 01| 0,4| 2,5 0,2 41 0] 015/ 04

SP1 102 82,1 74| 15| 01| 33| 19| 04| 114,2| 345 3,2 26| 29| 01| 03| 041 10,6/ 0,1] 0| 0|01

SP1103 2 3 0,7 o -0,1 5[ 0| 16,8 03| 03 0o/o4| of O ol o5 0/ of of O

Fraction mobile des éléments du sol - extractions chimiques CaCl2 (mg/L)

Nom du sol |Mg Na K P Si Al Ti Fe Mn Ni Co Cr Cu (Zn As Pb Cd Sb [Se Ba Vv
VLP 03 95,199(13,932| 3,747(0,029|11,134|0,009(0,000| 0,008| 0,727|0,011(-0,033| 0,001|0,002|0,011| 0,011| 0,002| 0,000|0,009| 0,007| 1,454|0,006
VLP 14 118,374| 6,171(12,458(0,034|13,379|0,006(0,000| 0,015| 0,002|0,288|-0,034| 0,001|0,001|0,007|-0,002|-0,005| 0,000|0,005|-0,007| 0,152|0,003
VLP 15 37,113| 8,073| 2,050(0,008| 3,739|0,018(0,000| 0,014| 0,014|0,004(-0,034| 0,001|0,000(0,013| 0,004| 0,005| 0,000(0,005| 0,000| 0,073|0,003
VLP 35 33,885(15,945| 4,196(0,012| 1,489|0,073(0,000| 0,015| 0,241|0,013(-0,034| 0,001|0,000(0,006| 0,002| 0,006| 0,000|0,009| 0,007| 0,907|0,004
VLP 36 21,433| 7,667| 0,753[0,009| 2,077|0,116|0,000| 0,007| 0,314|0,039|-0,037|-0,001|0,000(0,009|-0,003| 0,003| 0,000|0,006| 0,020| 0,275 0,002
VLP 37 61,665 6,453| 2,021(0,009| 7,420|0,013(0,000| 0,017| 0,020|0,045(-0,037|-0,001|0,001|0,010| 0,004|-0,003| 0,000|0,008|-0,005| 0,257|0,004
VLP 39_1 80,171(30,991| 3,908(0,013| 5,700|0,008(0,000| 0,015| 0,224|0,005(-0,034|-0,001|0,000(0,009| 0,002| 0,003| 0,000(0,006| 0,005| 0,166|0,003
VLP 39_2 52,519( 9,289(28,069(0,062| 6,744|0,032(0,001| 0,025| 0,019|0,001|-0,034| 0,000|0,002(0,008| 0,006| 0,002|-0,001|0,002|-0,004| 0,192|0,001
VLP 41 54,079| 8,878|17,085(0,351| 6,781|0,022(0,000| 0,026| 0,050|0,053(-0,034| 0,001|0,004|0,008|-0,001| 0,001| 0,000|0,003|-0,009| 0,378|0,002
VLP 49 19,425| 8,881| 9,871|0,007| 7,268(0,002|0,000( 0,008| 0,001|0,002|-0,035(-0,001(0,002|0,012 0,000 0,005|-0,001|0,006 0,011 1,573(0,003
VLP 52_1 118,582( 5,436(14,986(0,014|17,094|0,011(0,000| 0,013| 0,000|0,102|-0,032| 0,000|0,000(0,012| 0,000| 0,005| 0,000|0,003|-0,001| 0,000|0,003
VLP 52_2 21,082| 5,806 4,854[0,011| 2,435|0,054|0,001| 0,038| 0,412|0,074|-0,008| 0,001|0,000(0,041|-0,003(-0,001| 0,000|0,004| 0,007| 1,469|0,002
VLP 55 55,388 9,399(11,189(0,053| 2,639|0,033(0,000| 0,021| 0,311|0,037(-0,030|-0,001|0,000(0,026| 0,000| 0,000| 0,000|0,008| 0,000 1,353|0,003
VLP 56 40,846| 5,267|12,625|1,038| 3,538/0,016|0,000| 0,017 0,018(0,002|-0,033|-0,001|0,001|0,014|-0,001| 0,001(-0,001|0,008|-0,004| 0,256(0,004
VLP 90 25,124 7,803| 8,477(0,021| 2,408|0,017(0,000| 0,019| 0,187|0,000(-0,018|-0,001|0,001|0,012|-0,002| 0,003| 0,000|0,004|-0,004| 0,516|0,002
VLP 91 8,239| 6,706| 1,437|0,013| 2,770(0,028|0,000| 0,035| 0,240(2,694|-0,021| 0,006|0,000|0,025| 0,002| 0,001 0,000(0,005| 0,005| 0,010(0,001
VLP 92 1,863| 5,311| 0,808(0,005| 0,346|0,014(0,000| 0,019| 0,772|0,256(-0,028| 0,000|{0,000(0,014| 0,005| 0,000| 0,000(0,003| 0,000{-0,001|0,002
VLP 76 13,037| 5,055| 0,378/0,011| 1,149(0,012|0,000( 0,011| 0,001|0,139(-0,034( 0,000(0,000|0,013| 0,001| 0,006 0,000|0,008(-0,008(-0,002| 0,004
SPI1 102 7,793| 5,985| 1,164|0,009| 0,594(0,013|0,000| 0,014| 0,145(0,096|-0,031|-0,001|0,000(0,010| 0,001| 0,003 0,000(0,009|-0,002| 0,003|0,002
SP1 103 3,263| 5,174| 0,673|0,007| 0,097(0,123|0,000| 0,026 0,156(0,127|-0,018| 0,002|0,000|0,018|-0,001| 0,002 0,000(0,008|-0,013| 0,031|0,002
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Annexe X : Triangle des textures obtenu suite aux mesures de granulométrie
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S nhﬁgmmummmn,
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«——— Sand Separate, %

Les trois sommets du triangle représentent 100% de sable (sand), d’argile (clay) et de limon (silt). En rouge sont
représentés les différents sols.

Figure réalisée par Farid Juillot @ partir des résultats des mesures de granulométrie réalisées a I’Université de
Nouvelle-Calédonie (UNC).
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Annexe XI : Scripts utilisés pour réaliser 'analyse statistique des données
de survie des microcosmes de sol

Scripts réalisés sur le logiciel R version 3.6.3, adaptés de A. Bourles.

### Installation des packages pour I’ACP

install.packages(c("lmtest", "Hmisc", "car", "agricole", "lawstat", "MASS",
"aded", "FactoMineR", "scatterplot3d", "vegan", "corrplot"), dependencies =
TRUE, lib="/Library/Frameworks/R.framework/Versions/3.3/Resources/library")

### Installation des librairies pour I’ACP
library (lmtest)
library (Hmisc)
library(car)
library(agricolae)
library(lawstat)
library (MASS)

library (aded)

library (FactoMineR)
library (scatterplot3d)
library(vegan)

library (corrplot)

### Importation du fichier

data <- read.table ("Tabcorr.csv", sep = ";",dec = ", header=T,
na.strings="Na")
data

### Réalisation de I’ACP et visualisation
res <- PCA(data, quali.sup=1l, quanti.sup = 1)
plot (res, choix="varcor", cex=0.8, shadowtext=TRUE, col.quanti.sup="red")

### Propriétés de I’ACP et enregistrement d’un fichier texte

summary (res, nbelements=Inf)

summary (res, nbelements=Inf, file = "Soilsolution-
survival (1011) ACPproperties.txt")

### Realisation Classification hiérarchique sur composantes principales (HCPC)
res.hcpc = HCPC (res)

##t Propriétés de ’HCPC

res.hcpc$desc.var

### Reéalisation de la matrice de corréelation

mcor<- cor (data)

mcor

corrplot (mcor, type="upper", order="hclust", tl.col="black")
corrplot (mcor)

### Calcul des p-values
resl <- cor.mtest (data, conf.level = .95)
resl
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Dim 2 (22.32%)

0.0

Annexe XII : Analyse en Composantes Principales (ACP) pour les extractions
chimiques des éléments a I'aide de 'EDTA, du CaCl: et pour les
concentrations totales en éléments traces métalliques (Spectrométrie de

fluorescence X)

Les deux figures ci-dessous représentent les ACP réalisées avec les paramétres communs (Centrifugation,
pH, humidité, conductivité et granulométrie avec les pourcentages en argiles, sables et limons) ainsi que les
concentrations en éléments chimiques obtenues par extraction a ’EDTA, pour la premiére série de sols (a gauche)
et pour la deuxiéme série de sols (a droite). La figure avec les deux séries regroupées est présentée dans le corps
du texte (figure 18). Ces figures ont été réalisées a l’aide du logiciel R version 3.6.3, avec la formule PCA().

Le nombre de sols étant trés faible dans chacun des cas, le paramétre « survie » est & peine visible.

PCA graph of variables

Cu.EDTA
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nductivite. yS.cm. |
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SEDTA Mn_EDTA.
Ca..
___________________ Dx________
X._argile Sunvie ED

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

Dim 1 (32.24%)

Dim 2 (21.89%)

0.0

PCA graph of variables
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Mn.EDTA. ' y

Co EDTA £ limon

u.epth 0T
;... : Humidits....
S.EDT) i ) iER
\ : p Si EPTA.
Cr.EDTA LA

Pb.EDTA

-1.0 -0.5 0o 05 1.0

Dim 1 (34.21%)
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Dim 2 (19.44%)

Les trois figures ci-dessous représentent les ACP réalisées avec les parametres communs (Centrifugation,
pH, humidité, conductivité et granulométrie avec les pourcentages en argiles, sables et limons) ainsi que les
concentrations en éléments chimiques obtenues par extraction au CaClz, pour les deux séries de sols (en haut),
pour la premiere série de sols (en bas a gauche) et pour la deuxieéme série de sols (en bas a droite). Ces figures
ont eté réalisées a l'aide du logiciel R version 3.6.3, avec la formule PCA().

PCA graph of variables

=
210
o
~
E
a K
vl
_ Cenvfgation
05
Cu
o di\té..uS cm.
L Rt S TR SIS EREEEETE LTI
05 i
-1.0
1.0 0.5 0.0 05 1.0
Dim 1 (22.81%)
PCA graph of variables PCA graph of variables
=
1.0 ﬁ 1.0
P
~
E
=1
05 05
Cr.CaCl2.
V.CaCl2. Na..Cal2. Charz
? n.. .
: NI CREEZ.
0.0 = argite - - -~ A, cagi2. 00
i S[IF" jou *
PP | Fe.CaCl2.
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05 E _ 05
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1.0 -0.5 0.0 05 1.0 -1.0 -0.5 0.0 05 1.0
Dim 1 (30.62%) Dim 1 (30.34%)
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Dim 2 (19.82%)

Les trois figures ci-dessous représentent les ACP réalisées avec les parametres communs (Centrifugation,
pH, humidité, conductivité et granulométrie avec les pourcentages en argiles, sables et limons) ainsi que les
concentrations en éléments traces métalliques mesurées a I’aide de la spectrométrie de fluorescence X, pour les
deux séries de sols (en haut), pour la premiere série de sols (en bas a gauche) et pour la deuxiéme série de sols
(en bas & droite). Ces figures ont été réalisées a [’aide du logiciel R version 3.6.3, avec la formule PCA().
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Annexe XIII : Statistiques descriptives de chaque parametre mesuré

Les boites a moustaches suivantes représentent la distribution des valeurs pour chaque paramétre mesuré
pour les sols des séries 1 et 2 et pour deux catégories de sols : ceux permettant une « bonne survie », ¢ ‘est-a-dire
ceux dont le nombre de jours pour atteindre 3% de la concentration a JO est supérieur a 7 (en orange) et ceux
permettant une « mauvaise survie », c¢’est-a-dire ceux dont le nombre de jours pour atteindre 3% de la

concentration a JO est inférieur a 7 (en bleu).

- Parametres communs (pH, humidité, conductivité, granulométrie avec les pourcentages en sables, argiles

et limons) :
pH
250
200
150
100
50
0
% argile
45
40
35
30
25
20
15
10
5
0
- Spectrométrie de fluorescence X :
Quantité de K (ppm)
60000
° 50000

40000

30000

20000

10000

0

-l

Quantité de Ni (ppm)

70
60
50
40
30
20
10

0

Conductivité (uS/cm)

B

% sable

-

Quantité de Ca (ppm)

—

Quantité de Cu (ppm)

-

45,00
40,00
35,00
30,00
25,00
20,00
15,00
10,00

5,00

0,00

1000

Humidité (% d'eau)

-

% limon

-

Quantité de Co (ppm)

Quantité de Ti (ppm)

-
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500
450
400
350
300
250
200
150
100

50

9000
8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000

300

250

200

150

100

50

1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

700

600

500

Quantité de V (ppm)

B

Quantité de Mn (ppm)

_

Quantité de Sr (ppm)

=

Quantité de Ba (ppm)

-

300

250

600000

500000

400000

300000

200000

100000

600

500

400

300

500
450
400
350
300
250
200
150
100

50

Quantité de Zn (ppm)

B

Quantité de Fe (ppm)

Quantité de Zr (ppm)

-

Quantité de Pb (ppm)

45000
40000
35000
30000
25000
20000
15000
10000

5000

Quantité de Cr (ppm)

Quantité de Rb (ppm)

=

Quantité de Cd (ppm)

=

- Fraction biodisponible des éléments des sols — extractions chimiques des métaux grdce a I’EDTA

Quantité de Ca (mg/L) - EDTA

250

150

100

Quantité de Mg (mg/L) - EDTA

=

Quantité de K (mg/L) - EDTA
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120

100

20

0,9
08
07
0,6
05
0,4

03

70

40

20

Quantité de P (mg/L) - EDTA

Quantité de Ti (mg/L) - EDTA

=B

Quantité de Ni (mg/L) - EDTA

Quantité de Cu (mg/L) - EDTA

ul

Quantité de 5 (mg/L) - EDTA

—

Quantité de Ba (mg/L) - EDTA

-

35

0,04
0,02

Quantité de Si (mg/L) - EDTA

B

Quantité de Fe (mg/L) - EDTA

=i

Quantité de Co (mg/L) - EDTA

Quantité de Zn (mg/L) - EDTA

Quantité de Sb (mg/L) - EDTA

Quantité de V (mg/L) - EDTA

10

350

300

35

25

Quantité de Al (mg/L) - EDTA

.

Quantité de Mn (mg/L) - EDTA

.

Quantité de Cr (mg/L) - EDTA

Quantité de Pb (mg/L) - EDTA

Quantité de Se (mg/L) - EDTA
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140,00

120,00

1,10
1,00
0,90
0,80
0,70
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00

0,0006

0,0005

0,0004

0,0003

0,0002

0,0001

0,0000

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

- Fraction mobile des éléments des sols — extractions chimiques des métaux grace au CaCl; :

Quantité de Mg (mg/L) - CaCl2

B

Quantité de P (mg/L) - CaCl2

Quantité de Ti (mg/L) - CaCl2

e

Quantité de Ni (mg/L) - CaCl2

Quantité de Cu (mg/L) - CaCl2

-

Quantité de Pb (mg/L) - CaCl2

-

0,00
0,00

0,00

Quantité de Na (mg/L) - CaCl2

Quantité de Si (mg/L) - CaCl2

-

Quantité de Fe (mg/L) - CaCl2

-

Quantité de Co (mg/L) - CaCl2

——

Quantité de Zn (mg/L) - CaCl2

e

Quantité de Cd (mg/L) - CaCl2

.-

0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

Quantité de K (mg/L) - CaCl2

.

Quantité d'Al (mg/L) - CaCl2

=

Quantité de Mn (mg/L) - CaCl2

Quantité de Cr (mg/L) - CaCl2

.

Quantité d'As (mg/L) - CaCl2

-

Quantité de Sb (mg/L) - CaCl2

L
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Quantité de Se (mg/L) - CaCl2

Quantité de Ba (mg/L) - CaCl2

Quantité de V (mg/L) - CaCl2
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Annexe XIV - Matrices de corrélation entre la survie et l'intégralité des
parametres physico-chimiques mesurés pour la premiére série de
microcosmes (premiere figure) et pour la deuxieme série de microcosmes
(deuxieme figure)

Les ronds bleus représentent les corrélations positives et les ronds rouges les corrélations négatives. Plus
lintensité de la couleur est forte, plus la corrélation [’est. Les encadrés noirs correspondent aux corrélations du
parametre « Survie » que l’on souhaite expliquer.
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CHAVOIX Chloé

Titre et résumé en Francais

Etude de la capacité des sols de Nouvelle-Calédonie a permettre la survie des leptospires pathogénes

La leptospirose est une maladie bactérienne zoonotique dont I’incidence est élevée en Nouvelle-Calédonie.
Le mode de transmission principal se fait via I’environnement. Les eaux et sols constituent un réservoir des
leptospires, permettant leur survie. Pour mieux comprendre ces mécanismes de survie, des microcosmes de sols
sur 39 prélévements ont été réalisés. La cinétique de survie des leptospires a été quantifiée et a montré des
différences de survie entre les sols. Des analyses physico-chimiques sur 20 sols ont montré des corrélations
positives entre la survie et les quantités de rubidium, zirconium et soufre dans les sols. Des corrélations négatives
entre la survie et les quantités d’aluminium et de sables ont été montrées. Des tendances sont ressorties concernant
le lien entre la survie des leptospires et un pH du sol neutre a légérement alcalin. Enfin, 33% des sols échantillonnés

présentaient des leptospires pathogeénes présents naturellement, qui n’ont pas été identifiés.

Mots-clés : Leptospirose — Leptospires pathogenes — Sols — Nouvelle-Calédonie — Microcosmes —

Environnement

Title and abstract in English

Study of the ability of soils of New-Caledonia to allow the survival of pathogenic leptospires

Leptospirosis is a zoonotic bacterial disease with a high incidence in New-Caledonia. The main transmission
route is by the environment. Freshwater and soil are a reservoir of leptospires, allowing their survival. To better
understand these survival mechanisms, soil microcosms of 39 samples have been studied. Survival kinetic of
leptospires has been quantified and showed differences of survival between the soils. Chemicophysical analysis of
20 soil samples showed positive correlations between survival of leptospires and the quantity of rubidium,
zirconium and sulfur in the soils. Negative correlations between survival and the quantity of aluminum and sands
have been showed. Tendencies have been showed about the link between survival of leptospires and a soil of
neutral to alkaline pH. Finally, 33% of the soil samples contained pathogenic leptospires naturally present, not

identified during this study.

Key words : Leptospirosis — Pathogenic leptospires — Soils — New-Caledonia — Microcosms — Environment
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