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Résumé : Déchiffrer la motilité des spirochètes en s’appuyant sur le modèle 

de l’endoflagelle de Leptospira spp. 

La leptospirose est une zoonose présente surtout dans les zones tropicales, transmise 
aux hôtes accidentels (humains, animaux domestiques ou d’élevage) par contact indirect avec 
l’environnement souillé par les urines des hôtes réservoir (rongeurs). L’infection par Leptospira 

interrogans et les autres leptospires pathogènes engendre chez l’humain des symptômes 
s’apparentant à un syndrome grippal. Non traitée, la maladie peut évoluer en sa forme grave, le 
syndrome de Weil, qui se manifeste par des ictères, une insuffisance rénale et des hémorragies 
pulmonaires.  

Les leptospires appartiennent au phylum des Spirochaetes, reconnaissables à leur 
morphologie en forme d’hélice et à la présence de flagelles ancrés au sein du périplasme, 
s’allongeant des pôles en direction du milieu de la cellule – les endoflagelles. Cette morphologie 
leur confère un mécanisme de motilité unique dans le règne bactérien : les leptospires déforment 
leurs extrémités en forme de crochet ou de spirale, en fonction du sens de la rotation du flagelle, 
pour générer un déplacement translationnel. Ceci fait des spirochètes des pathogènes très 
invasifs, capables de traverser aisément les barrières épithéliales et les tissus afin de disséminer 
dans l’organisme. 

Les leptospires possèdent un endoflagelle par pôle, ne s’entrecroisant pas au milieu de 
la cellule. Ils ont une composition protéique complexe : les corps basaux sont plus volumineux 
que ceux des espèces exoflagellées, et le filament est composé de plusieurs flagellines – quatre 
protéines de cœur et plus d’une dizaine de protéines de gaine, s’organisant de manière 
asymétrique autour du cœur flagellaire, entraînant un surenroulement du flagelle. 

L’objectif de ce mémoire est d’élucider les mécanismes inhérents à la motilité des 
spirochètes en se basant sur le modèle de l’endoflagelle de L. interrogans (pathogène) et L. 

biflexa (saprophyte). Par l’étude phénotypique, transcriptomique et protéomique de plusieurs 
mutants de transposition de gènes de motilité, nous souhaitons apporter de nouvelles 
connaissances quant à la structure et la composition de l’endoflagelle, ainsi qu’à la régulation 
de la motilité des leptospires. 

D’abord, je me suis intéressée au rôle des déterminants de la localisation et du nombre 
de flagelles, FlhF et FlhG. L’étude de deux mutants de transposition dans le gène flhG chez L. 

interrogans et L. biflexa démontrent que contrairement aux bactéries aux flagelles externes, les 
mutants flhG- sont peu affectés au niveau de la polarité et du nombre de flagelles. Des 
reconstructions par cryo-tomographie ont montré un rapprochement du corps basal vers 
l’extrémité du pôle cellulaire, entraînant un défaut de motilité et une perte de virulence chez la 
souche pathogène.  

Ensuite, j’ai étudié la contribution de la protéine majoritaire du cœur du filament, FlaB1, 
dans la motilité et la structure de l’endoflagelle. Le mutant flaB1- chez L. interrogans est non-
motile et avirulent, mais synthétise toujours des flagelles. L’analyse protéomique du mutant 
montre qu’un mécanisme de compensation est mis en place entre les quatre isoformes de la 
protéine FlaB et ceci a un impact sur la structure du filament, notamment au niveau de 
l’asymétrie de la gaine du filament. 

En conclusion, au cours de ma thèse, j’ai analysé les mécanismes moléculaires sous-
jacents à la localisation des endoflagelles et à la structure asymétrique des filaments flagellaires 
chez les leptospires. Ces découvertes devraient permettre de mieux comprendre l’organisation 
des endoflagelles chez les leptospires et, par extrapolation, une meilleure compréhension des 
avantages évolutifs de la motilité atypique des spirochètes. 

 

Mots-clés : spirochètes, motilité, endoflagelle, virulence, structure 
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Abstract : Deciphering the motility of spirochetes using the endoflagellum of 

Leptospira spp. as a model. 

Leptospirosis is a zoonosis mainly present in tropical climates, transmitted to accidental 
hosts such as humans or domestic animals through indirect contact with the environment soiled 
by the urine of reservoir hosts, mainly rodents. The causative agent, Leptospira interrogans, 
causes flu-like symptoms in humans. Untreated, the disease can progress to its severe form, the 
Weil syndrome, which manifests by jaundice, kidney failure and pulmonary hemorrhages.  

Leptospires belong to the phylum of Spirochaetes – bacteria recognizable by their 
helical morphology and the presence of flagella anchored within the periplasm, extending from 
the poles towards the middle of the cell – the endoflagella. This morphological aspect is closely 
related to a motility mechanism unique in the bacterial kingdom: leptospires deform their cell 
ends in the shape of a hook or spiral, depending on the direction of the flagella rotation, to 
generate a translational displacement. The resulting movement makes spirochetes particularly 
invasive pathogens, able to easily cross epithelial and tissues barriers to spread throughout the 
body. 

Leptospires have one endoflagellum per pole, not intersecting at the mid-cell. In 
addition, they have a complex protein composition: the basal bodies are larger than those of 
exoflagellate species, and the filament is composed of several flagellins – four core proteins 
and more than ten sheath proteins. The filament proteins are asymmetrically organized around 
the flagellar core, making the flagella supercoiled, thus allowing the cell to deform. 

The purpose of this thesis is to elucidate the mechanisms inherent to spirochete motility, 
based on the endoflagella of L. interrogans, a pathogenic strain, and L. biflexa, a saprophytic 
strain. By the phenotypic, transcriptomic, and proteomic study of several motility gene 
transposition mutants, we aim to provide new knowledge about the structure and composition 
of the endoflagella, as well as the regulation of the motility of leptospires. 

First, I became interested in the role of the determinants of localization and number of 
flagella, FlhF and FlhG. The study of two transposition mutants in the flhG gene in L. 

interrogans and L. biflexa shows that unlike bacteria with external flagella, flhG- mutants have 
only minor defects in the polarity and number of flagella, but cryo-tomography reconstructions 
have shown a displacement of the basal body towards the tip of the cell pole, resulting in 
motility defect and loss of virulence in the pathogen.  

Then, I studied the contribution of the major filament core protein, FlaB1, in the motility 
and structure of the endoflagella. The mutant flaB1- in L. interrogans is non-motile and 
avirulent, but still synthesizes flagella. Proteomic analysis of the mutant shows the existence of 
a compensation mechanism between the four isoforms of the FlaB protein, and this has an 
impact on the filament asymmetrical structure of the sheath of the filament. 

In conclusion, during my thesis, I analyzed the molecular mechanisms underlying the 
localization of endoflagella and the asymmetric structure of flagellar filaments in leptospires. 
These findings should lead to a better understanding of the organization of endoflagella in 
leptospires and by extrapolation an insight of the evolutionary benefits of this atypical motility 
mode in spirochetes. 

 

Keywords : spirochetes, motility, endoflagella, virulence, structure 
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Abréviations 
 
ADN   acide désoxyribonucléique 

AMP   adénosine monophosphate 

ARN   acide ribonucléique 

CAAT   test d'agglutinations croisées (Cross Agglutinin Absorption Test)  

CNR   Centre National de Référence 

CRISPR   Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats 

DO   Densité Optique 

ELISA   Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay 

EMJH   milieu Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris 

GFP   Green Fluorescent Protein 

GMP   guanosine monophosphate 

HAN   milieu Hornsby-Alt-Nally 

IM   membrane interne 

IPTG   isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 

LCR   liquide céphalorachidien 

LPS   lipopolysaccharide 

MAT   microscopic agglutination test 

MCP   methyl-accepting chemotaxis protein 

NCBI   National Center for Biotechnology Information 

NET   neutrophil extracellular traps 

NHEJ   non-homologous end-joining 

OM   membrane externe 

OMP   outer membrane protein 

OMS   Organisation Mondiale de la Santé 

PCR   Polymerase Chain reaction 

PF   flagelles périplasmiques 

PG   peptidoglycane 

pH   potentiel hydrogène 

RFP   Red Fluorescent Protein 

ROS   espèces réactives à l'oxygène 

RT-qPCR  Real Time quantitative Polymerase Chain reaction 

SNP   single nucleotide polymorphism 

SS   système de sécrétion 

STAFF  supplément sulfaméthoxazole, triméthoprime, amphotéricine B, fosfomycine, 5-fluoro-

uracile 

TALE   Transcription Activator-Like Effectors 

TLR   Toll-Like Receptor 
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“Je dois dire, pour ma part, qu'il n'y a jamais eu de spectacle plus agréable devant mes yeux 

que ces milliers d'êtres vivants, vus tous vivants dans une petite goutte d'eau, se déplaçant les 

uns parmi les autres, chacun ayant son propre mouvement.” 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Extrait de la 18ème lettre d'Antoni van Leeuwenhoek à la Royal Society sur les observations faites le 6 août 

1676 de "petites anguilles" dans un flacon d'eau contenant du poivre. 
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1. Historique de la découverte des Spirochètes 

La première description des spirochètes a été probablement faite dans les années 1670 par 

le célèbre inventeur du microscope, Antoni van Leeuwenhoek. Il a observé et identifié 

différents types « d’animalcules » présents dans la cavité orale (Figure 1). Parmi eux on 

retrouve des bacilles, des coques, ainsi que des microorganismes de forme spiralée (Figure 

1G), que l’on pourrait attribuer aujourd’hui soit à une espèce de Spirillum (bêta-protéobactérie), 

soit au spirochète pathogène oral Treponema denticola. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 1 Croquis esquissé par Antoni van Leeuwenhoek à la suite de l’observation d’un 
échantillon de la plaque dentaire. Sont représentés plusieurs types de microorganismes, ou 
animalcules, apparentés aux bacilles (A-D), coques (E), spirochètes (G) et à la bêta-
protéobactérie Leptotrichia oralis (F). Domaine public, Wikimedia.  

Cependant, ce n’est qu’en 1835 que Christian Gottfried Ehrenberg donne le nom de 

« bactéries » aux animalcules et mentionne pour la première fois les spirochètes. Le nom qui 

leur a été attribué est particulièrement adéquat : étymologiquement, « Spirochaeta » vient du 

grec « spiro- », signifiant « spiralé » et « -khaetos » qui désigne la chevelure. En effet, 

morphologiquement, les bactéries appartenant aux spirochètes sont longues, fines et en forme 

de spirale, comme l’on pourrait imaginer un brin de cheveu bouclé.  
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2. Morphologies des spirochètes 

Le phylum des Spirochaetes comprend majoritairement des bactéries en forme hélicoïdale 

ou de vague plane, avec comme exception quelques bactéries coccoïdes non motiles dans le 

genre Sphaerochaeta (1,2). La plupart des spirochètes ont une longueur comprise entre 3 et 20 

µm, avec un diamètre de 0,1 à 3 µm (3,4). Cependant, certaines espèces géantes (150 µm de 

longueur) ont été décrites dans les genres Cristispira et Spirochaeta (5). 

 

Elles possèdent toutes deux membranes cellulaires (interne et externe) avec une couche de 

peptidoglycane entre les deux (Figure 2) (6–8). Cependant, les spirochètes ne peuvent pas être 

considérées comme bactéries à Gram négatif, car elles ne sont pas sensibles à cette coloration : 

on parlera donc de bactéries didermes.  

 

En plus de leur forme atypique, les spirochètes se différencient des autres bactéries motiles 

par la présence de flagelles dans l’espace périplasmique. Ces flagelles internes ont eu plusieurs 

dénominations dans la littérature au fil des années : fibrilles périplasmiques, fibrilles axiales, 

ou endoflagelles. Selon les espèces, on retrouve d’un à plusieurs dizaines d’endoflagelles 

attachés à chaque pôle cellulaire. Les endoflagelles sont regroupés sous forme de ruban chez 

Figure 2 Morphologies de trois représentants du 
phylum des Spirochaetes.  

(A) Borrelia burgdorferi, (B) Treponema 

pallidum et (C) Leptospira biflexa. Les panneaux 
(a) et (b) représentent la morphologie d’une 
cellule entière et le détail d’un pôle cellulaire, 
respectivement. Schémas adaptés de (3-5). Le 
panneau C a été créé avec BioRender.com 



 

 

16 

Treponema (2-3 filaments) et Borrelia (8-11 filaments), avec les extrémités qui s’entrecroisent 

au milieu de la cellule. Les leptospires ne possèdent qu’un seul flagelle par extrémité, qui sont 

plus courts donc ne se rencontrent pas au milieu de la cellule. Ces flagelles ont pour fonction 

principale de permettre le déplacement des bactéries dans leur milieu, mais sont aussi des 

éléments du cytosquelette. Cependant, ceci n’est pas vrai chez toutes les espèces : chez les 

leptospires, la mutation ou absence du flagelle ne modifie pas l’hélicité de la cellule, tandis que 

les mutants aflagellés de Borrelia perdent leur forme de vague et deviennent filamenteux (9), 

et ceux de Treponema deviennent complètement hélicoïdaux au lieu d’une alternance 

hélice/vague plane (10). On peut toutefois constater que les endoflagelles courts de Leptospira 

déforment les extrémités de la cellule : selon le sens de rotation du flagelle, le pôle de la cellule 

adopte soit une conformation de type « spirale » ou « crochet ». Ces déformations de la cellule 

sont primordiales pour que les leptospires parviennent à se déplacer de manière translationnelle 

– ce sujet sera discuté davantage en profondeur dans la partie sur la motilité bactérienne. 

 

Mis à part l’implication des endoflagelles dans la morphologie des spirochètes, peu de 

choses sont connues concernant les composants du cytosquelette. Des filaments cytoplasmiques 

ont été identifiés au niveau de la membrane interne en parallèle du ruban endoflagellaire chez 

les tréponèmes et Borrelia (11,12). Les fibrilles de Treponema denticola sont composées d’une 

protéine de haut poids moléculaire, CfpA (83 kDa), qui lorsque délétée, produit des cellules 

particulièrement allongées et non motiles (13). Le rôle spécifique de ces fibrilles 

cytoplasmiques n’est pas encore totalement élucidé, mais en plus d’une composante 

morphologique, elles interviennent probablement dans la ségrégation du chromosome et la 

division cellulaire. De façon similaire, une protéine de type « coiled-coil », nommée Scc, a été 

identifiée et étudiée chez L. biflexa : cette protéine, dont l’homologue CreS de Caulobacter 

crescentus permet à la bactérie d’adopter une forme de croissant, forme des filaments 

cytoplasmiques dont le rôle n’est pas encore parfaitement clair à ce jour chez le spirochète (14).  

 

Plus récemment, Jackson et ses collaborateurs ont identifié 5 homologues de bactofilines 

chez Leptospira biflexa – LbbA-E (15). Les bactofilines sont des protéines du cytosquelette 

bactérien qui ont des rôles variés selon les espèces. Un mutant de ce composant du cytosquelette 

chez Proteus mirabilis ou Myxococcus xanthus génère des cellules « entortillées » (16,17), 

tandis que chez Helicobacter pylori, les cellules adoptent une forme de bâtonnet (18). Dans le 

cas du mutant LbbD chez L. biflexa, les auteurs ont constaté une nette diminution de la taille 

du pas d’hélice, rendant les bactéries plus « compactes ». 
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Enfin, une étude a mis en évidence le rôle prédominant du peptidoglycane dans l’hélicité 

des leptospires. Effectivement, une fois purifié, le saccule de peptidoglycane maintient une 

forme spiralée (19). Le mécanisme sous-jacent n’est pas encore totalement résolu, mais cela 

peut être en partie causé par une composition atypique du peptidoglycane, notamment par la 

rareté de l’acide aminé D-Alanine au niveau des chaînes peptidiques, autrement très répandu 

chez les autres espèces dites à « Gram négatif ». On peut également noter que chez les 

spirochètes, le peptidoglycane n’est pas ancré au niveau de la membrane externe (Figure 3). 

Le génome de Leptospira possède les homologues des protéines associées à la formation et au 

recyclage du peptidoglycane, ainsi qu’à la division cellulaire tels que FtsZ, FtsI, MreB-D ou 

RodA. Il a été démontré chez L. biflexa que MreB est impliqué localement dans la régulation 

du diamètre de la cellule, le pas de l’hélice et la longueur cellulaire (19). 

 

 La composition des membranes internes et externes des spirochètes sont similaires à 

celles des autres espèces bactériennes (Figure 3). A la surface, on note la présence de 

lipopolysaccharides (LPS), antigènes impliqués dans l’interaction avec l’hôte, seulement chez 

Leptospira – ni Borrelia ni Treponema n’en possèdent (20). On retrouve également de multiples 

lipoprotéines au niveau de la membrane externe, qui elles aussi interviennent dans le mécanisme 

infectieux (21). 
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Figure 3 Composition de la paroi cellulaire chez les bactéries à Gram négatif (panneau du haut) 
et des spirochètes (panneau du bas). L’abondance des lipopolysaccharides (LPS) n’est pas 
représentative. * = absents chez Borrelia et Treponema. Figure issue de (21).  

 Les espèces de leptospires et tréponèmes possèdent également une structure unique à la 

toute extrémité des pôles cellulaires : le « cap », ou la « coiffe » (Figure 2). Il s’agit d’une 

couche dense aux électrons dont la fonction est encore à ce jour inconnue, mais suspectée d’être 

impliquée dans l’adhésion aux cellules de l’hôte (22,23). 

 

 Finalement, les pôles cellulaires sont équipés de structures associées au chimiotactisme. 

Le chimiotactisme est crucial pour les bactéries pour orienter leurs déplacements vers un 

environnement plus riche en nutriments (ou « attractants »), ou fuir des composés toxiques 

(« repellants »). De ce fait, la localisation de ces structures est conservée chez les espèces 

bactériennes, qui la situent à proximité des pôles cellulaires, souvent proches des moteurs 

flagellaires pour pouvoir rapidement modifier les sens de leur rotation (22–24). Ces 

arrangements moléculaires sont autrement appelés « Methyl-Accepting Chemotaxis Protein 

arrays » (MCP) (Figure 2C). Ils sont composés de protéines-senseurs de la famille Che sous 

forme de matrice à géométrie hexagonale. 
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3. Classification phylogénétique des spirochètes 

Au début de la taxonomie, les organismes ont été classés sur la base de leurs caractéristiques 

morphologiques. Finalement, avec l’entrée en jeu des outils d’analyse génomique, les 

biologistes ont préféré une classification basée sur l’ARN 16S, séquence très peu variable parmi 

les espèces, permettant donc d’établir des liens fins entre les différents organismes. Ceci a mis 

largement en doute la précédente classification morphologique, avec quelques exceptions près, 

dont les spirochètes (25). Effectivement, à part le genre Sphaerochaeta dont les représentants 

ont une forme coccoïde aflagellée, tous les spirochètes sont des bactéries longues et fines, 

spiralées ou ondulées, et dissimulant un ou plusieurs flagelles au sein du périplasme. 

 

La Figure 4 représente un arbre phylogénétique des spirochètes basé sur les génomes 

complets issus de 113 espèces (26,27). Cette classification met en évidence quatre ordres : 

Brachyspirales, Brevinematales, Leptospirales et les Spirochaetales. Chaque ordre est composé 

d’une ou plusieurs familles. L’ordre des Spirochaetales, qui est aussi le plus grand, inclut les 

genres Treponema (dont Treponema pallidum, agent de la syphilis), Borrelia (dont Borrelia 

burgdorferi, causant la maladie de Lyme), Sphaerochaeta, Spirochaeta et d’autres genres 

récemment identifiés. Les Brachyspirales sont composés d’une seule famille, les 

Brachyspiraceae, dans laquelle on retrouve le pathogène intestinal des porcs, Brachyspira 

hyodysenteriae. L’ordre des Brevinematales est composé de deux familles, les 

Brevinemataceae et Longinemaceae qui ne comportent qu’un représentant chacun identifiés à 

ce jour. Finalement, l’ordre des Leptospirales contient l’unique famille des Leptospiraceae, 

dans laquelle sont regroupés les genres Turneriella, Leptonema et Leptospira. 

 

Une particularité notable des spirochètes implique la grande diversité des environnements 

colonisés par ces bactéries. On peut les considérer comme ubiquitaires – les spirochètes sont 

répandus à l’échelle mondiale, avec même quelques espèces observées dans des milieux 

extrêmes, tels que le désert glacé de l’Antarctique, ou des sources thermales en Nouvelle 

Zélande (28,29).  Un grand nombre des espèces représentatives sont saprophytes, demeurant 

dans les sols et eaux, mais l’on retrouve aussi des espèces commensales anaérobie telles que 

certaines tréponèmes retrouvées dans les intestins de termites, et des pathogènes à large spectre 

d’hôtes allant des invertébrés jusqu’aux mammifères, dont l’être humain.  
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Figure 4 Représentation phylogénétique des relations entre 113 espèces du phylum des 
Spirochaetes, basé sur leur distance génétique. Les différentes couleurs représentent les familles 
mentionnées dans la légende de la figure. Figure issue de (27).  

4. Identification des agents étiologiques des principales spirochétoses 

Grâce aux travaux de Louis Pasteur qui réfuta la théorie de la génération spontanée et 

qui, par extension, démontra que certaines pathologies sont causées par des microorganismes, 

plusieurs espèces de spirochètes ont pu être reliées à des pathologies impactant l’être humain.  

 

4.1. La syphilis 

En 1905, Fritz Richard Schaudinn et Paul Erich Hoffmann ont découvert l’agent causatif 

de la syphilis par observation d’un échantillon issu d’une lésion vulvaire – ils y ont remarqué 

la présence d’une bactérie de forme spiralée qu’ils ont nommé Spirochaeta pallida et qui sera 

ultérieurement connue sous le nom de Treponema pallidum (30).  
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La syphilis (ou petite vérole) est une maladie sexuellement transmissible très ancienne, 

probablement disséminée à l’échelle mondiale lorsque Christophe Colomb revient en Europe 

de son expédition au Nouveau Monde au XVème siècle, même si ce scénario reste à être 

démontré (31). Elle se manifeste dans un premier temps par une lésion cutanée (chancre) au 

niveau des organes sexuels ou muqueuses – il s’agit du stade primaire de la syphilis. En absence 

de traitement antibiotique (pénicilline) à cette phase, la maladie se propage dans tout 

l’organisme et le patient développe la syphilis secondaire avec l’apparition de lésions cutanées 

sur l’ensemble du corps. Finalement, de manière exceptionnelle, la syphilis peut évoluer 

jusqu’au stade tertiaire, qui correspond à une atteinte généralisée de l’organisme avec des 

symptômes neurologiques, cardiaques et articulaires.  

 

En 2020, l’Organisme Mondial de la Santé (OMS) estime à 7,1 millions de cas 

d’infections par Treponema pallidum dans le monde (32). Récemment, on constate une 

recrudescence des cas de syphilis et autres maladies sexuellement transmissibles (33), 

notamment dans les pays industrialisés – plusieurs facteurs entrent en jeu, comme un 

changement du comportement sexuel ou encore la baisse de l’application des mesures 

préventives.  

 

4.2. La maladie de Lyme 

Dans les années 1970, Allen C. Steere et ses collaborateurs ont constaté une épidémie 

d’arthrite chez des enfants et adultes du comté de Lyme (Connecticut, Etats-Unis) (34). La 

maladie, par conséquent nommée « maladie de Lyme » au vu de la situation géographique de 

son apparition, se manifeste par une atteinte inflammatoire des articulations de manière 

récurrente et chronique, précédée par une éruption cutanée évolutive, erythema chronicum 

migrans. Cependant, l’agent étiologique n’a pu être identifié qu’en 1982 par William 

Burgdorfer, qui a fait le lien entre la maladie de Lyme et la morsure par des tiques du genre 

Ixodes. Il a avancé l’hypothèse que la maladie de Lyme était issue d’un agent infectieux 

transmis par les tiques – afin de la tester, il a observé sous microscope des broyats de tiques, 

qui ont mis en évidence la présence de spirochètes, prouvant aussi leur infectiosité en 

contaminant des lapins avec des tiques porteuses de la bactérie (35). La bactérie a reçu le nom 

de Borrelia burgdorferi en l’honneur de son découvreur.  

 

Aujourd’hui, la maladie de Lyme est l’infection transmise par tiques la plus prévalente 

en Europe et aux Etats-Unis, avec plus de 200 000 cas par an en Europe de l’Ouest et environ 
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500 000 cas décomptés annuellement aux Etats-Unis (36). Si la maladie est traitée dès 

l’apparition de l’éruption cutanée concentrique (généralement 3 à 30 jours après la morsure de 

la tique infectée), le pronostic est très positif et la bactérie est rapidement éliminée de 

l’organisme. Cependant, une infection par B. burgdorferi non traitée mène à des atteintes 

articulaires et neurologiques sévères plusieurs années après l’infection initiale. 

 

4.3. La leptospirose 

La leptospirose a été décrite pour la première fois en 1886 par Adolf Weil, prêtant son 

nom à la forme la plus sévère, caractérisée par de fortes fièvres, une jaunisse et un œdème de 

la rate – le syndrome de Weil (37). Cependant, une maladie avec des symptômes similaires a 

été mentionnée de nombreuses fois dans divers pays comme « la fièvre du fermier » et autres 

variations de cette appellation, antérieurement à la description de Adolf Weil – ceci indique que 

la leptospirose est une maladie ancienne, transmise dans le monde entier lors des mouvements 

de population. En 1915, deux chercheurs japonais, Inada et Ido, ont infecté des cobayes avec le 

sang d’un patient atteint du syndrome de Weil et ont observé les mêmes symptômes chez 

l’animal. Ils ont ensuite disséqué le foie du cobaye infecté et ont noté la présence de spirochètes, 

qu’ils ont appelé Spirochaeta icterohaemorrhagica (38). En 1918, Hideyo Noguchi estime que 

cette bactérie porte des caractéristiques morphologiques suffisamment différentes des autres 

spirochètes pour la considérer comme un nouveau genre, qu’il nomma Leptospira (39). 

 

4.4. Autres spirochétoses 

Bien que les trois maladies décrites ci-dessus sont les spirochétoses les mieux connues, 

d’autres membres du phylum des Spirochaetes sont à l’origine de pathologies humaines ou 

animales. Brachyspira hyodysenteriae et Brachyspira pilosicoli par exemple, sont les agents 

causatifs de la dysenterie porcine. Cette bactérie anaérobie colonise le caecum et le côlon des 

porcs et déclenche des diarrhées mucohémorragiques chez l’animal, après contamination par 

ingestion de matières fécales (40).  

 

Dans le genre Borrelia, on retrouve également plusieurs espèces qui sont à l’origine de la 

maladie appelée « Fièvre récurrente », dont Borrelia hermsii, Borrelia recurrentis ou encore 

Borrelia miyamotoi (41). Comme le nom l’indique, la maladie se manifeste par une alternance 

d’épisodes de fièvres et myalgies qui durent environ 3 jours, suivis d’une semaine sans 
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symptômes. De la même manière que la maladie de Lyme, la transmission se fait par morsure 

par des tiques, mais peut aussi être transmise par des poux dans le cas de l’espèce B. recurrentis. 

 

Treponema denticola est un pathogène oral responsable de parodontites (42). Ce spirochète 

colonise la cavité orale et s’attaque aux gencives, provoquant une inflammation qui peut évoluer 

jusqu’à la régression des gencives et entraîner la perte de dents. De plus, avec d’autres 

pathogènes oraux, on suspecte un éventuel rôle de T. denticola dans la maladie d’Alzheimer, 

mais cette hypothèse reste à prouver (43,44). 

 

5. Focus sur le genre Leptospira 

5.1. Diversité des espèces 

5.1.1. Classification sérologique 

La classification sérologique était la première méthode utilisée pour regrouper et 

identifier les espèces de leptospires en se basant sur la composition des lipopolysaccharides 

(LPS) de la membrane. Pour déterminer à quel sérovar appartient la souche d’intérêt, on procède 

au test d’agglutinations croisées (CAAT – cross agglutinin absorption test) (45,46). 

Brièvement, cette méthode repose sur l’agglutination des bactéries en présence d’antisérums 

qui contiennent des anticorps monoclonaux ciblant le LPS de surface spécifique à chaque 

sérovar connu. Dans ce cas précis, on compare une souche de référence avec la souche que l’on 

souhaite typer – si les deux souches agglutinent en présence de plus de 90% d’antisérums en 

commun, on peut considérer qu’elles appartiennent au même sérovar. Aujourd’hui, plus de 300 

sérovars ont été identifiés (47). Les sérovars présentant un LPS de surface antigénétiquement 

proche qui permet de les regrouper en sérogroupes: pour les espèces pathogènes, on compte 24 

sérogroupes (Tableau 1) (48). Cette classification en sérogroupe n’a pas de valeur taxonomique 

mais épidémiologique, permettant de suivre les souches pathogènes en circulation. Il faut 

toutefois noter que cette classification n’a pas de parallèle avec la classification génomique : un 

même sérovar peut se retrouver dans plusieurs espèces (Tableau 1). En effet, il semble qu’il 

puisse y avoir transfert horizontal entre espèces du locus génétique rfb, responsable de la 

synthèse de l’antigène O du LPS, mais le mécanisme de mobilité de ce locus rfb n’est pas encore 

clairement identifié (49–52). Comme le LPS est un élément immunogène, on remarque un 

parallèle entre le sérovar et l’hôte : un sérovar est souvent lié ou adapté à une espèce animale 

de « maintenance » (le sérovar Canicola chez les chiens, le sérovar Sejroe chez le bétail, par 

exemple) , et engendre une infection chez une autre espèce d’hôte de type « accidentel » (53). 
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Tableau 1 Classification sérotypique des souches pathogènes des leptospires. Adapté de (48)  

 
5.1.2. Classification génomique 

Après une classification basée sur l’ARNr 16S et les techniques d’hybridation 

ADN/ADN, la classification bactérienne se réalise maintenant sur la base des génomes 

séquencés (25,54–56). Les bactéries du genre Leptospira sont ubiquitaires, retrouvées dans les 

sols et eaux de l’environnement, mais aussi dans des réservoirs animaux, majoritairement des 

mammifères. Cette diversité de milieux de vie est reflétée par la présence de quatre clades 

distincts dans la classification phylogénétique des espèces du genre Leptospira (Figure 5). 

Effectivement, les 68 espèces identifiées à ce jour peuvent être divisées en espèces saprophytes 

S1 et S2, non pathogènes et retrouvées exclusivement dans l’environnement, puis deux clades 

d’espèces pathogènes, P1 – isolé à partir de patients ou animaux et qui inclut Leptospira 

interrogans, l’agent le plus fréquemment identifié dans les cas de leptospirose – et P2, qui 

Sérogroupe Espèces

Australis L. interrogans, L. borgpetersenii, L. kirshneri, L. noguchi 

Autumnalis L. interrogans, L. borgpetersenii, L. kirshneri, L. noguchi, L. santarosai  

Ballum L. borgpetersenii

Bataviae L. interrogans, L. borgpetersenii, L. kirshneri, L. noguchi, L. santarosai  

Canicola L. interrogans, L. kirshneri

Celledoni L. borgpetersenii, L. weilii

Cynopteri L. kirshneri, L. santarosai

Djasiman L. interrogans, L. kirshneri, L. noguchi 

Grippotyphosa L. interrogans, L. kirshneri, L. santarosai

Hebdomadis L. interrogans, L. alexanderi, L. borgpertersenii, L. kirshneri, L. santarosai, L. weilii

Hurstbridge L. fainei

Icterohemorrhagiae L. interrogans, L. kirshneri, L. weilii 

Javanica L. alexanderi, L. borgpetersenii, L. santarosai, L. weilii

Louisiana L. interrogans, L. noguchi

Manhao L. alexanderi, L. weilii

Mini L. interrogans, L. alexanderi, L. borgpertersenii, L. santarosai, L. weilii, L. mayottensis

Panama L. noguchi

Pomona L. interrogans, L. kirshneri, L. noguchi, L. santarosai

Pyrogenes L. interrogans, L. borgpetersenii, L. noguchi, L. santarosai, L. weilii

Ranarum L. interrogans, L. alstonii

Sarmin L. interrogans, L. santarosai, L. weilii

Sejroe L. interrogans, L. borgpetersenii, L. santarosai, L. weilii

Shermani L. noguchi, L. santarosai

Tarassovi L. borgpetersenii, L. noguchi, L. santarosai, L. weilii, L. kmetyi 
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comprend des espèces à faible virulence isolées en grande majorité à partir de l’environnement 

(27). Récemment, il a été proposé de diviser les groupes de pathogènes P1 eux-mêmes en deux 

sous-groupes : P1+ à forte virulence ou P1- à faible virulence (Figure 5). En effet, les 8 espèces 

dans le sous-groupe P1+ sont les seules qui engendrent des cas sévères de leptospirose chez 

l’humain ou l’animal, tandis que celles présentes dans le groupe P1- ne sont pas capables de 

provoquer la maladie ou de coloniser les modèles animaux, et ont été isolées à partir de 

l’environnement mis à part L. alstonii, récupérée chez un amphibien, et L. tipperaryensis isolée 

à partir de musaraignes (56). 

 

 

Figure 5 Arbre phylogénétique des espèces du genre Leptospira. Sont représentées les 68 
espèces du genre Leptospira identifiées à ce jour. Le diagramme du côté droit représente le 
pourcentage d’identité moyen des nucléotides entre les espèces par une échelle de couleur. Cette 
figure est issue de l’article (27).  

5.2. La leptospirose et le syndrome de Weil 

5.2.1. Signes cliniques et cycle infectieux 

La leptospirose est une maladie zoonotique – ceci signifie qu’elle est capable d’infecter 

des hôtes animaux et humains. Parmi eux, nous distinguons deux types d’hôtes : les hôtes 
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sensibles et les porteurs asymptomatiques (ou réservoirs). Les porteurs asymptomatiques ne 

présentent aucun signe clinique de la maladie et sont colonisés de manière chronique par les 

leptospires. Les principaux réservoirs de la bactérie sont les mammifères, tels que les rats, qui 

disséminent les leptospires dans l’environnement par leurs urines. Les précipitations lavent les 

sols et permettent aux leptospires de rejoindre les étendues d’eaux à proximité, où elles peuvent 

survivre pendant de longues périodes (Figure 6).  

 

La bactérie pénètre dans le corps par les muqueuses ou lésions cutanées, puis se 

dissémine dans l’organisme via le système sanguin jusqu’aux organes cibles qui sont le foie et 

les reins. Les symptômes surviennent après une période d’incubation de 2 à 20 jours après 

infection (57). Un épisode aigu de la leptospirose chez un hôte sensible s’apparente fortement 

au syndrome grippal (fièvre, douleurs musculaires et articulaires) – ceci rend le diagnostic 

particulièrement difficile, surtout que dans les cas bénins, la maladie se dissipe d’elle-même 

après environ cinq jours. Cependant, la forme sévère – appelée le syndrome de Weil – se 

manifeste par des signes plus caractéristiques : une atteinte du foie, des ictères (jaunisse), une 

uvéite, un déficit de la fonction rénale, et dans les cas les plus graves on démontre aussi des 

atteintes cardiaques et hémorragies pulmonaires. Cette maladie est aussi d’une grande 

importance d’un point de vue vétérinaire : parmi les hôtes sensibles on compte également les 

animaux domestiques et d’élevage tels que les bovidés (vache, mouton, chèvre) ou les canidés 

(chien), qui en plus des symptômes décrits ci-dessus présentent un risque accru d’avortement 

spontané lié à la maladie (58).  
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Figure 6 Cycle zoonotique de la leptospirose et symptômes cliniques chez l’être humain. Créé 
avec BioRender.  

Bien que des contaminations directes entre un hôte porteur de la bactérie et un hôte sain 

ont été identifiées, la contamination indirecte par contact de la peau lésée ou les muqueuses 

avec l’environnement souillé reste la voie d’infection principale. 

 

5.2.2. Prévalence mondiale 

Il est difficile d’estimer l’ampleur de la prévalence de la leptospirose pour plusieurs 

raisons : étant donné ses symptômes non spécifiques en phase aigüe, elle est souvent confondue 

avec d’autres maladies engendrant des fièvres telles que la grippe, la dengue ou le paludisme. De 

plus, le diagnostic en laboratoire reste compliqué comme ceci est discuté dans le chapitre 

« diagnostic biologique » et effectué seulement par quelques laboratoires de référence. 

Récemment, plusieurs initiatives ont été encouragées afin de dénoncer le statut sous-diagnostiqué 

de la leptospirose, en particulier dans les zones tropicales (59). D’autre part, il s’agit d’une 

maladie négligée, qui ne bénéficie pas de la déclaration obligatoire. Les dernières estimations de 

cas au niveau mondial datent de 2015, qui dénombrent plus d’un million de cas par an, avec 

environ 10% de mortalité (60). En France, le nombre d’infections annuel s’élève à 1 cas pour 

100 000 habitants, identifiées lors de la période estivale en métropole (Figure 7-A). En Outre-

mer, l’incidence peut être jusqu’à cent fois plus élevée (Figure 7-B) (61). 
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Figure 7 Données épidémiologiques issues du rapport annuel d’activité du CNR (Centre 
National de Référence) de la leptospirose en 2022. (A) Répartition du nombre de cas en France 
métropolitaine selon les mois de l’année entre 2017 et 2021. (B) Incidence de la leptospirose 
(cas par 100 000 habitants) en Outre-mer entre 2017 et 2021.  

 

Des cas de leptospirose ont été identifiés sur tous les continents à part l’Antarctique. 

Cela dit, les zones à climat tropical avec des précipitations intenses et fréquentes représentent 

une grande partie des cas recensés (Figure 8) (62,63). La leptospirose circule de manière 

soutenue aux endroits où les normes d’hygiène ne sont – ni ne peuvent être – respectées. En 

effet, les conditions de vie précaires favorisent le risque d’infection par les leptospires, 

notamment l’habitation en bidonvilles ou favelas (Figure 9), où les rats et autres rongeurs 

porteurs de la maladie prolifèrent aisément (64–66).  
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Figure 8 Incidence de la leptospirose au niveau mondial. Figure issue de (63).  

Cependant, les conséquences liées au réchauffement climatique, telles que 

l’augmentation de l’intensité et de la fréquence des précipitations, participent de manière non 

négligeable à la hausse de l’incidence de la maladie et à sa dissémination dans des zones 

jusqu’alors peu impactées (67). Parmi les autres facteurs de risque liés à la leptospirose on compte 

certains secteurs de l’emploi, comme l’agriculture, la santé animale ou encore l’entretien des 

voies de canalisation. Ces métiers, culturellement plutôt masculins, participent aux statistiques 

qui démontrent que 80% des cas de leptospirose sont identifiés chez les hommes, contre 20% 

chez les femmes (68). Finalement, on observe également des épidémies de leptospirose en lien 

avec les sports en milieu aquatique, tels que le canoë ou le kayak (69,70).  
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Figure 9 Clichés d’habitations en favelas au Brésil. A droite sont représentés des situations à 
risque, comme un cours d’eau souillé, ainsi que plusieurs terriers de rats et leurs excréments. 
Photos issues de (66).  

5.2.3. Diagnostic biologique 

 Le diagnostic de la leptospirose, comme mentionné précédemment, est un défi en soi. 

Le diagnostic différentiel avec d’autres pathologies infectieuses, particulièrement en zone 

tropicale, est essentiel pour l’instauration rapide d’une antibiothérapie. La confirmation 

biologique de la leptospirose repose sur plusieurs méthodes. La première méthode de diagnostic 

consistait à la mise en culture d’un prélèvement du patient (sang ou urines) dans le milieu 

spécifique aux leptospires, l’EMJH (Ellinghausen et McCullough, modifié par Johnson et 

Harris), puis la surveillance de cette culture par microscopie à fond noir, et ce pendant une durée 

qui pouvait s’étendre à 14 semaines. Il va de soi que cette méthode n’est d’une part ni la plus 

rapide, ni la plus sensible, car certaines espèces pathogènes sont difficilement cultivables et la 

détection de spirochètes dans l’échantillon de culture dépend fortement de l’expérimentateur.  
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Figure 10 Représentation schématique des méthodes de diagnostic utilisées selon la phase de 
la maladie. LCR = liquide céphalo-rachidien. Figure adaptée de (71).  

 Avec le développement des techniques d’analyses en biologie moléculaire, en 

particulier la méthode d’amplification de l’ADN par réaction en chaîne par polymérase (PCR), 

il est devenu plus simple de diagnostiquer un cas de leptospirose dans les premiers jours suivant 

l’apparition des symptômes (Figure 10). Les leptospires circulent dans le sang pendant 5 à 8 

jours après infection, avant de rejoindre leurs organes cibles tels que le foie ou les reins et ne 

sont ensuite plus détectables dans le sang lors de la mise en place de la réponse immunitaire de 

l’hôte (71). Ceci permet de les détecter de manière indirecte par amplification de leur ADN. 

Dans les centres de référence sont réalisées des PCR à temps réel qui permettent également de 

quantifier la charge bactérienne et, par séquençage des amplicons obtenus dans le cas d’un 

échantillon positif, identifier l’espèce à l’origine de la maladie (57). Le diagnostic par PCR est 

également possible au-delà des 8 jours après le début des signes cliniques, mais il sera réalisé 

sur des prélèvement du liquide cérébrospinal ou d’urines (Figure 10). 

 

 A partir de la seconde semaine après l’apparition des symptômes, on va rechercher des 

anticorps spécifiques contre les leptospires par des méthodes de détection sérologiques : d’une 

part, le test ELISA qui détecte les IgM spécifiques, et d’autre part, le MAT (Microscopic 

Agglutination Test). Le test ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay - dosage 

d'immunoadsorption par enzyme liée) est une technique largement utilisée dans la détection des 

maladies infectieuses. Le principe consiste à mettre en contact le sérum des patients avec des 
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antigènes issus d’un broyat de la souche saprophyte Leptospira biflexa (qui présente une 

réactivité croisée conséquente avec les espèces pathogènes), puis la détection par réaction 

enzymatique de la présence ou non d’anticorps spécifiques dans le sérum du patient. 

 

 Finalement, la technique de référence est le test microscopique par agglutination, ou 

MAT (45,46,72). Ce test a été développé par Martin et Pettit en 1918 – le sérum des patients 

est mis en contact avec des cultures des souches de leptospires pathogènes les plus prévalentes. 

Après une courte période d’incubation, ces mélanges sont observés par microscopie à fond noir. 

Un résultat positif est identifié si la majorité des bactéries s’agglutinent en petits amas – ceci 

signifie que le sérum du patient possède des anticorps spécifiques à cette souche, qui 

s’accrochent aux bactéries. Si le résultat est négatif, on observera une culture homogène sans 

agglutination ou seulement pour une minorité de bactéries. Cette technique est souvent utilisée 

en aval d’un test ELISA afin de confirmer et d’identifier le sérogroupe à l’origine de l’infection. 

 

 Toutes les méthodes de diagnostic citées ci-dessus, cependant, demandent un 

équipement de laboratoire et personnel spécialisé souvent coûteux (notamment les appareils à 

PCR à temps réel), donc qui ne sont pas aisément disponibles dans les pays en voie de 

développement – pays qui par ailleurs, sont les plus touchés par la leptospirose. Dans l’optique 

de faciliter le diagnostic de la leptospirose dans ces zones, plusieurs industriels ont développé 

des tests antigéniques rapides. Parmi eux, on compte le Dip-S-Tick (PanBio InDx, Inc., 

Baltimore, MD, USA), LeptoTek Dri Dot (bioMérieux), LeptoTek Lateral Flow (Organon 

Teknika Ltd., Ireland), ou encore Lepto Cuba (Cuban latex test). Malgré les efforts apportés 

dans le développement de ces test rapides, ils souffrent encore d’une faible sensibilité, allant de 

30 à 90% et d’une spécificité entre 20 et 95%, selon les différents fabricants et suivant les 

souches circulantes dans chaque pays (73). Il est donc clair qu’une optimisation du rapport entre 

sensibilité et spécificité des tests demeure nécessaire. 

 

5.2.4. Traitements 

Les souches pathogènes des leptospires bénéficient encore d’une grande susceptibilité aux 

antibiotiques, à l’inverse de la tendance mondiale de l’apparition inquiétante de souches 

multirésistantes (74). Il faut cependant rester vigilants sur l’utilisation des antibiotiques, surtout 

en milieu vétérinaire, car récemment des souches d’origine bovine ont présenté une 

susceptibilité diminuée face à certaines molécules, dont l’amoxicilline (75).  
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Les formes légères de leptospirose qui se limitent à un syndrome grippal, l’administration 

d’antibiotiques tels que la doxycycline ou l’azithromycine par voie orale dans les premiers jours 

après l’apparition des symptômes suffit à traiter la maladie (76,77). Les leptospiroses ayant 

évolué au stade du syndrome de Weil nécessitent une hospitalisation et les antibiotiques 

(ampicilline, pénicilline, ceftriaxone ou cefotaxime) sont administrés par voie intraveineuse 

(78). Bien que la mortalité liée à la leptospirose reste faible (~10%), le traitement peut engendrer 

des complications semblables à une tempête de cytokines – autrement nommée « réaction de 

Jarish-Herxheimer », qui est probablement due à une explosion du taux d’antigènes de 

leptospires libérés dans le sang après la mort de celles-ci à la suite du traitement antibiotique 

(79,80). 

  

5.2.5. Prophylaxie 

La méthode de prophylaxie des maladies infectieuses par excellence est la vaccination : 

cependant, dans le cas de la leptospirose, les vaccins disponibles à ce jour démontrent des 

faiblesses non négligeables. 

 

Chez l’humain, un seul vaccin a été produit et distribué commercialement : Spirolept® 

(laboratoires Imaxio). A l’origine, ce vaccin était destiné aux égoutiers de la ville de Paris, qui 

font partie des populations à risque, en plus des autres professionnels en contact avec les eaux 

souillées ou animaux potentiellement contaminés. Il a été développé à l’Institut Pasteur en 

utilisant la souche inactivée la plus virulente et fréquente, L. interrogans sérovar 

Icterohemorrhagiae. Son spectre de protection très réduit (il ne semble pas protéger contre 

l’ensemble des sérogroupes) constitue le défaut principal de ce vaccin. De plus, l’immunisation 

est à renouveler tous les deux ans et l’acte n’est pas remboursé par la sécurité sociale. 

Cependant, il permet de protéger contre les formes les plus graves dues au sérovar 

Icterohemorrhagiae. 

 

 Au vu de l’importance économique de la leptospirose en milieu vétérinaire, les vaccins 

animaux disponibles bénéficient d’un spectre de protection un peu plus large, allant de un à 5 

sérovars inclus dans le vaccin (81). Ce vaccin est administré particulièrement chez les animaux 

d’élevage comme les bovins ou les porcins. Un vaccin canin, Versican® L4 (laboratoires 

Zoetis) est également proposé aux propriétaires de chiens, car la maladie développe des formes 

graves plus fréquemment chez l’animal. Malheureusement, ces formes vaccinales présentent 
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un risque accru d’effets secondaires comme l’apparition de fièvres ou inflammations après 

injection, et la production d’anticorps reste assez faible, donc à renouveler tous les ans (82). 

 

 Les vaccins basés sur l’injection de souches inactivées génèrent une réponse 

immunitaire liée aux antigènes présents en surface des cellules – dans le cas de la leptospirose, 

les lipopolysaccharides (LPS) extrêmement spécifiques à chaque sérovar, phénomène qui réduit 

fortement la réactivité croisée entre les différents sérogroupes capables de contaminer l’humain 

ou l’animal. C’est principalement cet aspect qui est à l’origine des faiblesses des vaccins 

existants, donc des efforts sont en cours pour développer des vaccins à spectre plus large, mais 

il est très difficile de trouver un antigène commun aux plus de 200 sérovars identifiés à ce jour 

(83). La méthode de vaccinologie inverse, qui consiste à analyser en profondeur les génomes 

bactériens à la recherche d’antigènes potentiels pourrait servir de crible intéressant (84). Parmi 

les options envisageables il y a les vaccins à ADN, ou basés sur des protéines recombinantes 

telles que des exotoxines sécrétées par les leptospires (85), mais dans ces cas le défi se situe 

aussi dans le choix des adjuvants pour permettre une réponse immunitaire optimale (86). 

 

 A défaut d’avoir une solution vaccinale fiable, la prévention et la sensibilisation des 

populations à risque reste un moyen non négligeable pour diminuer l’impact de la leptospirose. 

De nous jours, la mesure de prévention la plus efficace est le port d’équipements de protection 

individuelles (gants, bottes, lunettes) chez les personnes à risque. Ensuite, une amélioration des 

conditions de vie des pays en voie de développement, en particulier les mesures d’hygiène et le 

traitement des eaux usées, permettraient une nette diminution des cas de leptospirose détectés 

(57). Certaines mesures de prévention face à un risque accru de crues ou inondations en 

surveillant les conditions météorologiques sont également envisageables (87).  

 

5.3. Facteurs de virulence 

5.3.1. Définition 

La définition d’un facteur de virulence est plus complexe qu’il n’y paraît. En effet, les 

facteurs de virulence englobent toute substance produite et/ou excrétée par la bactérie afin de 

faciliter l’infection chez l’hôte, que ce soit par franchissement des barrières, dissémination dans 

l’organisme ou échappement au système immunitaire (88). Ces « substances » peuvent 

correspondre à des protéines, des produits métaboliques, des récepteurs membranaires, mais 

aussi des structures entières comme le flagelle. Les facteurs sont classés en catégories selon 
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leur mécanisme d’action : les adhésines, les facteurs d’invasion, les facteurs d’évasion au 

système immunitaire, les exotoxines ou encore les endotoxines. La Figure 11 représente les 

différents éléments bactériens qui participent à la virulence et leur grande diversité. Les facteurs 

de virulence peuvent être directement encodés dans le génome, ou être présents sur des éléments 

génétiques mobiles, tels que les plasmides de virulence ou certains bactériophages, permettant 

ainsi leur transfert horizontal entre bactéries. 

 

Figure 11 Principales catégories de facteurs de virulence chez les bactéries. Figure issue de 
(88).  

Chez le genre Leptospira, certains facteurs de virulence ont pu être déterminés par 

analyse génomique en identifiant les gènes présents uniquement chez les espèces pathogènes 

(clades P1 et P2) (56). Cependant, ceci n’est pas une règle sans faille, car plusieurs gènes 

identifiés comme facteurs de virulence chez d’autres espèces bactériennes sont également 

présents chez les espèces saprophytes (Figure 12-A). Très récemment, Lai et ses collaborateurs 

ont mis en place un crible à haut-débit de facteurs de virulence putatifs en exprimant de façon 

hétérologue des gènes de leptospires pathogènes à fonction inconnue dans le modèle eucaryote 

Saccharomyces cerevisiae et en évaluant leur impact sur la croissance et l’intégrité des levures 

(89). Cependant, pour confirmer le pouvoir pathogène des nouveaux facteurs identifiés par cette 
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technique, il est nécessaire de passer par le modèle animal. De ce fait, le meilleur moyen de 

déterminer sans équivoque l’implication d’un gène dans la virulence reste de tester la capacité 

d’un mutant de ce gène à provoquer la maladie ou à coloniser l’animal (Figure 12-B) (90).  

 

Figure 12 Quelques exemples de facteurs de virulence identifiés chez les leptospires (A) et leur 
présence/absence et pourcentage d’identité à travers les espèces. L. interrogans est utilisée en 
tant que référence. P1, P2 = espèces pathogènes ; S1, S2 = espèces saprophytes (B) Schéma 
récapitulatif des gènes de leptospires testés expérimentalement vis-à-vis de leur implication 
dans la virulence. Figure adaptée de (56,90).  

Dans le contexte de recherches en laboratoire, cinq modèles animaux sont les plus 

utilisés : le cobaye, le hamster, la gerbille, la souris et le rat (Figure 13) (90,91). Le cobaye, le 

hamster et la gerbille constituent les modèles susceptibles à la maladie, capables de développer 

une leptospirose aigüe avec des symptômes similaires à l’humain. Le rat et la souris sont utilisés 

en tant que modèles de leptospirose chronique, idéaux pour étudier la persistance de la bactérie 

dans l’animal-réservoir. La souris peut aussi développer une leptospirose aigüe, mais seulement 

dans les cas particulier de doses infectieuses très importantes, ou d’une lignée transgénique 

devenue sensible à la maladie – particulièrement les souris délétées des gènes TLR2, ou 

TLR2/TLR4 qui montrent une sensibilité accrue à la leptospirose aigüe (90–92). D’autres 

modèles animaux ont été utilisés comme le zebrafish (93) ou la larve Galleria mellonella (94), 

mais les résultats restent peu concluants – il est difficile d’établir une infection stable chez le 
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modèle ichtyen, et l’inoculation par la souche saprophyte L. biflexa des larves de Galleria 

entraîne aussi des effets adverses sur leur viabilité. 

 

Figure 13 Modèles animaux utilisés en laboratoire pour étudier la leptospirose. *La souris de 
type sauvage est un hôte non-susceptible, mais peut développer la maladie dans certaines 
conditions. Figure créée avec BioRender.  
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5.3.2. Les protéines membranaires et éléments de surface 

Figure 14 Schéma récapitulatif des différents éléments de surface et protéines membranaires 
décrits chez Leptospira. PF = endoflagelle (« periplasmic flagellum »). Figure issue de (95).  

Une partie non négligeable des facteurs de virulence identifiés chez les leptospires sont soit 

des protéines, soit d’autres éléments présents à la surface de la bactérie. Dans un premier temps, 

on retrouve les protéines impliquées dans la synthèse du LPS (Figure 12 et Figure 14). Un 

mutant dans le gène codant la protéine LpxD1, dont l’homologue chez d’autres espèces 

bactériennes participe à la synthèse du lipide A (l’ancre lipidique du LPS) a perdu sa capacité 

à établir la maladie chez le hamster et présente une fragilité au niveau de la membrane externe, 

entraînant une sensibilité accrue aux détergents et à la température physiologique de l’hôte (96). 

En effet, la modification de la structure du lipide A en fonction de la température a été 

démontrée chez Francisella tularensis (agent causatif de la tularémie), suggérant une adaptation 

en fonction de l’hôte (mammifère ou invertébré) (97,98). De manière surprenante, la 

composition du lipide A chez le mutant LpxD1 chez L. interrogans n’est que très peu modifiée, 

suggérant un rôle différent que chez les bactéries citées dans la littérature. La disruption du gène 

paralogue, LpxD2, n’a par contre pas d’influence sur la virulence ni sur l’intégrité de la bactérie 

(96). Gerald L. Murray et ses collaborateurs ont identifié deux gènes de fonctions inconnues 

dans le locus de la biosynthèse du LPS chez L. interrogans sérovar Manilae, eux aussi 

nécessaires à la virulence et à la colonisation de l’hôte (99,100). Le mutant du premier gène, 
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Lman1456 (correspondant à LIMLP_10610 selon la nouvelle nomenclature), synthétise un LPS 

tronqué, alors que le mutant du second gène, Lman1408 (LIMLP_10830) synthétise un LPS 

entier. Cependant, les deux mutants présentent un défaut d’agglutination face aux antigènes 

spécifiques à leur sérovar. Leur fonction reste encore à être élucidée à ce jour. On pourrait 

envisager d’utiliser les mutants du LPS dans un vaccin, car ils permettent une protection croisée 

à un challenge avec plusieurs sérovars (101).  

 

Ensuite, la catégorie des protéines OMP-like (« outer membrane protein ») comprend 

plusieurs candidats associés à la virulence chez Leptospira, notamment Loa22 qui fût le premier 

facteur de virulence validé expérimentalement par les postulats de Koch (Figure 14) (85,102). 

Cette lipoprotéine de type OmpA possède un effet cytotoxique sur les cellules eucaryotes en 

augmentant leur production de monoxyde d’azote (NO) et promeut une réaction inflammatoire, 

signalée notamment par la surexpression du récepteur TLR2 (« toll-like receptor ») chez l’hôte 

(103). Il a également été démontré que Loa22 se liait au collagène et à la fibronectine (104). 

Cependant, Loa22 est aussi exprimée chez les espèces saprophytes des leptospires, ce qui 

indique que son association à la virulence n’est que secondaire et ne constitue pas un facteur de 

virulence dit « vrai » (Figure 12-A). Dans la même famille de protéines membranaires de type 

OmpA on retrouve Lsa66, qui est fonctionnellement très similaire à Loa22 et se lie aux 

composants de la matrice extracellulaire, ainsi qu’au plasminogène (105).  

 

Chez Leptospira, la protéine Mce (« mammalian cell entry protein ») a été identifiée comme 

nécessaire à l’adhésion à la matrice extracellulaire, au plasminogène et à la β-intégrine (106) 

(Figure 12-B). Exprimée que chez les espèces pathogènes, il a été démontré que le mutant de 

délétion de cette protéine diminue fortement la capacité des leptospires à infecter les 

macrophages. De manière intéressante, lorsque le gène mce de L. interrogans est introduit en 

trans chez la souche L. biflexa, le saprophyte a acquis la capacité d’infecter des cellules 

eucaryotes, confirmant ainsi le rôle primordial de Mce dans la virulence (107). 

 

Bien que sa localisation membranaire ne soit pas confirmée, la collagénase ColA participe 

à la dégradation du collagène de l’hôte et permet ainsi aux leptospires de traverser les barrières 

tissulaires (108) (Figure 12-B). Le mutant ΔcolA n’est plus capable de traverser efficacement 

les monocouches de cellules eucaryotes HEK293 (cellules humaines embryonnaires 

épithéliales de rein) et HUVEC (cellules endothéliales humaines) et la charge bactérienne 
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retrouvée dans les organes cibles (rein, foie, poumons) de hamster est fortement diminuée par 

rapport à la souche sauvage (108).  

 

Les leptospires pathogènes possèdent aussi des protéines membranaires avec des domaines 

de type immunoglobuline : LigA, LigB et LigC (Figure 12 et Figure 14). Ces domaines 

présentent des motifs de liaison à plusieurs protéines de la matrice extracellulaire de l’hôte, 

dont le collagène, la laminine ou encore le fibrinogène (Figure 15) (109). LigB n’a pas 

démontré d’influence sur la virulence chez le hamster lorsque délété (110), mais LigA a été 

étudiée plus en profondeur d’un point de vue fonctionnel : il a été démontré que cette protéine 

possède des domaines d’activité nucléase et protéase (111) et module la réponse immunitaire 

médiée par l’hôte, permettant ainsi aux leptospires de persister dans l’organisme sans être 

éliminé, notamment en détruisant les NETs (« neutrophil extracellular traps ») (112). Le double 

mutant LigA/B obtenu par TALE et la technique d’interférence CRISPRi (abolition de 

l’expression du gène par blocage de la traduction) n’est plus capable de déclencher de 

leptospirose aigüe chez le hamster, mais le mutant est toujours capable de disséminer dans 

l’organisme et de s’installer dans les organes cibles (113,114). Lorsque ligA/B sont introduits 

en trans chez la souche saprophyte L. biflexa (qui ne possède pas naturellement ces gènes, voir 

Figure 12-A) on observe un gain de fonctions : le saprophyte est désormais capable d’adhérer 

aux cellules hôte et de moduler la fixation du complément, se traduisant par une meilleure survie 

dans le sérum humain (115,116). LigC semble avoir une fonction non-redondante avec LigA et 

LigB, et n’est présente que chez quelques espèces (109). Sa disruption par insertion de 

transposon n’a pas eu d’effet sur la virulence, donc sa fonction reste encore à élucider (117). 
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Figure 15 Représentation schématique des domaines de LigA, LigB et LigC de L. interrogans, 
ainsi que la localisation des motifs de liaison aux protéines hôtes pour LigA et LigB. Figure 
issue de (109).  

Les protéines membranaires de type endostatine Len, présentes en 6 paralogues LenA à F 

chez L. interrogans, sont aussi connues pour se lier à la laminine, fibronectine et le régulateur 

du complément de l’hôte, le facteur H (118). Bien qu’aucun mutant dans un de ces six gènes 

n’a été étudié (ou obtenu) à ce jour, la production de la protéine recombinante chez Escherichia 

coli a montré un effet cytotoxique ciblant le métabolisme de l’hôte par un mécanisme encore 

inconnu (119). 

 

De nombreuses lipoprotéines ont été évaluées quant à leur rôle dans l’infection (Figure 12). 

Principalement, les chercheurs se sont intéressés à la protéine de surface majoritaire LipL32, 

exprimée uniquement chez les espèces pathogènes des groupes P1 et P2 (Figure 12-A). 

Étonnamment, la délétion du gène lipL32 chez L. interrogans n’altère pas la capacité de la 

bactérie à infecter l’hôte, voire l’accentue dans le cas d’un mutant par interférence CRISPRi 

(113,120).  LipL41, la troisième lipoprotéine majoritaire chez les espèces pathogènes a 

également été investiguée avec les mêmes résultats que LipL32 – pas d’influence sur la 

virulence (121).  Les deux seules lipoprotéines de leptospires ayant une implication démontrée 

à ce jour dans la virulence sont LipL21 et LruA (anciennement LipL71). LipL21 est fortement 

ancrée au peptidoglycane – cette caractéristique permet aux leptospires pathogènes d’échapper 

à la reconnaissance par les récepteurs NOD1 et 2 (« Nucleotide Oligomerization Domain »). 
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Des études in vitro et in vivo ont montré que les mutants délétés de LipL21 sont moins résistants 

aux hydrolases activées par la reconnaissance du peptidoglycane par les récepteurs NOD, et 

sont plus rapidement éliminés de l’organisme (122). Le mutant par transposition de LruA chez 

L. interrogans a une virulence atténuée chez le hamster (123). Un taux important d’anticorps 

IgG et IgA spécifiques de l’hôte contre LruA ont été identifiées dans l’humeur aqueuse de l’œil 

du cheval dans le cadre d’uvéites récurrentes (124). Par incubation de la protéine recombinante 

LruA dans du sérum de cobaye, Zhang et ses collaborateurs ont montré que LruA se liait à 

l’apolipoprotéine mammalienne ApoA-I, suggérant une modulation de la réponse immunitaire 

de l’hôte par ce biais (123). La fonction précise de ces lipoprotéines dans le cadre de la 

pathogénèse (et de manière générale) reste encore un mystère qu’il serait intéressant de 

décrypter au vu de leur abondance et de leur présence exclusive chez les espèces pathogènes. 

 

5.3.3.  Les facteurs de survie et de dissémination dans l’hôte 

Plusieurs facteurs sont nécessaires dès le premier contact avec l’hôte. Effectivement, la 

bactérie doit de prime abord se protéger du système immunitaire de l’hôte dès la pénétration 

dans l’organisme pour ensuite pouvoir poursuivre le mécanisme infectieux (Figure 16) (125). 

Pour ce faire, le leptospires optent pour plusieurs stratégies : l’adhésion à la matrice 

extracellulaire et sa dégradation, l’évasion du système immunitaire et du système de 

complément en utilisant ses propres effecteurs, ainsi qu’en détournant les protéases et 

séquestrant les régulateurs du complément de l’hôte (126). 

 

Pour échapper à la réponse immunitaire primaire de l’hôte, les leptospires pathogènes se 

servent de la phospholipase C. Cette enzyme leur permet d’éviter la phagocytose par les 

macrophages en augmentant le taux de cations libres de calcium (Ca2+) dans ceux-ci, 

déclenchant l’apoptose cellulaire (127). 
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Figure 16 Schéma récapitulatif des mécanismes d’action des leptospires lors de l’invasion de 
l’hôte. ECM = matrice extracellulaire ; PLG = plasminogène ; PLA = plasmine ; uPA = 
activateur de plasminogène de type urokinase ; Fg = fibrinogène ; GAG = 
glycosaminoglycanes. Figure adaptée de (125).  

Contrairement aux entérobactéries pathogènes de l’humain, le lipide A du LPS des 

leptospires est reconnu par les récepteurs TLR2 au lieu des TLR4 (128,129). Cela permet aux 

leptospires d’échapper au système immunitaire de l’hôte, plus particulièrement en les 

protégeant de l’attaque du complément (130). Cependant, on note une différence au niveau de 

la reconnaissance par les récepteurs toll-like selon l’espèce de l’hôte : chez la souris – qui n’est 

pas sensible à la maladie et sert uniquement de réservoir – le LPS est aussi reconnu par les 

TLR4 en plus des TLR2 (131). On peut donc émettre l’hypothèse que cette reconnaissance par 

le système immunitaire a un lien avec la nature de l’hôte (réservoir ou accidentel) et mériterait 

plus ample investigation afin de mieux comprendre la pathogénèse de Leptospira. 

 

Les leptospires – et les autres spirochètes, globalement – possèdent un autre moyen 

ingénieux d’échapper à la reconnaissance par le système immunitaire : leurs endoflagelles. 

Effectivement, la flagelline des autres espèces bactériennes est extrêmement immunogène et 

reconnue par les récepteurs TLR5 (132,133). En dissimulant leurs flagelles au sein du 

périplasme, les spirochètes échappent efficacement à cet autre type de reconnaissance, appuyant 

encore une fois leur impressionnante furtivité face au système immunitaire de l’hôte (134). 
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De manière indirecte, on peut considérer les composants endoflagellaires comme associés 

à la virulence, car la motilité permet aux leptospires de disséminer dans l’hôte (Figure 12-B et 

Figure 14). A ce jour, 5 gènes de motilité ont démontré un lien avec la virulence – les mutants 

n’étaient plus capables de coloniser ni de tuer l’animal. Les protéines identifiées sont celles de 

la gaine flagellaire FcpA (135) et FlaA2 (136), et celles associées au corps basal FliM (137),  

FliY (138) et FlhG (139). Le composant majoritaire du cœur du filament chez L. interrogans, 

FlaB1, est également essentiel à la virulence (manuscrit en préparation, discuté dans le chapitre 

2 du mémoire). D’après ces données, on peut aisément émettre l’hypothèse que d’autres gènes 

de motilité sont impliqués dans le mécanisme infectieux. 

 

Une fois dans l’organisme, les leptospires doivent faire face à un environnement hostile, 

riche en espèces réactives à l’oxygène (ROS). Pour résister au stress oxydatif, les leptospires 

possèdent plusieurs protéines de détoxification du peroxyde de dihydrogène (H2O2) et du 

superoxyde (O2
-) : les régulateurs de stress oxydatif de type Fur, PerRA et PerRB, ou encore la 

catalase KatE. PerRA et PerRB participent tous les deux à la résistance au stress oxydatif, mais 

il a été démontré que le mutant PerA résistait mieux au stress lié à la présence de H2O2, alors 

que le mutant PerRB montrait une tolérance augmentée face au superoxyde (140). Ces résultats 

sont confirmés par l’étude des transcriptomes des deux mutants qui mettent en évidence un 

profil de régulation unique à chaque PerR (141). Séparément, les mutants ΔperRA et ΔperRB 

ne montrent pas d’atténuation de la virulence, mais le double mutant ΔperRA-perRB n’est plus 

capable d’infecter les hamsters, ni de les coloniser (140). KatE, l’unique catalase identifiée chez 

les leptospires pathogènes (Figure 12-A), est aussi impliquée dans la détoxification du 

peroxyde de dihydrogène et son inactivation inhibe complètement le caractère virulent de la 

souche pathogène L. interrogans, ainsi que sa résistance au stress oxydatif (142). King et ses 

collaborateurs ont étudié en 2014 l’homologue de la protéine de résistance au choc thermique 

Hsp90 – la « high temperature protein G », HtpG, dans un contexte infectieux (143). Cette 

protéine a été décrite comme importante dans la résistance aux chocs thermiques et au stress 

oxydatif chez d’autres bactéries, mais le mutant ΔhtpG chez L. interrogans ne présente pas de 

défaut de tolérance à ces deux types de stress. Cependant, sa virulence est bien atténuée dans le 

modèle animal de leptospirose aigüe – son implication précise dans la pathogénèse reste encore 

à découvrir (143). ClpB, une protéine chaperon à large spectre, est également suspectée d’avoir 

un rôle dans l’invasion de l’hôte, cependant son mécanisme d’action n’est pas encore totalement 

élucidé, mais est probablement associée à la dégradation de la matrice extracellulaire et au 
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plasminogène, comme Mce, ainsi qu’à la résistance au stress oxydatif engendré par la réponse 

immunitaire de l’hôte (144,145).  

 

Afin de survivre dans l’organisme, les leptospires pathogènes se déchargent de la 

production de certains nutriments essentiels pour leur croissance, tels que le fer. En effet, les 

pathogènes possèdent la protéine HemO, essentielle à la virulence et qui permet aux bactéries 

d’acquérir du fer par la dégradation de l’hème de l’hôte (146). Les leptospires pathogènes sont 

aussi les seules autotrophes à la cobalamine, ou vitamine B12, que les eucaryotes sont 

incapables de produire (147).  

 

Finalement, on peut compter parmi les facteurs de virulence qui permettent aux leptospires 

de survivre dans l’hôte ou de s’y adapter plusieurs mécanismes de régulation. Ces mécanismes 

influencent l’expression de nombreux gènes, et donc par extension ceux impliqués dans la 

virulence. Dans un premier temps, on peut mentionner la méthylation de l’ADN qui est une 

forme de régulation de l’expression génique par modification directe des acides nucléiques de 

l’ADN – on parle d’épigénétique. La délétion d’une 4mc-méthyltransférase orpheline chez L. 

interrogans engendre une dérégulation globale de l’expression des gènes et le mutant perd sa 

capacité à tuer le modèle animal sensible de la leptospirose, et n’adhère plus de manière efficace 

aux cellules de l’hôte (148).  

 

La protéine-senseur Lb139 est présente en première position de l’opéron contenant un 

antagoniste d’un facteur anti-sigma suivi de deux protéines à fonctions inconnues. La mutation 

par insertion de transposon dans le gène lb139 exerce un effet polaire sur l’expression les gènes 

en aval et une dérégulation généralisée des gènes de motilité ainsi que des systèmes de 

transduction (149). Ce mutant a une virulence atténuée chez le hamster ainsi qu’un défaut de 

motilité. Ces observations suggèrent que Lb139 est un régulateur transcriptionnel nécessaire à 

la virulence, bien que sa fonction ne soit pas totalement élucidée. 

 

La comparaison des génomes a permis de mettre en évidence sept systèmes à deux 

composants présents uniquement chez les espèces pathogènes. Parmi eux, deux ont manifesté 

un effet sur la virulence : les « leptospira virulence regulators », LvrA (histidine kinase hybride) 

et LvrB (régulateur de réponse hybride) (150). La disruption de ces deux gènes a aboli la 

virulence chez le hamster. Par des études transcriptomiques, les auteurs ont prédit que LvrA 

phosphorylait LvrB, qui, à son tour viendrait interagir avec d’autre régulateurs se liant à l’ADN 
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– il s’agit d’une régulation complexe à plusieurs niveaux, qui explique aussi en partie la 

dérégulation généralisée d’expression des gènes chez les mutants (150). 

 

Enfin, en 2016, Lourdault et ses collaborateurs ont identifié par criblage à haut-débit de 

plusieurs mutants de transposition l’implication d’un gène codant une adénylate/guanylate 

cyclase comme essentielle à la virulence (151). Cette famille d’enzymes est primordiale pour 

générer les messagers secondaires du métabolisme comme l’AMP ou le GMP cyclique, qui à 

leur tour peuvent déclencher des cascades de transduction afin de répondre à un changement au 

sein de l’environnement. Une production augmentée des adénylate/guanylate cyclases a été 

démontrée in vivo en réponse à l’osmolarité physiologique de l’hôte, suggérant un rôle dans 

l’adaptation à la composition du milieu du site de l’infection (152,153). 

 

5.3.4. Les toxines 

Figure 17 Diagramme illustrant les ratios invasivité versus toxigénèse de plusieurs espèces 
bactériennes. De manière générale, les spirochètes sont des pathogènes plutôt invasifs et 
produisent peu de toxines. Figure issue de (154).    

Les bactéries pathogènes peuvent être caractérisées par leur « mode » de virulence : la 

bactérie produit-elle des effecteurs toxiques comme Clostridium botulinum (responsable du 

botulisme), ou engendre-t-elle plutôt des dégâts mécaniques au niveau des tissus ? Les 

spirochètes sont majoritairement peu toxinogènes, notamment T. pallidum et B. burgdorferi, 
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qui elles sont extrêmement invasives (Figure 17). Les leptospires se situent à mi-chemin entre 

les deux modes : invasives mais produisant quelques toxines, décrites dans la suite de ce 

chapitre. 

 

Lorsque sont mentionnées les toxines produites par les bactéries, il est logique de faire 

un lien avec les systèmes de sécrétion (SS). Le système de sécrétion de type 3 (T3SS) est 

important dans la sécrétion d’effecteurs et/ou de facteurs de virulence à l’extérieur de la cellule 

(155,156). Toutefois, les leptospires ne manquent pas de faire figure d’exception à ce sujet non 

plus : chez les leptospires, le T3SS n’est présent qu’au niveau du moteur flagellaire –  il pourrait 

néanmoins participer à la sécrétion d’effecteurs en plus des protéines du flagelle, mais cela reste 

à prouver (157). Les seuls systèmes de sécrétions produits par Leptospira sont le type 1 (T1SS), 

et le type 2 (T2SS) de façon incomplète car certains gènes le composant sont absents du 

génome, mais il pourrait toutefois être fonctionnel (8,158). De ce fait, les leptospires pourraient 

posséder un mécanisme différent de l’injectisome pour sécréter les effecteurs dans le milieu ou 

l’hôte. 

 

L’absence de systèmes de sécrétion complets (sur la base de l’analyse des génomes) 

n’empêche en rien la production de toxines par les leptospires, et plusieurs ont été identifiées à 

ce jour (159). Parmi elles, les plus notables sont les hémolysines à activité sphingomyélinase : 

ce sont des toxines qui détruisent les membranes cellulaires de l’hôte et engendrent une 

inflammation locale (160). Sph2, l’hémolysine la plus étudiée chez Leptospira déclenche 

l’apoptose cellulaire par l’augmentation de la production des ROS intracellulaires, et abîme les 

membranes mitochondriales (161). Son implication dans la pathogénèse est soutenue par 

l’augmentation de son expression dans les conditions physiologiques de l’hôte comme, par 

exemple, un milieu de culture enrichi en sérum de rat (162). 

 

Très récemment, des chercheurs ont identifié une métalloprotéase à large spectre, la 

leptolysine, sécrétée par les leptospires (163). Des essais d’activité de la leptolysine sur 

plusieurs composants de la matrice extracellulaire tels que les glycoprotéines ou la fibronectine 

ont démontré une lyse spécifique de ces substrats. De plus, les souris auxquelles on a injecté la 

version recombinante de la leptolysine ont développé des sites hémorragiques qui reflètent 

probablement le phénomène de destruction de la matrice extracellulaire (163). 
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Enfin, on pourrait considérer les bactériocines comme des toxines impliquées dans la 

virulence, plus particulièrement dans l’établissement de la niche environnementale au sein de 

l’hôte. Ceci est un projet de recherche en cours d’étude au sein du laboratoire, qui a démontré 

la production de bactériocines de type queue de phage ou « tailocines » par les leptospires. Ces 

tailocines ont prouvé un effet bactéricide d’une espèce de leptospires « prédatrice » face à une 

autre espèce de leptospires « proie ». De là, mes collaborateurs ont émis l’hypothèse que ces 

tailocines entrent en jeu dans la compétition entre les espèces pathogènes afin que l’animal 

(probablement plutôt dans les cas des réservoirs) ne soit colonisé que par une seule souche – 

hypothèse basée sur le fait qu’aucune co-infection par deux souches différentes n’a été mise en 

évidence à ce jour. Ceci pourrait également expliquer la spécificité des sérovars vis-à-vis de 

leurs hôtes. 

 

5.4. Culture en laboratoire et manipulation génétique 

5.4.1. Culture des leptospires 

Les spirochètes sont des bactéries fastidieuses à cultiver en laboratoire, avec comme 

exemple notoire T. pallidum qui, jusqu’à très récemment, ne pouvait être maintenue en 

laboratoire que par la réinfection de lapins (164). Les leptospires, bactéries aérobies ou micro-

aérophiliques chimio-organotrophes, ont été isolées et cultivées dans des conditions de 

laboratoire pour la première fois dès 1916, dans un milieu très riche en sérum de lapin (165). A 

la fin des années 1960, Ellinghausen, McCullough, Johnson et Harris ont développé un milieu 

de culture qui est depuis utilisé par la plupart des laboratoires pour cultiver les espèces de 

Leptospira – le milieu EMJH (166,167). En pratique, le milieu EMJH est préparé en utilisant 

une base disponible commercialement (Difco™ Leptospira Medium Base EMJH, BD) à 

laquelle on rajoute un supplément contenant les nutriments essentiels à la croissance des 

leptospires – leur principale source de carbone qui sont les acides gras à longues chaînes comme 

le Tween-80, la vitamine B12, le pyruvate et le fer sous forme de sulfate ferreux FeSO4, entre 

autres (168–170) (Tableau 2). Pour certaines souches pathogènes, notamment les souches 

fraîchement isolées d’échantillons cliniques, il est nécessaire de rajouter 10% de sérum de lapin 

afin de permettre leur croissance. Dans tous les cas, le pH doit être ajusté à 7,5 car il est compris 

dans l’intervalle de pH nécessaire à la prolifération des leptospires (pH 7-8). 
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Tableau 2 Composition du supplément du milieu EMJH à ajouter à la base commerciale. 
Tableau issu de (168).  

La température optimale de croissance in vitro pour les leptospires est de 28 à 30°C, 

mais les saprophytes peuvent pousser à des températures plus basses de l’ordre de 11 à 13°C 

(171). Le temps de génération in vitro varie selon l’espèce considérée : les saprophytes ont un 

temps de génération moyen plus court que les pathogènes, à hauteur de 4,5 h contrairement à 

quasiment 20 h pour les souches pathogènes les plus fastidieuses (171). Autrement dit, après 

un inoculum de leptospires en phase stationnaire correspondant à 1 à 10% du volume de milieu 

EMJH frais final, on obtient une densité de culture maximale au bout de 4 à 7 jours pour les 

pathogènes, et 2 à 3 jours pour les saprophytes (172). Cette densité de culture se mesure soit au 

spectrophotomètre à la longueur d’onde d’absorption de 420 nm (DO420nm), soit par 

dénombrement manuel à l’aide d’une cellule de comptage Petroff-Hausser au microscope à 

fond noir.  
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Les leptospires poussent également en milieu semi-solide, composé du milieu EMJH 

supplémenté d’agar noble à 0,3-1,2%. Une concentration basse en agar permet d’étudier plus 

facilement la dispersion des bactéries dans la gélose à partir du point d’inoculation. Des 

colonies seront observables après environ 7 jours d’incubation pour le saprophyte L. biflexa, et 

au minimum 4 semaines pour le pathogène L. interrogans. Les colonies ont un aspect semi-

transparent et se situent juste en-dessous de la surface de l’agar, les rendant difficiles à 

distinguer sans les placer sur une surface sombre ou sous une forte source lumineuse (173) 

(Figure 18).  

Figure 18 Aspect de colonies du saprophyte L. biflexa sur milieu gélosé. (A) Cliché d’une boîte 
de Pétri avec milieu EMJH + agar noble 1,2 % sur laquelle croissent des colonies de L. biflexa 
sérovar Patoc. (B) Coupes longitudinales et transversales d’une de ces colonies. Figure issue de 
(173).  

Afin de faciliter et accélérer la croissance des leptospires, des variantes de milieux de 

cultures ont été développées. Premièrement, pour isoler les leptospires d’autres bactéries 

capables de croître en EMJH dans les échantillons issus de l’hôte, il est possible d’y rajouter un 

supplément d’antibiotiques auxquels les leptospires sont naturellement résistantes (174) – c’est 

le cocktail STAFF. Son nom correspond à l’acronyme des antibiotiques qui le composent : 

sulfaméthoxazole, triméthoprime, amphotéricine B, fosfomycine et 5-fluoro-uracile (175,176). 

Plus récemment, l’équipe de J. Nally a développé un nouveau milieu de culture, appelé HAN 

(initiales des auteurs Hornsby-Alt-Nally) qui permet une croissance des leptospires pathogènes 

à 37°C, et bien plus rapide – on obtient des colonies sur milieu gélosé au bout d’une semaine, 

et les cultures en milieu liquide atteignent la phase exponentielle de croissance en deux à trois 
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jours, comme pour le saprophyte en EMJH seul à 30°C (177). La différence principale entre les 

milieux HAN et EMJH repose sur l’ajout du milieu de culture eucaryote DMEM/HNM F12 à 

20% du volume final, et l’utilisation de l’hémine au lieu du sulfate ferreux comme source de 

fer. Le milieu HAN a de ce fait un potentiel important dans la facilitation du développement de 

nouveaux outils génétiques chez les espèces pathogènes, car il permet d’obtenir des colonies 

rapidement au lieu de devoir patienter pendant un mois ou plus, sans garantie de résultats (178). 

 

5.4.2. Composition du génome 

A ce jour, 878 génomes du genre Leptospira ont été séquencés et publiés sur la base de 

données NCBI (179). Les leptospires possèdent des génomes de grande taille (3,9 – 4,7 Mb), 

comparés à ceux d’autres spirochètes tels que T. pallidum (1,1 Mb) ou B. burgdorferi (1,5 Mb) 

(180–182). Le contenu en G+C varie entre 35 et 42% selon les espèces, faisant des leptospires 

des bactéries avec des génomes plutôt riches en A+T (183). Ce génome est divisé en deux 

chromosomes – le chromosome I (cI) de grande taille (>3,6 Mb) et le chromosome II (cII), plus 

petit (environ 350 kb) (184). Le chromosome I a une densité génique de 75 à 92% et contient 

une majorité de gènes de ménage. Ces mêmes gènes peuvent être présents sur le second 

chromosome, que l’on peut donc qualifier de chromide (185). Chez l’espèce saprophyte L. 

biflexa, un troisième réplicon a été identifié – le plasmide p74 (74 kb avec 36% de contenu 

G+C). Au lieu d’une origine de réplication typique, les leptospires possèdent un système de 

partitionnement et réplication phagique sur leurs chromosomes secondaires et plasmides. 

 

Parmi les 3000 à 4000 séquences codantes, environ 500 d’entre elles correspondent au 

core-génome (Figure 19), c’est-à-dire les gènes de fonction essentielle comme la réplication 

de l’ADN, division ou métabolisme communs à toutes les espèces de Leptospira, qu’elles soient 

pathogènes ou saprophytes (186). Au-delà du core-génome, chaque espèce possède des gènes 

qui lui sont uniques, en nombres assez élevés, témoignant d’une faible fréquence de transferts 

génétiques horizontaux entre les leptospires (Figure 19) (147,187). 
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Figure 19 Diagramme de Venn illustrant le pangénome des 68 espèces de leptospires, 
regroupées par leurs clades. Figure issue de (27).  

 
5.4.3. Outils de manipulation génétique et post-génomique 

La manipulation génétique des spirochètes en est encore à ses débuts – à titre de 

comparaison, le premier plasmide réplicatif chez E. coli a été obtenu en 1973 (188), alors qu’il 

a fallu attendre les débuts des années 2000 pour avoir l’outil équivalent chez Leptospira, obtenu 

par l’intégration de l’origine de réplication d’un phage lysogénique des leptospires, LE1, sur un 

squelette plasmidique contenant une cassette de résistance à la spectinomycine ou kanamycine  

(189–191). Ce retard impacte fortement la rapidité et l’étendue des études sur la pathogénèse et 

la biologie des leptospires. Néanmoins, plusieurs techniques de manipulation génétique sont 

disponibles à ce jour (Figure 20) (192).  
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Figure 20 Schéma récapitulatif des outils génétiques disponibles en 2017 pour l’étude de 
Leptospira. Figure adaptée de (192).  

5.4.3.1.Transformation 

Afin d’introduire l’ADN plasmidique dans les leptospires, deux méthodes de 

transformation sont aujourd’hui utilisées : l’électroporation et la conjugaison (180). Sachant 

que les leptospires ne sont pas naturellement compétentes, pour les électroporer il faut 

rigoureusement les laver avec de l’eau pure afin d’éliminer tout sel qui interférerait avec 

l’électroporation (192). De plus, les bactéries doivent être préparées le jour-même, car elles ne 

peuvent pas être stockées par congélation contrairement aux cellules compétentes de E. coli. 

Ensuite, l’ADN est introduit dans les leptospires lavées et concentrées par pulsation électrique, 

puis étalées sur milieu gélosé sélectif et incubées jusqu’à apparition de colonies de 

transformants.  

La conjugaison est réalisée entre les leptospires et une souche de E. coli conjugative 

(β2163) contenant un plasmide de type RP4 à large spectre d’hôte par concentration des 

bactéries donneuses (E. coli) et receveuses (Leptospira) sur filtre (Figure 21) (193). Après 24h 

de contact, les bactéries sont resuspendues dans du milieu et étalées sur milieu sélectif pour ne 

garder que les leptospires ayant acquis le plasmide. 
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Figure 21 Cliché de microscopie électronique à contraste négatif d’une leptospire et de E. coli 
en cours de conjugaison. Figure issue de (180).  

5.4.3.2.Mutagénèse, disruption de gènes 

La mutagénèse dirigée par recombinaison homologue – consistant à utiliser un vecteur 

suicide (non réplicatif) avec le gène à inactiver remplacé par une cassette de résistance à un 

antibiotique, flanqué des régions en amont et en aval du gène sauvage – est utilisée en 

laboratoire mais reste très peu efficace (Figure 20-A). Le premier mutant obtenu de cette 

manière est le mutant d’un composant du filament de l’endoflagelle, ΔflaB chez le saprophyte 

L. biflexa (194). Ce n’est qu’en 2008, 7 ans plus tard, qu’une inactivation de gène ciblée a été 

réalisée chez le modèle pathogène, L. interrogans (110). Depuis, plusieurs mutagénèses 

dirigées chez le pathogène ont pu être achevées avec succès, tels que les gènes mce ou fcpA 

(107,135), mais il est important de rappeler que l’efficacité de cette technique reste très basse 

par rapport aux modèles bactériens les plus étudiés. En partie, on peut attribuer cette faible 

efficience à la présence de systèmes de restriction-modification dans le génome des leptospires 

– travailler sur une souche déficiente en ces systèmes pourrait augmenter l’efficacité de la 

mutagénèse (192).  
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Un moyen de contourner ce désavantage est de se fier à la mutagénèse aléatoire par 

transposition (Figure 20-B). L’utilisation du transposon Himar1 issu de la mouche Haematobia 

irritans (195) est largement répandue en microbiologie, car il n’y a aucune nécessité à recourir 

à des facteurs spécifiques aux bactéries et le site préférentiel d’insertion du transposon est 5’-

TA-3 ; très fréquent dans le génome des leptospires. Le principe consiste à transformer les 

leptospires par électroporation avec un plasmide suicide contenant la transposase précédée d’un 

promoteur fort issu de Borrelia, ainsi que le transposon contenant le gène de résistance à un 

antibiotique. Après transformation, la transposase est exprimée et permet l’insertion de la 

cassette de résistance du transposon à des endroits aléatoires du génome. Les transformants 

obtenus sont ensuite isolés sur milieu sélectif, puis séquencés à la suite d’une PCR semi-

aléatoire pour identifier le lieu d’insertion du transposon (Figure 20-C). Encore une fois, 

l’efficacité de transformation n’est pas très élevée, avec environ 5×103 transformants par 

expérience chez L. biflexa, et deux à trois ordres de grandeurs de moins pour L. interrogans 

(173,192). Toutefois, les banques de mutants obtenues à la suite de cette mutagénèse constituent 

une source de leptospires altérées génétiquement non négligeable à explorer. A ce jour, nous 

disposons de plus de 2000 mutants aléatoires chez le pathogène L. interrogans sérovar Manilae 

(192), qui correspondent à environ 50% des gènes non-essentiels (117) (Figure 22). Parmi ces 

mutants sont sélectionnés pour analyse en priorité ceux dont la disruption est située au niveau 

d’un gène putatif de virulence. 

 

 

Figure 22 Carte des sites d’insertion du transposon Himar1 dans le génome de L. interrogans. 
Figure issue de (117).  
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Afin de confirmer les postulats moléculaires de Koch, il faut restaurer le phénotype 

sauvage d’un mutant par la réinsertion en trans du gène délété ou disrupté à l’aide d’un vecteur 

réplicatif contenant la version sauvage en aval d’un promoteur natif ou de surexpression 

(Figure 20-D) (191). Généralement, la région promotrice native est déterminée de manière 

empirique – c’est-à-dire les 300 paires de bases en moyenne en amont du codon initiateur du 

gène. En effet, il nous manque encore crucialement des connaissances sur les régions 

promotrices chez Leptospira, et de manière générale, sur la régulation de l’expression des 

gènes. De ce fait, il arrive fréquemment que la complémentation fonctionnelle ne soit pas 

possible avec les connaissances actuelles en la matière. Enfin, il a fallu construire un vecteur 

capable de se répliquer chez les leptospires pathogènes. Ce vecteur est disponible depuis 2015 

(191). 

 

Finalement, il est possible d’engendrer des mutations aléatoires par passages successifs 

des leptospires en culture in vitro (Figure 20-E). Souvent, cela mène à une souche pathogène 

avec une virulence atténuée. Pour déterminer quelles mutations sont à l’origine de ce nouveau 

phénotype, on extrait leur ADN génomique et on réalise un séquençage du génome que l’on 

compare ensuite à la séquence de référence à la recherche de mutations ponctuelles, ou SNPs 

(« single nucleotide polymorphisms »). 

 

Récemment, d’autres méthodes de mutagénèse dirigée ou d’inhibition d’expression 

génique ont été développées chez Leptospira (Figure 20-F). En 2015, Pappas et Picardeau ont 

mis en place une méthode d’inhibition de l’expression de gènes par des effecteurs semblables 

à des activateurs de transcription, ou TALE (« transcription activator-like effectors ») (114). 

Ces effecteurs sont des protéines sécrétées naturellement par Xanthomonas, pathogène des 

plantes, qui modulent l’expression des gènes de leur hôte (196). Les TALEs reconnaissent une 

séquence consensus de l’ADN et en s’y fixant, inhibent la transcription. Chez Leptospira, on a 

ainsi pu obtenir des mutants de silençage des gènes ligA et ligB, révélant leur rôle dans la 

virulence (114). 

 

L’utilisation de plus en plus répandue du système CRISPR/Cas9 (« clustered regularly 

interspaced short palindromic repeat ») chez les autres bactéries modèles n’a pas manqué 

d’éveiller la curiosité des chercheurs travaillant sur Leptospira. Son potentiel en tant qu’outil 

de manipulation génétique a été mis en avant en 2014 par Emmanuelle Charpentier et Jennifer 

Doudna, dont la découverte leur a valu un prix Nobel quelques années plus tard (197). Ce 
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système est à l’origine un mécanisme de défense procaryote contre les bactériophages : la 

nucléase Cas (« CRISPR associated protein ») scanne le génome bactérien à la recherche d’une 

séquence spécifique qui correspondrait à un élément de prophage à l’aide d’un guide ARN, et 

une fois reconnu l’excise pour l’inactiver définitivement. Cependant, les coupures ADN 

double-brin ainsi générées sont létales chez les leptospires car elles ne possèdent pas la 

machinerie de réparation adéquate, donc une première tentative pour exploiter le système 

CRISPR-Cas chez notre modèle expérimental était d’utiliser la protéine Cas catalytiquement 

inactive, ou dCas9 – grâce à cette méthode, on peut inactiver la transcription des gènes par 

encombrement allostérique dû à la fixation du système CRISPR-dCas9 au niveau de la séquence 

cible. Ainsi, un silençage des gènes dnaK et fliG a pu être obtenu chez le saprophyte L. biflexa 

(178). Le silençage du gène dnaK n’a résulté en aucune colonie, prouvant que ce gène est 

essentiel chez Leptospira, et le mutant par interférence de fliG, protéine du flagelle, montrait 

une motilité diminuée. Au vu de ces résultats prometteurs, la même équipe a développé l’outil 

chez le modèle pathogène, en inactivant plusieurs composants membranaires, dont LipL32 

(198,199). Enfin, il serait tout de même possible d’utiliser la version native de la nucléase Cas 

en détourant la machinerie de réparation indépendante de l’homologie des séquences (NHEJ, 

« non-homologous end-joining ») de Mycobacterium smegmatis pour réparer les cassures 

double-brin chez Leptospira – un premier essai fructueux a été réalisé récemment chez le 

saprophyte et le pathogène (200)  L’inactivation de gènes grâce au système CRISPR constitue 

un outil utile pour pallier la résistance des leptospires à la mutagénèse, mais il faut rester méfiant 

vis-à-vis des effets non spécifiques liés à cette méthode (201).  

 

5.4.3.3.Expression de protéines, gènes rapporteurs, fluorescence 

Plusieurs promoteurs ont été identifiés chez Leptospira pouvant être utilisés afin de 

générer une expression hétérologue de protéines (Figure 20-G). Parmi eux, les plus notables 

sont ceux des gènes lipL32 (lipoprotéine membranaire) et groEL (protéine chaperon) qui 

permettent une forte expression constitutive lorsque clonées en amont d’un gène d’intérêt (192). 

Ainsi, on a pu exprimer les protéines LigA et LigB issues de L. interrogans chez L. biflexa, ce 

qui a mené à un gain de fonction au niveau de la virulence, comme décrit plus tôt dans le 

manuscrit (115). Il existe également un promoteur inductible reposant sur un dérivé de l’opéron 

lactose, lacI optimisé pour Borrelia en association avec son promoteur lacO, qui active 

l’expression du gène lorsque l’analogue du lactose, l’IPTG, est introduit dans le milieu de 

culture (202). Ceci permet de contrôler l’expression d’un gène toxique ou retarder son 

activation. L’expression inductible a permis de déterminer le rôle de mreB dans la morphologie 
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cellulaire chez L. biflexa (19). Cependant, pour obtenir un clonage efficace, il faut prendre en 

compte l’usage particulier de codons chez Leptospira, qui peut parfois entrer en conflit avec 

celui de chez E. coli, qui sert de vecteur d’amplification des constructions plasmidiques – par 

exemple, certains codons rares chez Leptospira sont fréquemment utilisés chez E. coli, ce qui 

peut mener à une faible expression ou une toxicité et donc un échec du clonage (192).   

 

L’expression de protéines sur un plasmide permet aussi d’étudier leur localisation au 

niveau cellulaire, ou le niveau d'expression généré par un promoteur en particulier. Pour 

déterminer la localisation d’une protéine au niveau de son compartiment cellulaire, on peut 

utiliser des marqueurs de type FLAG ou histidine fusionnés en N- ou C-terminal de la protéine, 

puis réaliser un fractionnement des extraits cellulaires et déterminer le compartiment contenant 

la protéine par détection immunohistochimique du marqueur sur un gel de protéines (192). 

Parmi les techniques d’étude de l’expression génique les plus anciennes, il y a le système 

rapporteur à la β-galactosidase qui a été développé dans le modèle saprophyte L. biflexa afin de 

suivre l’expression de certains de ses gènes (203). Additionnellement, plusieurs tentatives de 

fusion de promoteurs leptospiraux avec des protéines fluorescentes comme la GFP ou RFP 

(« green/red fluorescent protein ») ont été réalisées dans le but d’étudier leur expression in vitro 

ou in vivo (202,204). Toutefois, l’utilisation d’une souche exprimant la GFP n’est pas idéale 

pour observer les leptospires en culture, car la fluorescence reste faible (202). Une optimisation 

de la protéine fluorescente utilisée reste nécessaire pour obtenir des résultats satisfaisants.  

Une méthode de marquage fluorescent moins contraignant que la GFP a aussi été étudiée – les 

colorants à l’arsenic se fixant sur des motifs tétracystéine courts que l’on peut rajouter en N- ou 

C-ter des séquences de protéines (205). Ceci évite de trop modifier la structure de la protéine, 

dont la fonction biologique pourrait être impactée par la présence d’une grosse protéine comme 

la GFP. Le gène rapporteur luc, issu de la luciférase, précédé par un promoteur spécifique aux 

leptospires est aussi disponible chez Leptospira afin de suivre leur localisation dans l’animal 

par bioluminescence (Figure 20-H) (206). Similairement, le système luxCDABE de 

Photorhabdus luminescens permet de visualiser les leptospires dans un contexte infectieux, 

avec l’avantage de ne pas nécessiter l’addition d’un substrat, à l’inverse du système luciférase 

(207). 
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5.4.3.4.Transcriptomique et protéomique 

Dans l’ère actuelle des sciences « -omiques », il est naturel de se pencher sur les données 

qu’elles peuvent nous fournir sur la biologie des leptospires. La transcriptomique, ou l’étude de 

l’expression des ARN messagers de manière globale, est applicable à de nombreuses conditions 

– ainsi il nous est possible de comparer le profil transcriptomique de cultures en condition in 

vitro ou mimant certaines conditions lors de l’infection afin de pointer les gènes responsables 

de l’adaptation à l’hôte, comme les changements en osmolarité ou température, la présence de 

sérum ou encore la déplétion en fer (152,208–211). L’analyse du transcriptome d’un mutant 

peut aussi s’avérer utile pour déterminer d’éventuels effets polaires, ou de donner des indices 

sur l’implication du gène muté dans des mécanismes de régulation (139,140,211). 

 

Néanmoins, il n’est pas toujours possible de faire le parallèle entre le niveau 

d’expression des ARN messagers et la quantité finale de la protéine correspondante – le 

transcriptome ne prend pas en compte les éventuelles régulations post-transcriptionnelles, 

tradusctionnelles et le renouvellement des ARNm (192). Ainsi, plusieurs études protéomiques 

(ou détermination des niveaux de protéines dans la cellule) ont été réalisées : la plus 

conséquente est celle de Malmström et ses collaborateurs, qui a pu déterminer la concentration 

relative de près de la moitié des protéines produites chez L. interrogans sérovar Fiocruz (~1800 

sur ~3700 protéines au total, fonctions inconnues incluses) (212). La protéomique repose 

principalement sur l’analyse du contenu protéique par spectrométrie de masse quantitative, 

combinée à d’autres techniques complémentaires afin de, par exemple, déterminer la 

localisation de ces protéines (212,213). 

 

La transcriptomique et la protéomique peuvent toutes les deux être utilisées soit du point 

de vue de la bactérie uniquement, dans des conditions de culture de laboratoire, soit en parallèle 

des transcriptomes et protéomes de l’hôte dans un contexte infectieux, afin d’évaluer la réponse 

adaptative de l’hôte à la présence de la bactérie (214,215). 

 

5.4.3.5.Perspectives et outils en développement 

De manière générale, les chercheurs travaillant sur les leptospires s’inspirent des travaux 

effectués sur un autre spirochète, Borrelia – ce modèle jouit d’une communauté de recherche 

plus étendue que celle des leptospires, et font ainsi des progrès plus rapidement (216). 

Néanmoins, il faut garder à l’esprit que malgré leurs similitudes, ces deux spirochètes possèdent 

des différences majeures, notamment au niveau de la structure de leur génome – comme 
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mentionné précédemment, le génome des leptospires est quatre fois plus grand que celui des 

borrélies (~4 Mb versus ~1 Mb), et que les leptospires ont un génome circulaire, alors que les 

borrélies possèdent un génome fragmenté et linéaire. Ces aspects ont sûrement un effet non 

négligeable sur les approches de manipulation génétique à adopter pour l’un comme pour 

l’autre. 

 

Un effort conséquent est nécessaire pour améliorer l’annotation du génome des 

leptospires – ceci demande une curation manuelle extensive, mais la tâche est facilitée par le 

nombre grandissant de données protéomiques et transcriptomiques qui ont permis d’identifier 

des caractéristiques fonctionnelles de gènes inconnus jusqu’à lors (192). Une meilleure 

annotation de la composition du génome permettra déjà de faire certains parallèles avec les 

connaissances obtenues chez d’autres bactéries modèles, et orienter les axes futurs de recherche. 

 

Un aspect prometteur pour évaluer les interactions hôtes-pathogènes est le 

développement des organes sur puce, ou « organ on chip » : ainsi on peut recréer sans nécessité 

de passer par l’animal les organes colonisés par les leptospires, comme le rein ou le foie, avec 

des conditions modifiables rapidement. 

 

Enfin, afin de pouvoir profiter des progrès phénoménaux au niveau de l’imagerie à haute 

résolution, il serait très utile d’optimiser les protocoles de marquages fluorescents in vivo, tels 

que les fusions de protéines. Ces nouveaux marqueurs rendront possible les études de régulation 

génétique en direct. 

 

En conclusion, la manipulation génétique et les outils adaptés à l’utilisation sur les 

leptospires est encore à ce jour balbutiante, mais des progrès sont réalisés en continu afin de 

faciliter l’étude de cette bactérie atypique et fascinante. 
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6. La motilité 

On peut considérer que la motilité est un aspect inhérent au vivant – tout organisme vivant 

se déplace dans l’espace, que ce soit de manière active ou passive. La capacité de se mouvoir 

est primordiale pour la survie d’une espèce, afin de fuir des prédateurs, coloniser un nouvel 

environnement riche en nutriments ou se reproduire. Aujourd’hui, on identifie au minimum 18 

types de motilité (217). Parmi eux, on compte la motilité médiée par des flagelles chez les 

bactéries et autres éléments équivalent chez les eucaryotes comme l’actine, le déplacement sur 

des surfaces par des protéines d’adhésion ou pili, mais aussi les systèmes moteurs complexes 

comme l’appareil musculosquelettique des métazoaires, ou les moteurs moléculaires kinésine-

dynéine qui permettent le transport vésiculaire au sein d’une cellule (Figure 23). 

 

 D’après Miyata et collaborateurs, le premier mode de déplacement ayant apparu au cours 

de l’évolution est la motilité flagellaire des bactéries, suivi de son équivalent chez les archées, 

l’archaelle, et finalement les nombreuses variantes eucaryotes (217). Il est donc intéressant de 

regarder le développement des mécanismes de motilité d’un point de vue évolutif afin de 

comprendre, en partie, comment la vie s’est installée sur Terre. 

 

Environ 80% des bactéries sont motiles, ou au moins possèdent dans leur génome des gènes 

de motilité (218,219). Leurs vitesses de déplacement sont très variées – des mouvements passifs 

presque imperceptibles au rythme des divisions cellulaires, jusqu’à 160 µm/s pour Bdellovibrio 

bacteriovorus (220,221). 
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Figure 23 Arbre phylogénétique du vivant réalisé en fonction des types de motilité identifiés à 
ce jour. En bleu est représenté le règne bactérien, en rouge les archées, en vert les eucaryotes et 
en violet les espèces non classifiées. (1a) nage flagellaire bactérienne, (1b) nage flagellaire des 
spirochètes, (1c) nage flagellaire magnétotactique, (1d) essaimement bactérien, (1e) motilité 
rampante de Leptospira, (2) motilité bactérienne due aux pili de type IV, (3) motilité 
« aventurière » de Myxococcus xanthus, (4) glissement des Bacteroidetes, (5) motilité de 
surface de Chloroflexus aggregans, (6) nage non flagellaire de Synechococcus, (7) nage 
archaellaire, (8a) motilité basée sur la polymérisation de l’actine des amibes, (9) motilité par 
dépolymérisation des microtubules des protozoaires héliozoa, (10) glissement de la myosine, 
(11) glissement de la  kinésine, (12) glissement de la dynéine, (10a) motilité des amibes basée 
sur la contraction de l’actine-myosine, (10b) contraction musculaire animale, (11a, 12a) motilité 
flagellaire de surface eucaryote, (12b) nage flagellaire eucaryote, (13) contraction de 
haptonèmes, (14) contraction de spasmonèmes, (15) motilité amiboïde des spermatozoïdes de 
nématodes, (8b) motilité bactérienne basée sur la création d’une comète d’actine, (16) 
glissement de Mycoplasma mobile, (17) glissement de Mycoplasma pneumoniae, (18) nage de 
Spiroplasma, (i) le glissement bactérien, (ii) vésicule de gaz, (iii) graine de pissenlit. Figure 
issue de (217).  
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6.1.Motilité des bactéries autres que les spirochètes 

Si l’on se focalise sur le règne bactérien, on peut considérer cinq types de mouvements 

comme les plus notables (Figure 24) (222). Le premier, appelé « swarming » ou essaimement 

(Figure 24-A), correspond à un mouvement synchronisé de bactéries flagellées sur un support, 

parfois nécessitant la sécrétion d’un surfactant afin de diminuer la tension de surface (223): il a 

été décrit chez de nombreuses bactéries, dont Serratia, Bacillus, Proteus, Pseudomonas, Vibrio 

ou E. coli, parmi de nombreuses autres (224–229). Ensuite, la nage, ou « swimming » concerne 

toutes les bactéries flagellées lorsqu’elles se déplacent dans un milieu liquide, cela dit ce moyen 

de locomotion a été le mieux décrit chez le paradigme des modèles bactériens, E. coli (Figure 

24-B) (230). Pseudomonas aeruginosa et Neisseria gonorrhoae utilisent les contractions de pili 

de type IV pour se déplacer sur des surfaces, autrement appelé le « twitching » (Figure 24-C) 

(231–233). Les bactéries allongent leurs pili, s’accrochent à la surface, puis font avancer le 

corps cellulaire par la rétraction des pili, tel un grappin. Le « gliding », ou glissement est 

également un déplacement de bactéries le long d’une surface (Figure 24-D). Myxococcus 

xanthus se déplace sur une surface par la délocalisation progressive de complexes d’adhésion 

focale d’un pôle à l’autre (234). Les complexes d’adhésion focale sont composés du système 

Agl-Glt qui s’apparente au moteur flagellaire, sans le flagelle (235,236). Le déplacement peut 

également se réaliser de manière passive par les divisions cellulaires successives qui étendent 

la surface occupée par les bactéries de la colonie, le « sliding » (Figure 24-E) (237,238). 
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Figure 24 Cinq modes de déplacement chez les bactéries. (A) « swarming » ou 
essaimement sur une surface ; (B) « swimming » ou nage ; (C) « twitching » ou contractions 
des pili de type IV ; (D) « gliding » ou glissement ; (E) « sliding » ou déplacement passif dû à 
la croissance bactérienne. Figure adaptée de (222).  

6.1.1. Organisation de la flagellation 

Les motifs d’assemblage des flagelles sont propres à chaque espèce bactérienne, même 

si les raisons derrière l’adoption d’un motif de flagellation plutôt qu’un autre sont encore très 

peu claires (239–241). L’une des hypothèses avancées est que la présence d’un flagelle unique 

fournit un avantage pour les déplacements en milieux liquides, alors que de multiples flagelles 

performent mieux dans des milieux plus visqueux ou sur des surfaces, cependant, aucune 

preuve tangible allant dans ce sens n'a été établie (242). 

 

Chez les bactéries à flagelles externes, on retrouve six types de répartition des flagelles 

vis-à-vis de la cellule : monotriche polaire ou subpolaire, péritriche, lophotriche, amphitriche 

ou lophotriche bipolaire (Figure 25) (243). Le nombre de flagelles présent sur une cellule est 

variable – de un à plusieurs centaines comme chez Vibrio parahaemolyticus (244). Les bactéries 

dites monotriches possèdent un flagelle unique situé le plus fréquemment à un des pôles de la 

cellules (comme Vibrio cholerae ou Legionella pneumophila), ou alors de façon subpolaire, 

vers le centre de la cellule (Bradyrhizobium japonicum ou Rhodobacter sphaeroides, par 

exemple). Ensuite, de nombreuses bactéries possèdent plusieurs flagelles répartis sur 

l’ensemble de la cellule – on les nomme péritriches. C’est le cas de E. coli, Bacillus subtilis ou 

Clostridium difficile, pour n’en citer que quelques-unes. Si les flagelles sont regroupés en 
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grappe à l’un des pôles, la bactérie est considérée comme lophotriche – Pneumophila 

aeruginosa et Helicobacter pylori font partie de ce groupe. Spirillum, qui présente des amas de 

flagelles aux deux pôles, est une bactérie lophotriche bipolaire. Enfin, la bactérie est 

amphitriche si chaque pôle est décoré d’un flagelle unique, comme dans le cas de 

Campylobacter jejuni. 

 

Figure 25 Organisation des flagelles chez les bactéries à flagelles externes. Figure issue de 
(243).  

La répartition précise des flagelles au niveau du corps cellulaire implique la présence de 

mécanismes de régulation afin d’assurer le bon nombre et la bonne localisation des flagelles 

(240). Plusieurs acteurs ont été identifiés possédant ce rôle : FleQ/FlrA, FlhF/FlhG, HubP, et 

TipN/TipF (Figure 26). Une espèce bactérienne peut posséder une ou plusieurs de ces 

protéines.  

De façon surprenante, aucune de ces protéines ayant un rôle régulatoire spatio-

numérique des flagelles n’a été identifiée chez E. coli ni Salmonella (Figure 26). Cependant, 

même si l’emplacement des flagelles peut avoir l’air aléatoire étant donné le profil péritriche 

de ces deux entérobactéries, il ne l’est pas tout à fait – on remarque que les pôles n’ont jamais 

de flagelles, et le centre de la cellule semble en abriter le plus grand nombre. Il doit donc exister 

un mécanisme sous-jacent à l’organisation de leurs flagelles dont la nature nous échappe encore 

à ce jour (245).  

Caulobacter crescentus et d’autres α-protéobactéries usent du duo TipN et TipF, qui 

sont deux protéines transmembranaires de type « coiled-coil » (Figure 26). TipN relocalise au 

niveau du nouveau pôle cellulaire juste à la fin de la division pour orienter le recrutement des 
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structures flagellaires. En premier, il s’associe à son partenaire TipF. TipF est stabilisé au 

moment de l’entrée en phase de division par l’augmentation du niveau du messager secondaire, 

le di-GMP cyclique, et facilite ainsi son recrutement par TipN au pôle naissant. Le complexe 

TipN/TipF recrute à son tour les éléments du corps basal, notamment FliM, FliF et FliG, 

assurant sa formation à l’emplacement du nouveau pôle cellulaire (246,247).  

 

 

 

Figure 26 Présence ou absence des régulateurs de nombre et de localisation des flagelles chez 
plusieurs espèces bactériennes. Figure adaptée de (240).  

 Le système de régulation du nombre et de la localisation des flagelles le plus 

fréquemment observé est sans doute le duo de protéines FlhF et FlhG (Figure 26). Toujours 

exprimés en opéron, le locus est très conservé à travers de nombreuses espèces. De plus, 

l’environnement génétique en amont de flhF-flhG est lui aussi conservé, avec notamment la 

présence de gènes du système de sécrétion flagellaire (fT3SS) dont flhA, juste en amont de flhF.  

 

FlhF est une GTPase de type particule de reconnaissance de signal (SRP-like GTPase) 

composée de trois domaines distincts : (i) le domaine G qui correspond à la région à activité 
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GTPase et sert à créer les homodimères de FlhF en présence de GTP, (ii) le domaine régulateur 

N et (iii) le domaine B qui est le plus variable entre les espèces. Chez Vibrio, le domaine B 

recrute la protéine du C-ring FliF (voir partie suivante sur la composition du flagelle), mais il 

est possible que son rôle soit différent chez d’autres bactéries à cause de la forte variabilité de 

ce domaine (248). 

 

FlhG, connue aussi sous ses anciennes dénominations FleN, YlxH, MotR ou MinD2, 

est une ATPase semblable à MinD. MinD joue un rôle crucial dans la formation du Z-ring lors 

de la division cellulaire, cependant aucun lien direct et universel de FlhG avec la division 

cellulaire n’a été démontré, bien qu’un défaut de division est observé chez le mutant flhG- de 

Campylobacter jejuni (249). FlhG, comme FlhF, forme des homodimères en présence d’ATP, 

mais aussi en présence de phospholipides auxquels elle se lie via un motif de liaison à la 

membrane présent en C-terminal (249). En N-terminal, FlhG possède un domaine d’interaction 

avec FlhF en forme d’hélice alpha. Cette interaction fournit à FlhF des résidus catalytiques 

supplémentaires pour hydrolyser son GTP en GDP et par conséquent relibérer FlhF dans le 

cytoplasme sous sa forme monomérique (250,251). Chez les bactéries polaires et péritriches, 

FlhG recrute et interagit avec les composants du C-ring du corps basal du flagelle (249). 

  

Chez les bactéries monotriches et amphitriches, FlhF et FlhG semblent avoir des fonctions 

complémentaires quant à la régulation spatio-numérique des flagelles : les mutants délétés du 

gène flhF donnent des bactéries avec des flagelles désorganisés ou absents, tandis que les 

mutants flhG présentent souvent un surnombre de flagelles (252,253). En 2020, Yang et Chen 

ont pu élégamment prouver ce phénomène chez Shewanella oneidensis, une bactérie 

monotriche polaire (Figure 27-A) : la délétion de flhF délocalise le flagelle sur le côté latéral 

de la cellule, la délétion de flhG génère de multiples flagelles au niveau du pôle, et la délétion 

des deux gènes entraîne une dérégulation de la localisation et du nombre de flagelles, donnant 

à la bactérie un aspect de flagellation péritriche (254). On note aussi que la disruption de un ou 

des deux gènes a un effet délétère plus ou moins sévère sur la motilité, appuyant l’importance 

de l’organisation correcte des flagelles chez chaque espèce (Figure 27-B) (242,254). 
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Figure 27 Modification de la flagellation et de la motilité de Shewanella oneidensis dues à la 
mutation d’un ou plusieurs gènes flagellaires. (A) Schémas illustrant les phénotypes de 
flagellation observés chez la souche sauvage et les mutants ΔflhF, ΔflaAΔflaB, ΔflhG et 
ΔflhFΔflhG. (B) Halos de dispersion en milieu semi-solide des souches représentées en A. Le 
mutant ΔflaAΔflaB (gènes de flagellines) sert de contrôle aflagellé non motile. Figure issue de 
(254).  

Chez Helicobacter pylori qui est lophotriche, la délétion de flhG (ou YlxH) entraîne une 

absence de flagelles, comme l’est observé dans le cas des mutants flhF chez les bactéries 

polaires monotriches ou amphitriches – ceci indique que les fonctions de FlhF et FlhG ne sont 

pas consistantes dans leur impact sur le flagelle entre les espèces (255). Il en est de même entre 

deux espèces au sein d’un même genre : Bacillus subtilis et Bacillus cereus, toutes deux 

péritriches, ont un phénotype différent quant à l’absence de FlhF – chez B. subtilis, les flagelles 

sont désorganisés alors que chez B. cereus leur nombre est réduit. De plus, FlhG est présent 

chez B. subtilis mais étonnamment absent chez B. cereus. La mutation de FlhG chez B. subtilis 

créé des foci de touffes de flagelles répartis aléatoirement sur la cellule (242). 

 

Les études mentionnées précédemment démontrent bien que FlhF et FlhG contrôlent le 

nombre et la localisation des flagelles, mais leurs rôles variables selon les espèces et les profils 

de flagellation suggèrent qu’ils n’interviennent pas seuls – quelques partenaires ont pu être 

identifiés chez certaines bactéries modèles.  

 

FleN (P. aeruginosa) ou FlrA (Aeromonas, Vibrio et Shewanella) sont des orthologues de 

FlhG qui, couplés à FleQ forment un complexe capable de se lier aux régions promotrices de 

certains gènes flagellaires, dont flhA (Figure 26). L’inhibition de l’activité ATPase de FleQ par 
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FleN/FlrA entraîne une diminution de l’expression des gènes flagellaires et par conséquent 

exerce un contrôle sur le nombre de flagelles synthétisés (256–259). 

 

Vibrio possède une autre protéine associée à FlhF/FlhG, HubP (Figure 26). Il s’agit d’une 

protéine membranaire qui est adressée au pôle dès sa synthèse et est nécessaire au recrutement 

de FlhG, qui, en l’absence de HubP, est diffuse dans le cytoplasme. Cependant, FlhF localise 

aux pôles indépendamment de HubP (260,261). 

 

Kazmierczak et Hendrixson ont proposé en 2013 un modèle du mécanisme emprunté par 

FlhF et FlhG afin d’assurer la présence d’un flagelle par pôle chez C. jejuni (Figure 28) (252). 

La cellule fille issue d’une division cellulaire ne possède qu’un seul flagelle : dès la fin de la 

cytokinèse, FlhF est adressée au nouveau pôle sous sa forme homodimérique liée au GTP. Une 

fois sur place, elle procède au recrutement des composants du MS- et C-ring du corps basal 

flagellaire. A la fin de cette étape, par un mécanisme encore inconnu, FlhG se lie à FlhF et le 

dissocie en hydrolysant le GTP en GDP – ainsi, aucun autre corps basal ne peut se former. FlhG 

continue à s’accumuler aux pôles, ce qui permet le positionnement du Z-ring et le démarrage 

d’une nouvelle division cellulaire. 

 

 

Figure 28 Proposition du mécanisme de régulation spatio-numérique des flagelles de 
Campylobacter jejuni par FlhF/FlhG. Figure issue de (252). 
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6.1.2.  Composition et assemblage des flagelles 

Le flagelles et toujours composé de trois structures : (i) le corps basal qui génère la force 

motrice, (ii) le crochet qui transmet la force générée au (iii) filament. En moyenne, 60 gènes 

sont impliqués dans la formation et modulation du flagelle (262). Malgré leur taille 

microscopique, ce sont des machines extrêmement performantes – les vitesses de rotation vont 

de 300 tours par seconde (E. coli) jusqu’à 1700 tours par seconde chez Vibrio alginolyticus, 

surpassant les voitures de courses les plus performantes construites à ce jour (263,264). Dans 

ce chapitre, nous allons nous focaliser sur la structure générale du flagelle et comment est régulé 

son assemblage chez les bactéries à flagelles externes. 

 

6.1.2.1.Corps basal 

Le corps basal est la structure du flagelle qui l’enracine dans les membranes internes et 

externes et traversant le peptidoglycane (chez les bactéries à Gram négatif) (Figure 29-A). 

C’est aussi à ce niveau qu’est générée la force motrice permettant la rotation du flagelle. 

 

6.1.2.1.1. Système de sécrétion 

Le système de sécrétion flagellaire est issu du système de sécrétion de type 3 (T3SS), 

qui a pour rôle d’exporter les protéines flagellaire/flagellines à travers les membranes jusqu’à 

l’extrémité distale des structures flagellaires en formation (265) (Figure 29-A). Sa structure est 

conservée au travers du règne bactérien – il est composé de six protéines transmembranaires – 

FlhA, FlhB, FliO, FliP, FliQ et FliR qui constituent le portail d’export de protéines par force 

motrice de protons, et d’un complexe ATPase cytoplasmique composé de trois protéines 

solubles, FliH, FliI, et FliJ, qui respectent une stœchiométrie de 12:6:1 unités une fois assemblés 

(157). 

 

6.1.2.1.2. C- ring et MS-ring 

Le C-ring, en plus de participer à la génération de torque par le rotor sert aussi 

d’interrupteur du mouvement de rotation, comme l’a été décrit chez E. coli et Salmonella (266). 

Il est situé au niveau de la face cytoplasmique du corps basal, en dessous du MS-ring, et est 

constitué d’une combinaison en forme d’anneau des protéines FliG, FliM et FliN (Figure 29-

A). Chez E. coli, il a été démontré que le C-ring était une structure dynamique, avec un 

renouvellement rapide des protéines FliM et FliN à partir de leur réservoir cytoplasmique (267–

269). Le MS-ring quant à lui est composé de plusieurs unités de l’unique protéine 
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transmembranaire FliF, aussi organisée en anneau et ancrée dans la membrane interne. FliG et 

FliF interagissent directement entre elles, créant un lien entre le C- et le MS-ring. Le MS-ring 

est en contact avec la protéine du stator MotA par le biais de FliG, faisant ainsi du MS-ring un 

constituant du rotor (262,266).  

 

6.1.2.1.3. P- et L-ring 

Le P- et le L-ring se situent au niveau du peptidoglycane et de la membrane externe, 

respectivement, et font partie des structures du corps basal qui sont anciennes et conservées, 

malgré leur absence chez les bactéries à Gram positif (Bacillus subtilis) et certains spirochètes 

(voir plus loin dans le manuscrit) (Figure 29-A) (270–272). Ces deux structures, composées de 

la protéine périplasmique FlgI (P-ring) et de la lipoprotéine FlgH (L-ring) servent de support et 

de protection à la tige flagellaire (262).  

 

6.1.2.1.4. Stator 

Les unités de stator, présentes en 10 à 12 exemplaires chez les bactéries exoflagellées, 

sont assemblées sur l’anneau du C-ring formé par FliG (262,273) (Figure 29-A). Le rôle des 

stators est de transmettre la force créée par la transduction d’ions au rotor – selon leur nature 

protéique et des ions utilisés par les stators, on peut les classer en trois catégories : les 

complexes MotAB (chez E. coli, par exemple) couplés aux protons H+, et les complexes 

PomAB (Vibrio) et MotPS (Bacillus) couplés aux cations sodium Na+ (274–279). Les trois 

complexes s’organisent de manière similaire : quatre unités de MotA/PomA/MotP et deux 

unités de MotB/PomB/MotS formant un canal ionique transmembranaire à protons ou Na+. 

Certaines bactéries possèdent des protéines motrices supplémentaires pour assurer la stabilité 

des unités de stator : MotCDE chez Sinorhizobium meliloti (bactérie symbiotique de plantes) 

ou MotXY chez Vibrio alginolyticus (280,281). 

 

6.1.2.1.5. Tige, crochet et filament 

La tige flagellaire est une structure creuse mais plutôt rigide et a pour fonction de 

transmettre le torque produit par le moteur jusqu’au crochet (Figure 29-A). Elle est divisée en 

sections proximales et distales : la section proximale est composée des protéines FliE, FlgB, 

FlgC et FlgF et la section distale de FlgG (262,272). FliE assure la liaison entre la tige et le MS-

ring. Afin de percer le peptidoglycane lors de la formation de la tige, FlgJ, qui est une coiffe 

protéique, vient se placer sur la partie distale de la tige et use de son domaine muramidase pour 
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hydrolyser localement le peptidoglycane et ainsi permettre la traversée des composants du 

crochet et du filament vers l’extérieur de la cellule (282). 

 

Le crochet est à l’inverse de la tige une structure très flexible mais robuste, malgré leur 

similarité structurale (Figure 29-A). A la fin de la synthèse de la tige distale, FlgJ est remplacée 

par la coiffe du crochet, FlgD (283). Ce mécanisme permet ensuite la sécrétion de FlgE, la 

protéine structurale du crochet. La longueur du crochet est finement régulée par la règle 

moléculaire FliK : en effet, un crochet trop court serait trop rigide et un crochet trop long 

engendrerait une rotation d’ampleur trop importante, nuisant au mouvement harmonique des 

flagelles chez les bactéries péritriches comme Salmonella (265,284). 

 

Le filament de E. coli est composé de plus de 30 000 unités d’une seule protéine de type 

flagelline, FliC, organisée en hélice composée de 11 protofilaments (Figure 29-A,B) (262). 

FliC est constituée de quatre domaines : D0, D1, D2 et D3 (Figure 29-C). Les domaines D0 et 

D1 sont très conservés parmi les espèces, mais ce n’est pas le cas des domaines D2 et D3, qui 

sont relativement variables même au sein de bactéries du même genre. Cette variabilité n’est 

pas si surprenante, comme les flagelles sont les antigènes bactériens les plus exposés et les plus 

immunogènes – varier la structure des domaines les plus externes permet d’échapper au système 

immunitaire de l’hôte (285). Salmonella code dans son génome une flagelline secondaire FljB, 

exprimée lors de l’infection, dans le même but de se faire discrète face aux défenses 

immunitaires de l’hôte (286). Plusieurs espèces bactériennes ont un filament composé de 

multiples flagellines : Caulobacter crescentus possède six flagellines à fonction redondante, 

FliJ-O, Sinorhizobium meliloti en possède quatre, FlaA-D, dont FlaA est la flagelline primaire 

(287–289). L’organisation exacte des flagellines multiples au sein du filament est encore 

méconnue, principalement à cause de leurs fortes homologies de séquences (85-95% d’identité 

en moyenne), les rendant difficiles à identifier individuellement par analyses structurales 

comme la reconstruction par cryo-tomographie.  
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Figure 29 Structure du flagelle chez les bactéries exoflagellées. (A) Schémas des structures 
principales du corps basal de E. coli. (B) Représentation d’une coupe transversale du filament 
de Salmonella enterica. (C) Structure protéique de la flagelline FliC de Salmonella. OM = 
membrane externe ; PG = peptidoglycane ; IM = membrane interne ; PDB = Protein Data Bank. 
Figure adaptée de (272).  

 
6.1.2.2.Assemblage et régulation 

La complexité du flagelle nécessite une fine régulation spatio-temporelle de son 

assemblage. De nombreuses études ont été réalisées afin de déchiffrer la construction 

séquentielle de sa structure, principalement chez E. coli et Salmonella par l’analyse de la 

structure de flagelles de mutants d’un de ses composants (290,291). Les essais les plus anciens 

ont déterminé que le corps basal se construit d’abord par ses composants les plus internes, puis 
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ceux situés à l’extérieur – globalement, l’assemblage démarre par le système de sécrétion et le 

MS-ring, suivis de la tige, des P- et L-rings et finalement le crochet et le filament (291). 

Cependant, les progrès en techniques d’imagerie et de manipulation génétique ont pu nous 

fournir une image bien plus détaillée de la chronologie de cet assemblage, à la protéine près 

(292). 

 

La première étape est initiée au niveau de la membrane interne par la protéine chaperon 

FliO qui permet l’oligomérisation de FliP, qui recrute à son tour FliR, FliQ et FlhB (Figure 30-

A) (293). Ensuite, par un mécanisme encore méconnu, neuf unités de FlhA s’ajoutent au 

complexe pour former le cœur du système de sécrétion (294). Le système de sécrétion ainsi 

complété, vient FliF qui compose l’anneau du MS-ring. FliF à son tour recrute les composants 

du C-ring, à savoir FliG, FliM et FliN (Figure 30-B) (295–297). Finalement, la complétion du 

C-ring recrute le complexe ATPase (FliHIJ) avec les composants de la tige proximale et distale 

(FliE, FlgBCF) qui sont sécrétés à travers la membrane interne de manière séquentielle, aidés 

par la protéine chaperon FlgJ (Figure 30-C) (298,299). C’est à ce moment que les P- et L-rings 

sont assemblés chez les bactéries à Gram négatif. La sécrétion des protéines de la tige est arrêtée 

par l’intervention de FlhB qui sert d’interrupteur entre substrats, et ouvre la voie à la sécrétion 

de FlgE, composant du crochet (300). La protéine chaperon FlgD permet la polymérisation de 

FlgE, qui sinon ne survient pas spontanément (Figure 30-D). En parallèle, FliK régule la 

longueur du crochet et déclenche un second interrupteur de substrat qui stoppe la sécrétion de 

FlgE et la remplace par les protéines de jonction crochet-filament, FlgK et FlgL (284,301). La 

jonction mise en place, le substrat est changé une dernière fois pour laisser place à(aux) 

flagelline(s) (Figure 30-E). De la même manière que le crochet, la polymérisation du filament 

requiert la présence d’une coiffe, ici FliD – cependant il n’y a aucune limite de longueur du 

filament qui continuera à croître, mais de plus en plus lentement (302,303). La toute dernière 

étape consiste à l’addition des stators composés de MotA/MotB, ce qui enclenche enfin le 

mouvement rotatoire du flagelle. 
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Figure 30 Chronologie de l’assemblage du flagelle externe de E. coli. OM = membrane 
externe ; PG = peptidoglycane ; IM = membrane interne. Figure issue de (292).  

Le relargage séquentiel des protéines structurales du flagelle est régulé génétiquement : 

les connaissances les plus poussées concernent encore une fois les modèles E. coli et 

Salmonella, mais nous ne pouvons pas les considérer comme paradigmes car d’autres bactéries 

régulent différemment l’expression des gènes flagellaires, dont les spirochètes que l’on 

discutera en détail ultérieurement. La soixantaine de gènes flagellaires – dont la moitié code les 

composants du flagelle et l’autre les protéines régulatrices – est répartie en opérons sous le 

contrôle de promoteurs flagellaires (292). Les gènes sont regroupés en trois classes, selon la 

chronologie de leur expression (304). En plus d’une régulation hiérarchique, des mécanismes 

de contrôle positif ou négatif interviennent au fil de l’expression des gènes et de l’assemblage 

du flagelle (305). 

La classe I est composée d’un seul opéron, flhDC, sous le contrôle d’un promoteur activé 

par un signal chimiotactique (Figure 31). FlhC et FlhD constituent le complexe du régulateur 

maître des gènes flagellaires – une fois formé, il recrute l’ARN polymérase associée au facteur 

sigma primaire, σ70 (306). Ceci permet la transcription des gènes de la classe II qui comprend 

les composants du corps basal et du crochet. Dans un premier temps sont exprimés les gènes 

flhB, fliP, fliR, fliQ et flhA, suivis des composants du MS- et C-ring, fliF, fliG, fliM et fliN. Puis, 

le complexe ATPase est transcrit (fliH, fliI, fliJ) et comme l’a été décrit dans la partie 

précédente, ceci déclenche la transcription des gènes de la tige proximale (fliE, flgB, flgC et 
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flgF), puis distale (flgG) et finalement le crochet (flgE), accompagnés des protéines chaperons 

et coiffes adéquates à chaque structure. FliK débute l’expression des gènes de la classe II 

lorsqu’elle a détecté que le crochet a atteint sa taille optimale. Ceci provoque l’export de FliD 

qui a son tour libère FliT – la protéine chaperon FliT séquestre ensuite FlhC provoquant 

l’inhibition de l’expression des gènes de classe II (307). FliT se lie également à la protéine anti-

sigma FlgM, ce qui libère le facteur sigma alternatif FliA (σ28). FliA peut ensuite se lier aux 

promoteurs des gènes de classe III et activer leur transcription (308). Les gènes de classe III 

comprennent la jonction crochet-filament, flgK et flgL, la flagelline fliC et les stators, motA et 

motB, ainsi que plusieurs gènes liés au chimiotactisme (309). 

 

Figure 31 Classification des opérons de gènes de motilité. Les gènes de classe I sont représentés 
en rouge, ceux de la classe II en bleu ou violet et la classe III en vert. Figure issue de (292).  
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6.1.3. Chimiotactisme 

Le chimiotactisme est décrit comme la capacité d’une bactérie à orienter son 

déplacement vers un environnement plus riche, ou pour s’éloigner de substances toxiques. 

Etudié en profondeur chez les entérobactéries, nous allons nous focaliser sur cet exemple pour 

présenter les principes généraux du chimiotactisme. Le chimiotactisme et la motilité sont 

étroitement liés – les chémorécepteurs transmettent le signal de la composition de 

l’environnement à l’organe locomoteur afin d’adapter le déplacement de la bactérie en 

conséquence (310).  

 

Le chimiotactisme entre en jeu en réaction à la présence de deux types de substances 

dans le milieu : les attractants, ou molécules propices à la croissance de la bactérie, et les 

repellants, substances qui lui sont toxiques (311). En présence d’un milieu homogène, la 

bactérie – ici E. coli – se déplace de manière aléatoire dans l’espace, avec des phases de marche 

et de culbutes, ou « run and tumble » (Figure 32-A) (312). En présence d’un gradient de 

molécule attractante, E. coli montre un mouvement moins erratique, dirigé vers la concentration 

la plus élevée avec des phases de « tumble » minimes (Figure 32-B). Etant donné la petite taille 

de la bactérie (~2 µm de long), la bactérie ne réagit pas immédiatement à la concentration de la 

molécule dans le milieu, mais plutôt à son évolution dans le temps – elle se dirige dans la 

direction dans laquelle la concentration de l’attractant augmente (313). 

 

Dès les débuts des études sur le chimiotactisme bactérien, il a été démontré que les 

bactéries se dirigeaient prioritairement vers leurs principaux nutriments, tels que les sucres ou 

les acides aminés, et fuyaient les environnements à pH ou concentrations en ions inorganiques 

trop élevés (314–316). Certaines bactéries, dont Bacillus subtilis, sont aussi attirées par des 

intermédiaires métaboliques de leurs sources d’énergie primaire, ou par des indices 

environnementaux comme l’élévation du taux d’éthanol qui suggère qu’il y a un fruit en 

fermentation à proximité, source de nombreux nutriments (317,318). 
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Figure 32 Chimiotactisme et déplacement de E. coli en milieu homogène (a) et en présence 
d’un gradient d’attractant (b). Figure issue de (312).  

 
Les structures cellulaires qui reçoivent les informations chimiotactiques sont appelées 

chémorécepteurs. E. coli possède cinq chémorécepteurs, chacun spécifique au substrat qu’ils 

reconnaissent : Tsr (sérine), Tar (asparate et maltose), Tap (dipeptides), Trg (ribose et 

galactose) et Aer (oxygène) (Figure 33) (313). Ces récepteurs, aussi appelés protéines 

accepteur de méthyle (MCP – « methyl accepting protein »), sont des protéines 

transmembranaires organisées en clusters denses aux régions polaires de la bactérie (dans la 

plupart des cas) (24,319). Les signaux de chimiotactisme sont ensuite transduits aux protéines 

cytoplasmiques CheA, CheB, CheR, CheW, CheY et CheZ (Figure 33). CheA et CheW 

correspondent au complexe sensoriel, où CheW sert de protéine de couplage entre le 

chémorécepteur et la suite de la cascade de signalisation, dont l’interlocuteur suivant est 

l’histidine kinase CheA (320). CheA s’autophosphoryle soit en présence de repellants, soit à 

l’aide de CheW et transmet le groupement phosphate aux protéines régulatrices de réponse, 

CheB ou CheY. Une fois phosphorylé, CheY vient se lier au moteur flagellaire et déclenche la 

réponse chimiotactique adéquate. CheY est ensuite déphosphorylé par CheZ. CheR et CheB 

fonctionnent en tandem pour méthyler les bases des chémorécepteurs afin d’accélérer la réponse 

chimiotactique. 



 

 

79 

Figure 33 Schéma du mécanisme de chimiotactisme chez E. coli. Figure issue de (313).  

6.2.Motilité chez les spirochètes 

La motilité des spirochètes est unique en son genre – les endoflagelles, ancrés au sein 

du périplasme, déforment la cellule entière pour générer leur déplacement (Figure 34). Chez 

Borrelia et Treponema, possédant de multiples endoflagelles à chaque pôle qui se rencontrent 

au milieu de la cellule (voir Figure 2-A,B), leur rotation engendre une ondulation tout le long 

de la cellule (Figure 34-A,B) (321,322). Leptospira, qui à l’inverse de Borrelia et Treponema 

possède un seul endoflagelle par pôle, plus courts et ne s’entrecroisant pas au centre de la 

cellule, a un mode de motilité un peu différent : la rotation du moteur flagellaire en sens horaire 

ou antihoraire déforme les extrémités des cellules soit en forme de crochet, soit en forme de 

spirale, respectivement (Figure 34-C,D) (323,324). Afin de générer un mouvement 

translationnel, la leptospire doit impérativement adopter une conformation asymétrique de type 

« crochet-spirale », le côté « spirale » correspondant au pôle meneur de la bactérie, le côté 

« crochet » étant le pôle postérieur. Si les deux pôles ont la même conformation « crochet-

crochet » ou « spirale-spirale », la bactérie ne se déplace pas et tourne sur elle-même (324).  
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Figure 34 Motilité particulière des spirochètes. (A) motilité de Borrelia burgdorferi ; (B) 
motilité de Treponema denticola ; (C) motilité de Leptospira biflexa ; (D) détail des 
conformations cellulaires à l’origine du mouvement chez Leptospira et rappel de sa 
morphologie. Le QR code mène aux vidéos correspondantes aux panneaux A, B et C. Figure et 
vidéos issues de (321–323).  

Le mécanisme par lequel les leptospires contrôlent la conformation des pôles et le 

changement rapide entre eux est encore peu décrit. Il a été néanmoins démontré que la 

conformation « crochet » correspondait à la conformation « au repos » due au surenroulement 

de l’endoflagelle, et que l’interaction de l’endoflagelle avec la membrane interne et le 

peptidoglycane lors de la rotation des pôles avait des répercussions sur l’ensemble de la cellule 

(325). Le comportement motile des leptospires est variable selon la viscosité du milieu (Figure 

35) (326). En milieu liquide, la leptospire avance pendant plusieurs secondes dans une même 

direction, tandis qu’à la bordure d’un milieu visqueux, elle fait de nombreux aller-retours 

(Figure 35-B,C,D). Ainsi, la leptospire procède par tâtonnement pour trouver le passage idéal 

dans la maille de l’agar (ou du derme, in vivo) (Figure 35-E). Il reste à élucider la nature du 

système responsable des inversions répétées des leptospires pour faciliter l’entrée en milieux 

visqueux – il pourrait s’agir d’un mécanisme mécanosenseur, qui a été étudié chez E. coli, 

Vibrio et Salmonella : les stators du moteur flagellaire réagissent aux changements de la 
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viscosité du milieu – la pression supplémentaire engendrée par un milieu visqueux modifie les 

liaisons entre les stators et les rotors, ce qui a pour conséquence le recrutement d’unités de stator 

supplémentaires afin de pallier la résistance ressentie et augmenter la vitesse de déplacement 

(327–330). Néanmoins, cette hypothèse ne prend pas en compte la transduction du signal 

mécanique vers l’autre pôle cellulaire afin de provoquer son changement de conformation chez 

Leptospira, nécessaire pour modifier la direction du mouvement comme observé sur le panneau 

droit de la Figure 35-B. Il y a cependant une réponse chimiotactique qui résulte des 

modifications mécaniques du moteur flagellaire – on pourrait apparenter ce phénomène à la 

proprioception décrite chez les organismes supérieurs (331,332). 

 
 

 

Figure 35 Étude du comportement de motilité de Leptospira face à une transition entre 
environnement liquide et visqueux. (A) Montage expérimental permettant d’évaluer le 
comportement des leptospires lors de la transition entre un milieu liquide et un milieu visqueux. 
(B) Clichés de leptospires au cours du temps se déplaçant en milieu liquide (gauche) versus au 
contact d’un milieu visqueux (droite). (C) Déplacement en µm mesuré au cours du temps en 
milieu liquide (gauche) et visqueux (droite). (D) Fréquences d’inversions du mouvement. (E) 
Modèle proposé du mécanisme par tâtonnement des leptospires pour pénétrer le derme. Figure 
issue de (326).  
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La caractéristique des spirochètes qui les rend particulièrement invasifs demeure dans 

leur capacité à progresser dans des milieux visqueux rapidement, alors que cela ralentit les 

espèces à flagelles externes. En effet, plus la viscosité du milieu augmente, plus la vitesse de 

déplacement des spirochètes augmente (Figure 36) (333–335) 

Figure 36 Effet de la viscosité du milieu sur la vélocité de plusieurs espèces bactériennes. 
Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium (panneau gauche) et 
Leptospira spp. (panneau droit). Figures adaptées de (334,335).  

6.2.1. Organisation des endoflagelles 

Au fil de ce manuscrit, nous avons mis l’accent sur ce que rendait les spirochètes uniques 

au sein du règne bactérien, et il est désormais temps de se pencher sur leurs flagelles – ou plutôt, 

endoflagelles – qui résident au sein du périplasme. Comme l’a été mentionné dans le chapitre 

« morphologie », les corps basaux des endoflagelles sont ancrés dans la membrane interne et le 

crochet ainsi que le filament s’étendent vers le milieu de la cellule, sans percer la membrane 

externe et en restant confinés au sein du périplasme (voir Figure 2). Ici commencent les 

premières différences observées au sein des spirochètes : les endoflagelles de Borrelia, 

Treponema et Brachyspira sont longs et s’entrecroisent au milieu de la cellule et ont un 

diamètre entre 15 et 20 nm. Ainsi, chaque flagelle mesure un peu plus de la moitié de la taille 

de la cellule (Tableau 3). La longueur exacte des flagelles de Brachyspira n’a jamais été 

évaluée, mais en faisant le parallèle avec Borrelia et Treponema, on peut supposer qu’ils font 

environ 6 µm de long (336–338). Purifiés, les flagelles de Borrelia, Treponema et Brachyspira 

sont droits ou légèrement ondulés (339–341). Ces trois espèces ont aussi en commun la 

multiplicité de leurs endoflagelles : Treponema en possède 2 ou 3 par pôle, et Borrelia et 

Brachyspira en ont jusqu’à plus d’une dizaine à chaque pôle, organisés en rubans (Tableau 3 

et Figure 2). Les trois spirochètes partagent aussi leur morphologie cellulaire en forme de vague 

plane (irrégulière pour Treponema), avec les endoflagelles faisant partie du cytosquelette 

(10,342,343). Le quatrième représentant de la famille des spirochètes, Leptospira, diffère des 
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trois autres. En effet, les leptospires ne possèdent qu’un seul endoflagelle à chaque pôle, plus 

court (environ 3 µm, approximativement le tiers de la taille de la cellule, et 21-23 nm de 

diamètre) et sous forme surenroulée lorsqu’il est purifié (Tableau 3). La morphologie des 

cellules des leptospires est hélicoïdale tel un tire-bouchon. Cependant, des mutants altérant la 

structure de l’endoflagelle chez Leptospira (rendant le filament flagellaire droit au lieu de 

surenroulé) conservent l’hélicité de la cellule – les endoflagelles des leptospires ne participent 

donc pas au cytosquelette de la même façon que Borrelia, Treponema et Brachyspira 

(135,344,345). 

Comment les endoflagelles sont-ils apparus au cours de l’évolution ? Quelles sont les 

origines de cette diversité ? Quels sont les mécanismes de régulation impliqués dans la mise en 

place et synthèse des flagelles internes ? Ces questions sont encore d’actualité aujourd’hui, avec 

seulement peu de réponses disponibles pour les expliquer. La majorité des connaissances à ce 

sujet proviennent des études réalisées chez Borrelia, nous allons donc nous baser sur ce modèle 

pour apporter des débuts de réponses à ces questions. 

L’émergence des flagelles internes lors de l’évolution des bactéries n’est pas encore 

claire, mais ils sont probablement apparus après les flagelles externes : par exemple, il a été 

démontré qu’une mutation ponctuelle d’un acide aminé de la protéine de la tige flagellaire FlgG 

chez Salmonella provoquait la croissance des flagelles au sein du périplasme au lieu de percer 

la membrane externe (346). Vibrio et Helicobacter possèdent une gaine membranaire autour de 

leur flagelle, bien qu’ils sont considérés comme « externes » à la cellule (347). De la même 

manière que Salmonella, la délétion des gènes flgT et flgO qui constituent des éléments du 

flagelle associés à la membrane externe chez Vibrio alginolyticus, le transforme en flagelle 

périplasmique semblable aux spirochètes (348). Donc, ces espèces possédant une gaine 

membranaire autour de leur flagelle pourraient être l’intermédiaire évolutif entre les bactéries 

exoflagellées et les spirochètes. 
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Tableau 3 Caractéristiques principales de plusieurs représentants des spirochètes, incluant la morphologie cellulaire, les spécificités du génome, 
l’organisation des endoflagelles et la vélocité moyenne en milieu liquide. *plasmides inclus ; **données issues de MiST3 (https://mistdb.com/) ; 
***gènes identifiés à ce jour ; **** B. pilosicoli. Références utilisées pour la compilation de ce tableau : (4,10,23,135,334,342,344,349–360) 
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Les spirochètes peuvent être considérés comme possédant une flagellation polaire au vu 

de l’ancrage des corps basaux flagellaires au niveau des pôles de la cellule. Des études 

génomiques ont révélé que les spirochètes codent aussi pour les déterminants de flagellation 

polaire, FlhF et FlhG (voir partie 6.1.1. plus haut dans le manuscrit) et sont présents dans le 

génome chez Borrelia, Treponema et Leptospira avec une organisation du locus très similaire 

à celle des bactéries exoflagellées (139). Cependant, jusqu’à récemment, aucune connaissance 

sur la fonction de ces deux protéines n’était connue chez les spirochètes – Zhang et 

collaborateurs ont étudié le rôle de FlhF chez Borrelia qui sera détaillé dans cette partie (361) 

et je me suis penchée sur la fonction de FlhG chez Leptospira dans le cadre de ma thèse, dont 

les résultats seront discutés au cœur du manuscrit (139). Pour le moment, il s’agit des seules 

connaissances sur les rôles de FlhF et FlhG chez les spirochètes, et des facteurs associés à 

l’organisation de la flagellation en général. 

Comme le suggèrent les observations faites chez les bactéries à flagelles externes, il 

semblerait que FlhF et FlhG se sont diversifiés en même temps que leurs partenaires 

d’interaction dans chaque espèce, menant à des rôles certes toujours impliqués dans 

l’organisation des flagelles, mais qui peuvent différer au niveau de l’implication de FlhF ou 

FlhG dans la localisation ou le nombre de flagelles (362). Ainsi, Zhang et ses collaborateurs 

ont construit un mutant de délétion du gène flhF chez Borrelia burgdorferi et étudié son 

phénotype afin d’évaluer son implication dans la flagellation (361). Rien qu’en observant la 

morphologie cellulaire de ce mutant, ils ont remarqué qu’il présentait une altération de sa forme 

– les mutants flhF sont linéaires au lieu d’adopter une forme de vague plane comme le sauvage 

(Figure 37-B). En plus de cela, il présente un défaut de croissance et de motilité en milieu semi-

solide ainsi que liquide supplémenté par 1% de méthylcellulose, suggérant un effet pléiotrope 

de cette délétion (Figure 37-A,C). 

Figure 37 Phénotype de croissance, morphologie et motilité du mutant flhF chez B. 

burgdorferi. (A) Courbe de croissance. (B) Clichés de cellules sauvages et mutantes dans flhF. 
(C) Dispersion sur milieu semi-solide des souches sauvages, mutant flhF, mutant flhF 
complémenté et mutant flaB (contrôle non-motile). Figure issue de (361). 
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 Le défaut de morphologie s’accompagne d’un défaut au niveau de la division : la 

souche mutante flhF croît en chaînettes et présente deux types de morphologies au sein de la 

population – deux tiers de bactéries longues et droites (environ deux fois la taille du sauvage), 

et un tiers de petites cellules spiralées (moitié de la taille du sauvage).   

 

Ensuite, les auteurs ont regardé le profil de flagellation du mutant flhF par rapport au 

sauvage. Ils ont découvert par reconstruction cryo-tomographique des cellules que le nombre 

de flagelles chez le mutant était diminué au niveau des pôles (2 à 6 contrairement à 7 à 11 chez 

le sauvage) (Figure 38-L,N). De plus, les moteurs flagellaires étaient désorganisés avec des 

distances entre chaque corps basal très variables, alors que chez le sauvage les moteurs sont 

alignés et régulièrement espacés. La complémentation du mutant flhF par la copie sauvage du 

gène insérée en trans a restauré le phénotype sauvage, mais ce n’était pas le cas avec les 

constructions flhF mutées dans leur domaine GTPase – ceci indique que le rôle de FlhF dépend 

fortement de son activité GTPase. La désorganisation des moteurs flagellaires a aussi eu un 

effet sur l’intégrité du ruban de filaments flagellaires et leur organisation est plutôt anarchique 

chez le mutant (Figure 38-D,E,I,J).  

Figure 38 Reconstructions cryo-tomographiques de la morphologie des souches sauvages et 
mutantes en flhF de B. burgdorferi. Figure issue de (361).  
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Les auteurs se sont ensuite intéressés à l’expression et la stabilité d’autres protéines du 

flagelle – notamment FliF, FlgG, FlgE et FlaB qu’ils ont choisi comme représentants du MS-

ring, de la tige flagellaire, du crochet et du filament, respectivement. L’expression de ces quatre 

protéines était diminuée de 50 à 75% par rapport au sauvage, ce qui est cohérent avec la 

diminution du nombre de flagelles observée chez le mutant flhF – suggérant, de plus, une 

implication de FlhF dans la régulation du niveau d’expression des protéines flagellaires.  Cela 

va dans le sens des données obtenues chez Pseudomonas aeruginosa par exemple, où FlhF a 

été confirmée comme régulateur de la transcription de la flagelline FliC (363). Cependant, chez 

Borrelia, la régulation se situe plutôt au niveau traductionnel ou post-traductionnel, car aucune 

différence significative des niveaux d’ARN messagers n’a été constatée entre le sauvage et le 

mutant flhF. Afin de vérifier cette hypothèse, les auteurs ont évalué la stabilité de ces quatre 

protéines flagellaires au fil du temps : en effet, la quantité de FliF, FlgG et FlgE diminuait assez 

rapidement chez le mutant après ajout de spectinomycine à 100 µg/ml afin d’arrêter la 

production de protéines, mais les quantités de FlaB restaient stables même 12h après l’ajout de 

l’antibiotique. Ceci peut s’expliquer par la résistance naturelle des flagellines une fois 

polymérisées face à la dégradation par des protéases (364). Donc, FlhF interviendrait au niveau 

post-traductionnel (FliF, FlgG, FlgE) et transcriptionnel (FlaB), selon le gène flagellaire 

considéré. 

 

Finalement, ils ont vérifié la localisation polaire de FlhF par imagerie à fluorescence en 

complémentant le mutant flhf par une construction FlhF-GFP et ont obtenus les résultats 

attendus en concordance avec ce qui a été décrit chez les autres bactéries – c’est-à-dire une 

localisation polaire. Leur dernière expérience consistait à déterminer si FlhF participait au 

recrutement du composant du MS-ring, FliF, au niveau des pôles cellulaires comme décrit chez 

plusieurs autres espèces (240). Pour ce faire, ils ont détecté par immunofluorescence la 

localisation de FliF chez le mutant et le sauvage – le sauvage présentait des puncta intenses au 

niveau des pôles, alors que chez le mutant flhF leur intensité était plus faible et étaient moins 

nombreux, confirmant une implication de FlhF dans le recrutement de FliF en plus du contrôle 

de sa stabilité.  

 

Ces résultats suggèrent donc que FlhF exerce bien un rôle au niveau de la régulation 

spatio-numérique des flagelles chez Borrelia burgdorferi. De manière intéressante, il 

semblerait que FlhF endosse les fonctions de FlhF et FlhG à elle seule : cependant, les auteurs 

n’ont pas étudié l’effet de la délétion de flhF sur l’expression de flhG situé juste en aval et 



 

 

88 

certainement en opéron avec ce dernier comme c’est le cas chez les bactéries exoflagellées. Il 

est fort probable que l’expression de flhG soit diminuée, donc le phénotype observé chez le 

mutant flhF de Borrelia serait en réalité un double mutant flhF-flhG. Des études 

supplémentaires visant à évaluer le rôle de FlhG chez Borrelia seraient utiles afin de distinguer 

la spécificité des fonctions de FlhF et FlhG séparément. 

 

6.2.2. Composition et assemblage des endoflagelles 

Les spirochètes se distinguent des bactéries exoflagellées par la complexité de la 

structure de leurs endoflagelles, en plus de leur situation au sein du périplasme : en effet, le 

corps basal est plus grand en taille (environ 80 nm de diamètre chez Borrelia contre environ 45 

nm chez E. coli) et leurs filaments sont composés à minima de deux protéines, une protéine de 

cœur et une formant une gaine protéique autour du filament. Le nombre de protéines du filament 

peut dépasser la dizaine dans le cas de Leptospira. Cette complexité est probablement liée aux 

vitesses élevées que subissent les flagelles des spirochètes lors de leurs déplacements en milieux 

visqueux. Dans cette partie, nous allons mettre en avant les principales différences entre les 

spirochètes et les bactéries à flagelle externe, mais aussi prendre en compte la variabilité 

présente au sein même du phylum des Spirochaetes.  

 

6.2.2.1.Corps basal 

Le corps basal des spirochètes est limité au niveau de la membrane interne et du 

peptidoglycane au sein du périplasme (Figure 39-A). Les forces élevées que les endoflagelles 

subissent se reflètent dans la complexité de la structure du moteur flagellaire, notamment par la 

présence de structures uniques aux spirochètes tel que le collar. Comme dans le chapitre dédié 

aux bactéries exoflagellées, nous allons décrire les différentes structures de l’endoflagelle, puis 

discuter des connaissances actuelles sur leur assemblage chronologique et la régulation de 

l’expression des gènes flagellaires. 
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Figure 39 Représentations schématiques du corps basal, du filament et de la flagelline 
principale des spirochètes. (A) Schéma des corps basaux de L. interrogans et B. burgdorferi. 
Les éléments absents chez les autres espèces de spirochètes sont indiqués par le code couleur 
décrit dans la légende. (B) Schéma de la coupe transversale du filament de L. biflexa. (C) 
Modélisation en 3D de la structure de la flagelline FlaB de Leptospira. Figure issue de (272).  
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6.2.2.1.1. Système de sécrétion 

Le système de sécrétion étant fortement conservé chez toutes les espèces bactériennes, 

celui des spirochètes n’échappe pas à la règle et on retrouve les orthologues des six protéines 

transmembranaires décrites précédemment, à savoir FlhA, FlhB, FliO, FliP, FliQ et FliR, ainsi 

que du complexe ATPase cytoplasmique composé de FliH, FliI et FliJ (157,272) (Figure 39-

A). Cependant, certaines différences par rapport aux bactéries entériques sont à noter au niveau 

du complexe ATPase : par exemple, le complexe ATPase de B. burgdorferi possède un nombre 

plus important d’unités de FliH qui, pour rappel, sert de lien entre FliL et le C-ring (365). FlhX, 

qui est un substituant du domaine C-terminal de FlhB chez Helicobacter pylori est également 

retrouvé chez les spirochètes, bien que sa fonction reste inconnue (366). Contrairement aux 

entérobactéries, le complexe FliH-FliL n’est pas responsable de l’export des protéines de la 

tige, crochet et filament flagellaire, mais les mutants de délétion de ce duo de gènes chez B. 

burgdorferi et B. hermsii présentaient des défauts de motilité (367,368). Finalement, la taille 

supérieure du complexe ATPase cytoplasmique des spirochètes par rapport à celui des 

entérobactéries suggèrent l’existence de nouvelles protéines encore non identifiées à ce jour 

(22,365). 

 

6.2.2.1.2. MS- et C-ring 

Le MS-ring des spirochètes est sensiblement similaire à celui des bactéries 

exoflagellées : ancré dans la membrane interne et composé d’un anneau de plusieurs unités de 

la protéine FliF (Figure 39-A). Le C-ring qui contient le rotor et l’interrupteur rotationnel du 

flagelle est également composé des protéines FliG et FliM. Cependant, bien que la plupart des 

bactéries expriment exclusivement soit FliN, soit FliY, de la même manière que Helicobacter 

ou Campylobacter, Leptospira produit les deux (369,370). Les études effectuées chez 

Campylobacter démontrent que FliN et FliY remplissent des rôles différents au sein du C-ring, 

il en est probablement ainsi chez les leptospires aussi. Les mutants fliY et fliM chez L. 

interrogans sont atténués en virulence et présentent un défaut de motilité (137,138). FliG, en 

lien étroit avec les stators, est généralement présent en une seule copie dans le génome, mais 

les spirochètes codent deux isoformes, voire trois chez Leptospira. Chez B. burgdorferi, Le C-

ring accueille uniquement FliG2 et la délétion de fliG1 n’affecte pas la formation des flagelles, 

mais la motilité en milieu visqueux est toutefois altérée (273,371). 
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6.2.2.1.3. P- et L-ring 

La protéine FlgI du P-ring est présente chez plusieurs genres de la famille des 

spirochètes, notamment Leptospira, Leptonema, Turneriella et Borrelia (Figure 39-A). 

Cependant, la protéine chaperon associée à la formation du P-ring, FlgA, n’est présente que 

chez Leptospira. Chez Borrelia, FlgI est essentielle à l’assemblage du crochet et du filament 

(372). Le L-ring constitué de la protéine FlgH n’est retrouvé que chez Leptospira, Leptonema 

et Turneriella – néanmoins, elle ne remplit pas la fonction décrite chez les bactéries à Gram 

négatif, à savoir la formation d’un pore au niveau de la membrane externe afin de permettre la 

sécrétion des protéines du crochet et du filament. Il doit probablement s’agir d’un vestige 

conservé chez les spirochètes après la transition du flagelle externe vers l’endoflagelle (271). 

 

6.2.2.1.4. Stator 

La taille supérieure du corps basal des spirochètes comparé aux bactéries entériques 

s’explique également par le fait que 16 unités de stator ont été décomptées chez Borrelia, alors 

que les bactéries exoflagellées n’en présentent pas plus de 12 – on peut associer cette 

particularité au fort torque que génèrent les endoflagelles des spirochètes (273) (Figure 39-A). 

Leptospira se démarque des autres spirochètes par la présence de deux copies pour MotA 

(MotA/MotA2) ainsi que pour MotB (MotB/MotB2). Cette redondance permet probablement à 

L. biflexa d’utiliser des ions sodium (Na+) ainsi que des protons (H+) pour générer la force 

motrice (373). Enfin, une protéine présente chez tous les spirochètes, FlbD, homologue à la 

protéine SwrD (« swarming motility protein D ») de Bacillus subtilis pourrait être responsable 

de l’augmentation de la puissance du moteur flagellaire, comme l’est décrit chez B. subtilis 

(374). 

6.2.2.1.5. Collar 

Le collar (ou collier) est une structure unique aux spirochètes qui se situe au niveau de 

la membrane interne et du peptidoglycane, entre les stators et le MS-ring (Figure 39-A). Le 

collar interagit avec FliL, qui à son tour interagit avec le rotor, mais la fonction exacte de FliL 

est encore méconnue (375,376). Le collar est une structure d’une taille relativement 

conséquente : chez B. burgdorferi, elle mesure environ 70 nm de diamètre sur 25 nm de haut. 

Peu de choses sont connues à ce jour sur la fonction du collar – ce n’est que récemment que 

plusieurs protéines le composant ont été identifiées chez B. burgdorferi. Parmi elles, on compte 

BB0326 (ou FlcA, pour « flagellar collar protein A »), BB0286 (FlbB), BB0236, BB0058 

(FlcB), et BB0624 (FlcC) (377–380). La localisation de FlcA a pu être déterminée par la 



 

 

92 

combinaison des techniques de cryo-tomographie et d’interactions protéine-protéine : elle se 

situe en proche association avec la membrane interne et se replie en une structure en forme de 

turbine. FlcB forme un anneau à la base du collar et FlcC se pose juste au-dessus,  FlbB se place 

au centre de la structure du collar et finalement, BB0236 s’assemble sur FlbB (378,380). 

L’étude des phénotypes des mutants de délétion de ces composants du collar a pu apporter 

quelques indices sur le rôle de cette structure : les mutants produisaient des endoflagelles plus 

courts, moins nombreux et anormalement orientés vers les pôles cellulaires (377). On peut 

remarquer sur la Figure 39-A que les collars de L. interrogans et B. burgdorferi ont des 

organisations assez différentes – et effectivement, il se trouve que les protéines du collar sont 

très peu conservées entre les espèces, suggérant que chacune possède ses propres alternatives 

pour le moment inconnues.  

 

6.2.2.2.Tige, crochet et filament 

La tige flagellaire chez les spirochètes est composées des mêmes protéines que chez les 

autres bactéries, à l’exception de FlgF (région proximale), qui est remplacée par son orthologue 

FlhO (381) (Figure 39-A). De plus, la coiffe protéique FlgJ est composée uniquement de son 

domaine N-terminal, le domaine muramidase nécessaire à la pénétration du peptidoglycane est 

absent, et donc probablement exprimé sur une autre protéine (377). Il semblerait qu’à l’inverse 

des bactéries exoflagellées, la lyse du peptidoglycane ne soit pas essentielle à la formation du 

flagelle. Néanmoins, une protéine à fonction glycosyltransférase lytique a été identifiée chez B. 

burgdorferi, qui interagit visiblement avec FlgJ et permet la pénétration du peptidoglycane 

(377). 

Le crochet des spirochètes quant à lui présente un trait totalement inédit : les unités de 

FlgE créent entre elles des liaisons lysoalanine covalentes par un mécanisme d’autocatalyse. Le 

complexe de haut poids moléculaire ainsi formé est d’une stabilité et rigidité exceptionnelle, 

sans doute un moyen qu’usent les spirochètes pour résister au stress mécanique élevé de la 

rotation du moteur (382,383). Hormis cela, l’assemblage du crochet est un mécanisme 

relativement conservé, à l’exception de la protéine chaperon FlgN de la jonction crochet-

filament qui n’est présente que chez Leptospira. Les autres spirochètes remplissent cette 

fonction à l’aide de protéines chaperon à large spectre de substrats, tel que FliS (381,384). 

 

A l’origine, les filaments des spirochètes étaient imaginés comme une structure 

composée d’un cœur de flagellines (FlaBs) entourées d’une gaine protéique symétrique 

(FlaAs), mais les données structurales récentes vont à l’encontre de cette hypothèse initiale et 
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démontrent un assemblage asymétrique de la gaine flagellaire (135,360,385). Les deux familles 

de protéines sont essentielles à la motilité et à la virulence chez de nombreux spirochètes 

(136,194,337,340,341,386,387). Les filaments de spirochètes sont habituellement composés 

d’une à quatre flagellines FlaB (Tableau 4), qui sont orthologues à la flagelline FliC de 

Salmonella ou E. coli (Figure 39-B). Cela dit, les FlaBs ne possèdent pas les domaines D2 et 

D3 de FliC qui sont orientés vers la face externe du filament chez Salmonella – l’homologie 

réside uniquement au niveau des domaines D0 et D1 (Figure 29-B,C et Figure 39-C). Les 

domaines D0 et D1 sont responsables de la polymérisation du filament et celui des spirochètes 

respecte la structure hélicoïdale composée de 11 protofilaments observée chez les autres 

bactéries.  Le cœur flagellaire est entouré d’une gaine composée d’une ou deux FlaAs – ces 

deux homologues, FlaA1 et FlaA2, ont été identifiés relativement tôt dans l’étude des 

spirochètes, même s’ils ne partagent qu’environ 30% d’homologie de séquences (385). Ils sont 

organisés en opéron, probablement issus d’une ancienne duplication de gènes suivie d’une 

diversification importante de leurs séquences (136). Brevinema, Brachyspira, Treponema et 

Spirochaeta possèdent un troisième homologue de FlaA, de même pour Leptospira mais 

l’homologie de séquences est tellement faible qu’il est nécessaire de réaliser des études plus 

poussées pour confirmer leur nature, et s’il s’agit de protéines exprimées et associées au 

filament. En plus des FlaA, les Leptospiraceae possèdent des protéines de gaine qui leur sont 

spécifiques : historiquement, les premières à avoir été identifiées sont FcpA et FcpB pour 

« flagellar coiling proteins A/B », ne présentant aucune homologie entre elles (135,359). FcpA 

se distingue aussi par un repliement protéique inédit, absent jusqu’à lors dans la base de données 

Protein Data Bank. Les deux protéines se fixent de manière asymétrique du côté convexe du 

filament et intensifient ainsi sa courbure, essentielle au bon fonctionnement du flagelle (Figure 

39-B) (135,359,360,388). La face concave de la gaine est probablement recouverte des 

protéines FlaA2 et FlaA1, même si les données de cryo-tomographie ne sont pas encore 

suffisamment résolutives pour placer FlaA1 sur la structure du filament (360,388). D’autres 

protéines de la gaine flagellaire restent à être identifiées, représentées par les densités de couleur 

grise sur le schéma de la Figure 39-B. L’une d’entre elles, FlaAP (« FlaA associated protein ») 

a récemment rejoint la structure du filament de L. biflexa (388). Des travaux extensifs sont en 

cours pour compléter la structure en retrouvant les protéines manquantes, probablement encore 

annotées comme protéines hypothétiques. Les protéines de la gaine du filament sont exportées 

par la voie de sécrétion SecA, car des peptides signal ont été identifiées en N-terminal de 

chacune d’entre elles. 
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Tableau 4 Liste des composants du filament flagellaire chez L. interrogans, B. burgdorferi et 
T. pallidum.  

6.2.2.3.Assemblage et régulation 

Les seules données concernant l’assemblage de la machinerie de l’endoflagelle 

proviennent des études chez B. burgdorferi (376,381). Globalement, la chronologie des 

événements est assimilable à celle des bactéries exoflagellées : dans un premier temps sont 

assemblés le système de sécrétion, le C- et MS-ring, les stators et l’élément unique aux 

spirochètes, le collar (Figure 40). Ensuite viennent les protéines de la tige proximale et distale, 

suivies du P-ring (et L-ring chez Leptospira) et de la coiffe du crochet. S’en suit la constitution 

du crochet dont les monomères se lient de manière covalente entre elles, puis se créé la jonction 

crochet-filament, et finalement sont sécrétées toutes les protéines du filament.  

 

 
Figure 40 Assemblage de l’endoflagelle de B. burgdorferi. Figure issue de (376).  

 
 Quant à la régulation de l’expression des gènes flagellaires chez les spirochètes, peu de 

choses sont connues à ce jour. Le mécanisme de régulation ne correspond pas au schéma des 

bactéries exoflagellées, avec une répartition claires des opérons flagellaires en trois classes, 

régulées par les facteurs sigma 70 et 28 ainsi que le régulateur maître FlhDC (voir chapitre 

6.1.2.3.). Notamment, B. burgdorferi ne possède qu’un seul facteur sigma pour réguler la 

transcription des gènes – σ70, aussi appelé SigA ou RpoD (389). De ce fait, la plupart des gènes 

flagellaires semblent être exprimés de manière constitutive et leur régulation aurait plutôt lieu 

component L. interrogans str L495 Localization B. burgdorferi str B31 T. pallidum str SS14  

FlaB1 LIMLP_09410 core TPASS_0870

FlaB2 LIMLP_09405 core TPASS_0868

FlaB3 LIMLP_07480 core

FlaB4 LIMLP_07475 core BB0147 TPASS_0792

FlaA1 LIMLP_13775 sheath BB0668 TPASS_0663

FlaA2 LIMLP_13780 sheath TPASS_0664

FcpA LIMLP_01630 sheath

FcpB LIMLP_09180 sheath



 

 

95 

à un niveau post-transcriptionnel (367,389). La complétion réussie des structures primaires du 

corps basal (MS-ring, C-ring, les stators et le système de sécrétion) déclenche la transcription 

et production des protéines flagellaires de la tige, du P-ring et du crochet (Figure 40). Tous les 

spirochètes à part Borrelia possèdent le facteur sigma alternatif σ28 (FliA ou RpoF), et son 

facteur anti-sigma associé FlgM, suggérant que des mécanismes de régulation plus ou moins 

similaires à ceux des bactéries exoflagellées entrent en jeu, mais nous ne possédons pas les 

données pour pouvoir le confirmer (390). FlhF et FlhG semblent aussi entrer en jeu lors de la 

régulation de la transcription de certains gènes flagellaires chez Borrelia et Leptospira 

(139,361). Le régulateur de stockage du carbone, CsrA a récemment prouvé son implication 

dans la régulation de l’expression de certaines flagellines, chez Borrelia comme chez 

Leptospira (391,392). Finalement, il faut noter le rôle non négligeable du messager secondaire 

– le di-GMP cyclique – dans le contrôle de la motilité de plusieurs spirochètes, dans certains 

cas au niveau des interactions protéine-protéine (153,393–395). 

 

L’ensemble de ces informations sur les composants des endoflaglles chez les spirochètes 

est regroupé dans une revue dans Trends in Microbiology, « Diving into the complexity of the 

spirochetal endoflagellum » où je suis co-première auteure (texte intégral disponible en Annexe 

1) 

 

 
6.2.3. Chimiotactisme 

Les bases du chimiotactisme des spirochètes ont été posées chez B. burgdorferi (389). Les 

spirochètes possèdent entre 10 et 60 gènes associés au chimiotactisme, annotés de manière 

automatique par homologies de séquences (voir Tableau 3) (182,396). Les chémorécepteurs 

(MCPs) des spirochètes sont situés à proximité des moteurs flagellaires, à l’inverse de ce qui a 

été décrit chez les entérobactéries, chez qui on les retrouve au pôle opposé au flagelle (voir 

Figure 2) (397). Les mutants de gènes du chimiotactisme chez B. burgdorferi ont souvent 

présenté un défaut de motilité, principalement des difficultés à changer de direction en présence 

d’attractants, comme par exemple le mutant ΔcheX (homologue de la protéine régulatrice de 

réponse CheY) qui était bloqué dans un mouvement perpétuel de flexion et ne pouvait pas 

générer de mouvement translationnel (375,398–402).  

Jusqu’en 2014, aucun mutant de chimiotactisme n’a été étudié chez les leptospires, 

seulement des expressions hétérologues dans E. coli ont été réalisées dans ce but (403–405). 

Les raisons derrière ce manque de données étaient principalement dues à l’absence d’outils 
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d’études du chimiotactisme adéquats. Ambroise Lambert, à l’époque étudiant en thèse au sein 

du laboratoire, a mis en place une étude du chimiotactisme par essais capillaires : le principe 

consiste à présenter des leptospires motiles et cultivées dans un milieu dépourvu de tout 

attractant à des capillaires remplis de substances attractantes putatives. Au bout d’un certain 

temps d’incubation, les capillaires sont récupérés et le nombre de leptospires ayant progressé 

dans le capillaire est évalué – plus la concentration bactérienne est élevée, plus la substance 

constitue un attractant efficace (406,407). Il a ainsi pu identifier plusieurs attractants de 

leptospires jusqu’à lors non définis, dont le pyruvate ou l’acide palmitique, mais aussi de noter 

une différence significative entre le comportement chimiotactique des souches pathogènes et 

saprophytes (406). Depuis, quelques études ont permis de creuser les mécanismes du 

chimiotactisme de Leptospira, mais nous sommes malheureusement encore loin d’avoir l’image 

complète derrière le chimiotactisme particulier des spirochètes (408–410). 
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Objectifs de la thèse 
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La motilité est un élément indissociable de la vie, permettant aux organismes de partir 

à la recherche de niches environnementales riches en nutriments et fuir les éventuels dangers. 

En ce qui concerne les bactéries, la motilité est aussi étroitement liée à leur pathogénicité – 

comprendre son fonctionnement nous fournit des pistes à explorer pour développer de nouvelles 

stratégies thérapeutiques, comme l’utilisation de souches non motiles dans la formulation d’un 

vaccin, par exemple. 

Depuis l’essor des sciences en microbiologie, Escherichia coli a été considérée comme 

le représentant de la physiologie bactérienne, notamment pour la facilité à travailler avec. De 

ce fait, une majorité des outils de manipulation génétique ont été développés en se basant sur 

ce modèle. Cependant, il est de plus en plus évident qu’aucune bactérie ne se ressemble et que 

chaque espèce devrait être étudiée sous toutes ses coutures afin de dévoiler l’incroyable 

diversité du règne bactérien. 

Les spirochètes illustrent parfaitement l’ampleur des différences présentes au sein des 

bactéries : leur morphologie en forme de spirale et la présence de flagelles à l’intérieur de la 

cellule.  

Dans le cadre de ma thèse, nous nous sommes donc intéressés aux mécanismes de 

motilité en se basant sur le modèle de l’endoflagelle de Leptospira spp. – chez l’espèce 

saprophyte (L. biflexa) ainsi que la pathogène (L. interrogans). Le choix d’utiliser cette bactérie 

modèle en particulier se justifie par l’absence de connaissances approfondies sur la motilité des 

leptospires, à l’inverse de l’agent de la maladie de Lyme, Borrelia burgdorferi, qui est mieux 

étudié à ce sujet, en partie grâce à la mise en place d’outils de manipulation et d’analyse plus 

élaborés. 

Dans un premier temps, nous nous sommes penchés sur les similarités et divergences 

au niveau de la composition de l’endoflagelle au sein du phylum des Spirochaetes grâce à une 

étude génomique comparative décrite en fin d’introduction. La première partie de ce manuscrit 

sera consacrée à l’évaluation du rôle du déterminant spatio-numérique des endoflagelles, FlhG, 

et la seconde partie traitera la structure du filament flagellaire atypique en se basant sur l’étude 

phénotypique d’un mutant de la flagelline majoritaire, FlaB1. 

Avec l’ensemble de ces résultats, nous espérons apporter de nouvelles notions utiles à 

la compréhension de la motilité et physiologie des leptospires. 
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Résultats 
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Chapitre 1 : Le rôle du déterminant majeur de la 

flagellation polaire, FlhG, chez Leptospira spp. 
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FlhG, en complément de son partenaire FlhF avec qui elle est en opéron, déterminent 

la localisation et le nombre corrects des flagelles au niveau de la cellule bactérienne, peu 

importe leur distribution finale – polaire, amphitriche ou péritriche.  

 Chez Borrelia, FlhF a été identifiée comme responsable de la numération des 

endoflagelles : le mutant de délétion ΔflhF présentait un nombre diminué de flagelles, mais 

dont les corps basaux sont toujours localisés aux pôles cellulaires (voir Figure 38 de 

l’introduction). Comme Leptospira ne possède qu’un seul endoflagelle par pôle, nous 

souhaitions déterminer si le rôle de FlhF-FlhG était comparable à celui décrit chez les autres 

bactéries. 

Ce projet est né au sein du laboratoire il y a déjà plusieurs années, initié par Ruben 

Halifa qui a identifié un mutant d’insertion dans le gène flhG chez L. biflexa lors du crible d’une 

banque de mutants par transposition. Ce mutant présentait un défaut de motilité sur milieu 

gélosé semi-solide – ceci a servi comme premier indice que flhG jouait bel et bien un rôle dans 

la motilité des leptospires. 

Néanmoins, l’histoire s’est avérée plus compliquée qu’il n’y paraît : le défaut de motilité 

semblait être l’unique phénotype clair de ce mutant. Effectivement, la motilité en milieu liquide 

n’était pas impactée et le marquage des flagelles par immunofluorescence a montré que le 

mutant possédait au minimum un flagelle à chaque pôle, semblablement au sauvage. 

Ce n’est qu’en comparant les transcriptomes du mutant flhG et de la souche sauvage que 

nous avons pu observer une légère augmentation (facteur 2) de l’expression au niveau des gènes 

impliqués dans la synthèse des éléments de la tige et du crochet de l’endoflagelle, suggérant 

une implication directe ou indirecte de FlhG dans la modulation de l’expression de cette famille 

de gènes. Entre autres, le transcriptome a révélé un fort effet polaire (diminution de l’expression 

d’un facteur 30) sur le gène en aval de l’opéron flhF-flhG – ce gène de fonction inconnue, 

LEPBIa_0945, coderait une protéine chaperon de type Hfq identifiée par homologie de 

séquences avec l’équivalent chez Borrelia burgdorferi. Afin de déterminer si cette diminution 

de l’expression participait au phénotype de motilité, le mutant de délétion ΔLEPBIa_0945 a été 

construit par échange allélique, puis son phénotype et son transcriptome ont été analysés. 

Premièrement, le mutant ΔLEPBIa_0945 ne présentait aucun défaut de motilité. Ensuite, par 

comparaison des familles de gènes dérégulés dans les transcriptomes respectifs des mutants 

ΔLEPBIa_0945 et flhG, nous avons remarqué que leur profil de dérégulation était totalement 

différent, avec une majorité de dérégulations dans les gènes de motilité pour flhG, et dans les 

gènes codant les protéines chaperon pour ΔLEPBIa_0945. Ces résultats nous ont confortés dans 
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l’hypothèse que le phénotype de motilité observé chez le mutant était dû uniquement à la 

disruption du gène flhG. De plus, les données de modélisation ont montré que contrairement à 

celles de la publication chez Borrelia, LEPBIa_0945 ne présentait pas une structure 

correspondant à une protéine de type Hfq. 

Enfin, le mutant par transposition flhG chez la souche pathogène, L. interrogans, nous 

a confirmé le phénotype de motilité altéré observé chez le saprophyte – ces défauts se sont 

traduits par une abolition de la virulence lors de l’infection chez le hamster et une capacité 

diminuée à traverser les barrières épithéliales. Bien que cela renforce l’hypothèse de 

l’implication de FlhG dans la motilité des leptospires, le mécanisme exact à l’origine du défaut 

restait encore un mystère à ce stade. 

Grâce à la reconstruction par cryo-tomographie de la morphologie cellulaire des mutants 

flhG et du sauvage, un indice supplémentaire nous a été révélé : le corps basal de l’endoflagelle 

des mutants se situait plus proche de l’extrémité des pôles cellulaires comparé à la souche 

sauvage. De part ces observations, nous avons pu évoquer l’hypothèse que FlhG participait à la 

localisation correcte des corps basaux des endoflagelles au niveau des pôles cellulaires, comme 

proposé chez certains modèles bactériens, bien que le phénotype observé soit moins flagrant. 

Cette légère délocalisation du corps basal engendre probablement une déformation anormale 

de la cellule lors de la rotation du moteur endoflagellaire, diminuant ainsi la performance des 

leptospires à progresser dans des milieux visqueux. 

L’étude des mutants flhG chez les souches saprophytes et pathogènes de Leptospira 

nous ont permis d’élucider, en partie, le rôle de FlhG dans la localisation des endoflagelles au 

niveau polaire. Il reste cependant à explorer le mécanisme exact permettant de déterminer le 

positionnement du corps basal ainsi que les systèmes de régulation inhérents. De plus, il serait 

intéressant d’étudier un mutant flhF chez Leptospira pour mieux comparer son rôle avec ce qui 

a été décrit chez Borrelia, mais pour le moment les tentatives de mutagénèse dirigée ont été 

infructueuses. 
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Supplementary Table 1 : The phenotypes of flhF and flhG mutants in different bacteria 

 

Phylum Bacteria Flagella type Number of flagella in WT Flagellar number in flhF- Position Motility Other references

curved cell shape; Li et al., 2020;

less sensitive to bacteriophage infection; Liang and Connerton, 2018; 

unable to colonize host; Ren et al., 2018(a)(b)

reduced transcription of flagellar genes

reduced swarming

reduced transcription and production of flagellins

reduced transcription of flagellar genes Kusumoto et al., 2006;

flhF  overexpressoin leads to an increased number of polar flagella Correa et al., 2005 

S. putrefaciens/baltica/oneidensis monotrichous 1 1 lateral reduced decreased production of flagellins Yang and Chen, 2020

fragmented flagella; 

reduced transcription of flagellar genes

B. subtilis peritrichous ~20 0 absent non motile overexpression of flhF  leads to small spherical or filamentous non motile cells Carpenter et al., 1992

virulence attenuation Mazzantini et al., 2020;

increased amount of extracellular proteins; Mazzantini et al., 2016;

decreased level of hemolysins Salvetti et al., 2007

growth and cell division deficiencies

rod-shaped cells

unable to form the flagellar flat-ribbon

Phylum Bacteria Flagella type Number of flagella in WT Flagellar number in flhG- Position Motility Other references

Gulbronson et al., 2016; 

Balaban and Hendrixson, 2011

P. aeruginosa monotrichous 1 >1 polar non motile random movement  in liquid medium Dasgupta et al., 2000

FlhF accumulates at poles; Burnham et al., 2020;

hyperflagellated phenotype unstable; Kusumoto et al., 2006;

flhG  overexpression leads to reduced motility and flagella number Correa et al., 2005

Yang and Chen, 2020;

Schuhmacher et al., 2015

branching rings on agar;

fragmented flagella;

reduced transcription of flagellar genes

H. pylori lophotrichous 2 or 3 0 absent non motile reduced transcription of flagellar genes van Amsterdam and van der Ende, 2004

Firmicutes B. subtilis peritrichous ~20 ~20 disorganized normal basal body aggregates Schuhmacher et al., 2015

flhG  mutant

Wilhelms et al., 2011

increased production of flagellins

non motile

V. alginolyticus/cholerae monotrichous 1  8-10

S. putrefaciens/baltica/oneidensis monotrichous 1  2-16

reduced

A. hydrophila monotrichous 0 or 1 0 or 1 polar or absent

Proteobacteria

C. jejuni amphitrichous 2 >2 polar less motile elongated cells and minicells

polar non motile

polar

flhF  mutant

Proteobacteria

C. jejuni amphitrichous 2 0 or 1 polar or absent non motile

P. aeruginosa monotrichous 1 1 lateral reduced Murray and Kazmierczak, 2006

non motile

A. hydrophila monotrichous 0 or 1 0 or 1 polar or absent non motile

V. alginolyticus/cholerae monotrichous 1 0 absent

Wilhelms et al., 2011

Firmicutes
B. cereus peritrichous 10 to 12 1 to 3 disorganized reduced

disorganized non motile Zhang et al. 2020Spirochetes B. burgdorferi polar 9 ± 2 4 ± 2
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Supplementary Table 2 : Strains used in this study 

strains genotype reference 

Escherichia coli 

Pi1 DH5a thyA::erm-pir116 (Demarre et al. 2005) 

B2163 dapA::erm-pir116 RP4-Tc-Mu-KmR (Babic et al. 2008) 

Leptospira 

Patoc WT Wild-type L. biflexa serovar Patoc strain Patoc 1   

Patoc WT pMaOri Patoc WT / pMaOri This study 

P45 flhG::Tn(KmR) This study 

P70 flhG::Tn(KmR) This study 

DLEPBIa0945 LEPBIa0945::SpcR This study 

P45 pMaOri flhG::Tn(KmR) / pMaOri This study 

P45 comp(PnatflhG) flhG::Tn(KmR) / pMaOri::PflhGflhG This study 

P45 comp(PopflhG) flhG::Tn(KmR) / pMaOri::PflhF-flhGflhG This study 

P45 comp(flhF-flhG)Lb flhG::Tn(KmR) / pMaOri::flhF-flhGLb This study 

P45 comp(flhF-flhG)Li flhG::Tn(KmR) / pMaOri::flhF-flhGLi This study 

P45 comp(flhF-flhG)Bb flhG::Tn(KmR) / pMaOri::flhF-flhGBb This study 

Manilae WT Wild-type L. interrogans serovar Manilae strain L495   

Manilae WT pMaOri Manilae WT / pMaOri This study 

M1341 flhG::Tn(KmR) This study 

M1341 pMaOri flhG::Tn(KmR) / pMaOri This study 

M1341 comp(flhF-flhG)Li flhG::Tn(KmR) / pMaOri::flhF-flhGLi This study 

Campylobacter jejuni 

DRH212 Wild-type Campylobacter jejuni strain 81-176 rpsLSm (Hendrixson, Akerley et al. 2001) 

MB770 81-176 rpsLSm 
DflhG (Balaban and Hendrixson 2011) 

CRG348 81-176 rpsLSm 
DflhG/pDAR964 (Gulbronson, Ribardo et al. 2016) 

DRH6372 81-176 rpsLSm 
DflhG /pCRG746 (pDAR964::Cj flhG) This study 

DRH6450 81-176 rpsLSm 
DflhG /pDRH6447 (pDAR964:: Lb flhG) This study 

DRH6452 81-176 rpsLSm 
DflhG /pDRH6448 (pDAR964::Lb flhG codon  This study 

 

 

Supplementary Table 3 : Plasmids used in this study 

Plasmid Description Reference 

pMaORI E. coli-Leptospira shuttle vector (Pappas, Benaroudj et al. 2015) 

pMaGro  E. coli-Leptospira shuttle vector for gene expression under strong promoter (Gaultney, Vincent et al. 2020) 
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comp(PnatflhG) 
pMaOri vector with L. biflexa flhG under control of the putative native promoter 

(300bp upstream of the start codon), inserted between NotI and SacI sites 
This study 

comp(PopflhG) 

pMaOri vector with L. biflexa flhG under control of the promoter of the flhF-flhG 

operon (300bp upstream of the start codon), inserted between SacI and XbaI 
sites 

This study 

comp(flhF-flhG)Lb 
pMaOri vector with L. biflexa flhF-flhG under control of the promoter of the flhF-
flhG operon (300bp upstream of the start codon), inserted between SpeI and AseI 
sites 

This study 

comp(flhF-flhG)Li 
pMaOri vector with L. interrogans flhF-flhG under control of the promoter of the 
flhF-flhG operon (300bp upstream of the start codon), inserted between SpeI and 
AseI sites 

This study 

comp(flhF-flhG)Bb 
pMaOri vector with B. burgordferi flhF-flhG under control of the promoter of the 
flhF-flhG operon (300bp upstream of the start codon), inserted between SpeI and 

AseI sites 

This study 

pDAR964 
E. coli-C. jejuni shuttle vector for expression of N-terminal FLAG-3 tagged 

proteins in C. jejuni  

(Gulbronson, Ribardo et al. 

2016) 

pCRG746 
pDAR964 containing C. jejuni flhG from codon 2 to stop codon 3 inserted into the 

BamHI site to express FLAG-Cj FlhG 

(Gulbronson, Ribardo et al. 

2016) 

pDRH6447 
pDAR964 containing L. biflexa flhG from codon 2 to stop codon inserted into the 
BamHI and PstI sites to express FLAG-Lb FlhG 

This study 

pDRH6448 
pDAR964 containing a codon-optimized L. biflexa flhG from codon 2 to stop 
codon inserted into the BamHI and PstI sites to express FLAG-Lb FlhG 

This study 
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Supplementary Table 4 : Primers used in this study 1 

Primer name Species Direction Sequence (5' -> 3') Comment 

CLONING         

Pnat_flhG 
L. biflexa serovar 

Patoc 

F CGAGCTCGCCCTCGCAGTCACAAACG SacI restriction site underlined 

R TAAAGCGGCCGCAAATCCGATGAGCACTTAGTTG NotI restriction site underlined 

flhF-flhG 
F AAAATTAATTACTTTGATTCTTCCCAACC AseI restriction site underlined 

R AAAACTAGTCGGTTTCCTACTAAAAATCC SpeI restriction site underlined 

flhF-flhG 
L. interrogans 

serovar Manilae 

F ACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAGCTTTTTTCGTATATGCTTGCAAAGGAA 
restriction-free cloning, underlined 
fragment hybridizes to the vector R GGATTGCCTATTTCTAGAGCGGCCAAAGCGACAATTACAAAAACACCA 

flhF-flhG B. burgdorferi B31 
F AACAGTGCTGACACACTAG   

R AACGAAGTTCAAGCAGAAGG   

RT-qPCR         

cysK1 

L. biflexa serovar 
Patoc 

F TCATCGTGGAGCCAACTTCT reference gene 

R TGCCGCTACCATTTCTTGTG   

flhG 
F TACCATGTCGTCAAAGGCCA   

R CCACTTCATCAGCAGGCATC   

flhF 
F CCCCTCACATTCTTCCCA   

R AACTAAGCTTGATGAAGCAGA   

LEPBIa0945 
F TGGATGCCAAACTTGCGATG "hfq-like" gene 

R GGGTCATCCTTTGCCATCAT   

flgE 
F CTCCAAAGAACCTGCTCGTG   

R AGTGTTACCCAGTTCGTCGT   

flhB 
F GCTCGCCAAAGTCGTGTTAA   

R CATCTCTCGTTTGGCTTCCG   

fliD 
F TTTACCGCTCCTTTTGCCAC   

R ACTGGAGAGATCCGAAAGCC   

flgJ 
F GGGTAAGGTGAGTTCTTCTTCC   

R TGCATACCCACCATCGATGA   

flgH 
F TCCCAAAACCATCCAACCAG   

R ACTCCCGTCACTAGAACTGC   
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flgG1 
F AACCTTGCCAACGTGAACAC   

R AGTTTGTTCCCTGTGGCTTG   

fliW 
F GTCTTGCCTTCATTGTGATCCA   

R TGAGAATGATGGGCCCTTGT   

flgL 
F CAAGCCACTTCCGACCAAAA   

R TGTGGTGCTGTGGATGAGAT   

flgK 
F CGTGCCGTTGTACAGGAAAA   

R CCATACCTGCCAGTTCTTGC   

lipL32 

L. interrogans 
serovar Manilae 

F CGTATGATTTCCCCAACAGG reference gene 

R GCATAATCGCCGACATTCTT   

flhG 
F TCGATGACTCTATCCGCTACT   

R TGATCATCGACACTGGTGCT   

flhF 
F GGCTTTCAATACAGTGCTCGT   

R GCAGATACGATGGGAATGCC   

LIMLP_06730 
F ATATCGTCTCGGGCCAACAT "hfq-like" gene 

R ACTGATTTGTCGGAAGGGTCT   

flhG 

B. burgdorferi B31 

F AGCTCCATCGTACCAGAAGC   

R CTTGACGCGGACATTGGAAT   

flhF 
F GCTTGCTGAGATGAAGGAGC   

R AGGAACAATTTGCCCATCTGT   

2 
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Chapitre 2 : Implication de la flagelline majoritaire du 

cœur du filament, FlaB1, dans le phénotype et la structure 

de l’endoflagelle de Leptospira spp. 
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1. Introduction 

 

L’endoflagelle des spirochètes est une machinerie particulièrement complexe (voir 

Figure 39 de l’introduction), composée d’un nombre supérieur d’éléments structuraux et 

régulateurs que le flagelle des entérobactéries, utilisé historiquement comme référence dans la 

motilité bactérienne. De nombreux éléments de l’endoflagelle restent inconnus à ce jour – des 

études en profondeur sont encore nécessaires pour atteindre des connaissances sur la motilité 

des spirochètes comparables à celles des modèles bactériens comme E. coli ou Salmonella. 

Le filament de l’endoflagelle de tous les spirochètes se compose d’au moins une 

protéine de cœur (FlaBs) qui est un homologue de la flagelline, entourée d’au moins une 

protéine de gaine (FlaAs) (385). Leptospira possède la structure la plus complexe de tous les 

spirochètes : le cœur du filament est le produit d’un assemblage de quatre flagellines, FlaB1-4 

et sa gaine comporte au minimum cinq éléments structuraux – FlaA1-2, FlaAP, FcpA et FcpB 

– sachant que les cartes de cryo-tomographie présentent des densités auxquelles nous n’avons 

pas encore pu associer de protéine (voir Figure 39 de l’introduction) (360,388). L’une des 

caractéristiques notoires du filament de Leptospira est l’organisation asymétrique de sa gaine 

protéique – la région concave du filament est composée des protéines d’enroulement du 

filament FcpA et FcpB, et la région convexe accueille les FlaAs en plus d’autres protéines qui 

restent à identifier (388).  

Une des interrogations principales qui émerge en observant la structure atypique du 

filament de Leptospira repose sur l’origine de cette asymétrie : par quels mécanismes sont 

recrutés les éléments de la gaine flagellaire afin de se placer spécifiquement sur la face convexe 

ou concave du filament ? 

Un début de réponse à cette question pourrait se trouver dans l’organisation des 

protofilaments des flagellines FlaBs du cœur du filament – l’hélicité n’est pas parfaite et un 

joint se forme à cause d’un subtil décalage entre deux de ces protofilaments, car la conformation 

en hélice droite ne serait pas favorisée d’un point de vue énergétique (Figure 41-A,B). 

L’hypothèse avancée par Brady et ses collaborateurs consiste en la liaison préférentielle des 

protéines FlaA au niveau de ce joint, bloquant ainsi l’accès à la face concave du filament aux 

autres protéines de la gaine (Figure 41-C) (388). Une fois les FlaAs placés, les protéines FcpA 

et FcpB se lient sur la face convexe du filament et accentuent sa courbure, qui se traduit par le 

surenroulement observé sur les flagelles purifiés de Leptospira (Figure 41-D). En absence d’un 

des « bloqueurs » de la face concave – FlaA2 – la gaine du filament recouvre symétriquement 
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le cœur par les protéines FcpA et FcpB, ce qui serait une première validation de l’hypothèse 

proposée quant à l’origine de l’asymétrie du filament (Figure 41-E).  

 

Figure 41 Hypothèse sur l’origine de l’asymétrie du filament de Leptospira. Violet = FlaA2 ; 
jaune = FlaAP ; vert = FcpA ; bleu = FcpB. Figure issue de (388).  

Néanmoins, bien que ces observations permettent de nous mettre sur une piste pour 

décrire l’origine de l’asymétrie du filament flagellaire de Leptospira, on doit tout de même se 

demander quelle est l’implication des quatre isoformes de FlaB qui composent le cœur du 

filament, qui sont toutes exprimées de manière constitutive mais à des niveaux différents 

(Figure 42) (212,213).  

Lors de la synthèse du filament, les différents FlaBs sont-ils organisés d’une manière 

spécifique ou s’agit-il d’un assemblage aléatoire ? Si l’organisation des FlaBs suit un motif 

spécifique et conservé, est-elle impliquée dans le recrutement des éléments de la gaine 

flagellaire par liaisons préférentielles entre chaque isoforme et les divers composants de la 

gaine ? 

L’isoforme FlaB1 est nettement majoritaire avec près de 15 000 copies par cellule chez 

L. interrogans, suivie de FlaB4 et FlaB2 avec entre 3 000 et 5 000 copies par cellule, et 

l’isoforme le moins exprimé est FlaB3, avec autour de 300 copies par cellule (Figure 42).  
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Figure 42 Nombre de copies par cellule des quatre isoformes de FlaB chez L. interrogans 
sérovar Copenhageni souche Fiocruz L1-130, déterminés par spectrométrie de masse 
quantitative. Données issues de (212).  

L’organisation génétique des quatre isoformes de FlaB est relativement conservée entre 

le pathogène L. interrogans et le saprophyte L. biflexa (Figure 43) – flaB1 et flaB2 sont situés 

en tandem avec un espace intergénique entre les deux d’environ 200 nucléotides chez L. biflexa 

et 450 nucléotides chez L. interrogans, suggérant d’une part l’apparition de flaB2 à la suite d’un 

événement de duplication de gènes, et d’autre part que la région intergénique contient 

potentiellement des éléments régulateurs de l’expression de ces flagellines. Les gènes flaB3 et 

flaB4 se trouvent au niveau du même locus génétique chez L. interrogans. Chez L. biflexa, 

flaB3 et flaB4 se situent à deux endroits différents du génome, démontrant un certain degré de 

variabilité entre les espèces saprophytes et pathogènes de Leptospira. 

Tableau 5 Caractéristiques des quatre flagellines FlaB chez Leptospira spp. Figure issue de 
(360).  

Sachant que FlaB1, FlaB2 et FlaB4 partagent environ 70% d’homologie de séquence 

entre elles, et FlaB3 à hauteur de 50% avec les trois autres (Tableau 5), dans quelle mesure 
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sont-elles redondantes d’un point de vue fonctionnel et structural (360) ? Afin de répondre au 

moins en partie à cette question, je me suis intéressée dans le cadre de ma thèse à l’étude de 

l’implication des différents isoformes de FlaB chez le pathogène L. interrogans sérovar Manilae 

et le saprophyte L. biflexa sérovar Patoc. Pour cela, j’ai réalisé des analyses phénotypiques, 

protéomiques et structurales de mutants dans la flagelline principale FlaB1. Le mutant flaB1- 

de L. interrogans a été récupéré dans la banque de mutants par transposition (Himar1) et celui 

de L. biflexa a été généré par échange allélique par recombinaison homologue (Figure 43).  

Figure 43 Distribution et organisation des quatre flagellines FlaB chez l’espèce pathogène L. 

interrogans (A) et saprophyte L. biflexa (B). En gris sont représentés les événements de 
mutagénèse à l’origine des mutants flaB1- discutés dans ce chapitre.  

Dans la suite de ce chapitre, je vais présenter les résultats obtenus au cours de ma thèse 

pour ensuite discuter des conclusions que nous pouvons en tirer et présenter les connaissances 

manquantes afin d’avoir une image complète de l’organisation du cœur du filament de 

l’endoflagelle chez Leptospira et son implication dans l’asymétrie du filament. Ces résultats 

devraient donner lieu à un manuscrit où je serai première auteure. 
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2. Analyse du phénotype du mutant flaB1- de L. interrogans sérovar Manilae 

Les données les plus extensives dans le cadre de ce projet ont été obtenues chez la souche 

mutante flaB1- du pathogène L. interrogans sérovar Manilae. Cette partie du chapitre résume 

les observations réalisées quant à son phénotype, et les précisions qu’elles ont apportées au 

sujet du rôle de FlaB1 dans la formation du filament de l’endoflagelle de L. interrogans. 

 

2.1.Résultats expérimentaux 

2.1.1. Phénotype de motilité 

Afin d’évaluer le profil de motilité d’une souche de Leptospira, deux techniques sont 

utilisées au laboratoire : la mesure des halos de dispersion en milieu semi-solide pour quantifier 

l’habilité de la souche à progresser en milieux visqueux, et le « tracking » ou mesure de la 

vitesse de déplacement (vélocité) de leptospires individuelles par microscopie à fond noir, en 

milieu liquide supplémenté ou non en méthylcellulose afin de faire varier sa viscosité. 

Le mutant flaB1- présente un défaut de motilité en milieu semi-solide, avec des halos de 

dispersion correspondant à environ 30% de ceux du sauvage et comparables à ceux du mutant 

non-motile flaA2 (Figure 44-A,B). Cependant, les mesures de vélocité en milieu EMJH liquide 

non-visqueux n’ont démontré aucune différence significative entre le mutant et le sauvage 

(Figure 44-B,C). Ces résultats indiquent que le mutant flaB1- est toujours capable de produire 

des endoflagelles, mais qui ne sont pas optimaux pour le déplacement en milieux visqueux. 
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Figure 44 Phénotype de motilité du mutant flaB1- de L. interrogans en milieu semi-solide et 
liquide. (A) Halos de dispersion de la souche sauvage (WT) et du mutant flaB1- en EMJH-agar 
0,8% après 10 jours d’incubation à 30°C. (B) Quantification de la taille des halos de dispersion 
normalisés par rapport aux valeurs sauvages. (C) Mesures de la vélocité de la souche sauvage 
et du mutant flaB1- en milieu EMJH liquide sans ajout de méthylcellulose. La vélocité d’environ 
60 bactéries a été mesurée pour chaque souche. (D) Vidéos représentatives de la motilité en 
milieu liquide des deux souches étudiées dans ce chapitre. Scanner le QR code pour accéder 
aux fichiers vidéo. Le mutant flaA2- sert de contrôle non-motile. ** = p-value < 0.01; **** = 
p-value < 0.0001  

2.1.2. Virulence 

Nous nous sommes ensuite intéressés à la capacité du mutant flaB1- de L. interrogans à 

établir une infection aigüe chez le modèle animal sensible à la leptospirose, le hamster. Pour 

cela, 106 bactéries ont été inoculées péritonéalement dans deux groupes de quatre hamsters – 

un groupe a été infecté par la souche sauvage et l’autre par la souche flaB1-, dans le respect des 

réglementations en vigueur sur l’expérimentation animale. La survie des hamsters infectés a été 

suivie quotidiennement pendant 20 jours et les animaux ont été euthanasiés s’ils étaient 
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visiblement souffrants. Les résultats démontrent une abolition totale de la virulence du mutant 

flaB1- chez le hamster, alors que les animaux infectés par la souche sauvage sont décédés à 7 

jours post-infection (Figure 45-A). Additionnellement, aucun spirochète n’a pu être récupéré à 

partir des organes cibles (rein, foie) à la suite de l’euthanasie de l’animal au 20ème jour post-

infection par le mutant flaB1-, suggérant que ce mutant n’était également plus capable de 

coloniser l’animal.  

 Afin de vérifier cette dernière observation, nous avons procédé à un essai de 

translocation : cette expérience vise à évaluer la capacité des leptospires à traverser une 

monocouche de cellules eucaryotes épithéliales (ici MDCK1, cellules épithéliales de rein 

canines – le chien étant un hôte sensible à la leptospirose). En pratique, on commence par 

ensemencer des inserts de culture cellulaire d’une porosité de 3 µm (pour permettre aux 

leptospires de passer au travers) avec les cellules épithéliales eucaryotes MDCK1 et on incube 

ces inserts jusqu’à confluence à 37°C, 5% CO2. La confluence est vérifiée par ajout de bleu de 

Trypan à 0,4% dans le compartiment supérieur et on surveille s’il y a des fuites dans le 

compartiment inférieur – si on en observe, cela signifie que la confluence n’a pas encore été 

atteinte. Après l’obtention de monocouches épithéliales intègres, on rajoute 107 leptospires 

resuspendues dans un mélange à volume égal de milieu EMJH et eucaryote (DMEM) dans le 

compartiment supérieur de l’insert, puis on laisse incuber à 37°C, 5% CO2. A 6 et 24h après 

inoculation, un échantillon des milieux des compartiments inférieurs est prélevé et observé par 

microscopie à fond noir dans une chambre Petroff-Hausser afin de compter les leptospires ayant 

réussi à traverser la monocouche de cellules épithéliales.  

Les résultats de cette expérience de translocation en utilisant le mutant flaB1- démontrent 

qu’il traverse les barrières épithéliales de manière moins efficace, à hauteur de 11% du nombre 

total de leptospires sauvages énumérées à 24h post-inoculation (Figure 45-B). Cette perte de 

performance à traverser rapidement les barrières tissulaires est un désavantage lors de 

l’infection chez l’hôte, car cela rend les leptospires plus vulnérables face aux défenses 

immunitaires, et sont par conséquent plus rapidement éliminées de l’organisme. 
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Figure 45 Détermination du phénotype de virulence du mutant flaB1- de L. interrogans. (A) 
Infection de hamsters par 106 bactéries de la souche sauvage ou mutante. (B) Nombre de 
bactéries récupérées dans la chambre inférieure après 6 et 24h d’incubation sur une membrane 
poreuse recouverte d’une couche de cellules épithéliales canines. Le mutant flaA2- sert de 
contrôle non-motile.  

2.1.3. Morphologie cellulaire 

Les flagelles étant souvent impliqués dans la morphologie des spirochètes, notamment 

pour déformer les extrémités de la cellule en conformation « crochet » ou « spirale » chez 

Leptospira (voir chapitre « Morphologies des spirochètes» dans l’introduction), nous avons 

naturellement cherché les différences au niveau de la morphologie cellulaire entre le sauvage 

et le mutant flaB1-.  

 En microscopie à fond noir, aucune différence flagrante n’a été observée – le mutant 

flaB1- est toujours capable de déformer ses extrémités cellulaires en « crochet » ou en 

« spirale » et alterner entre les deux (voir vidéos de la Figure 44-D). L’observation de cellules 

entières par microscopie électronique à contraste négatif (acétate d’uranyle à 4%) n’a révélé 
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aucune différence majeure entre le sauvage et le mutant, mais il faut garder à l’esprit que cette 

technique peut modifier l’aspect des cellules à cause de la perte de la teneur en eau des 

échantillons (Figure 46-A). Nous voulions ensuite déterminer si le mutant flaB1- était capable 

de produire des endoflagelles polaires, et si c’est le cas, mesurer leur longueur ainsi que celle 

des cellules entières. Pour cela, nous avons fixé et perméabilisé les deux souches sur lame et 

marqué les endoflagelles avec des anticorps monoclonaux anti-FlaB1 et anti-FlaB4 (voir les 

raisons derrière le choix de ces deux anticorps plus loin dans le manuscrit) couplés à un 

anticorps secondaire fluorescent. Les corps cellulaires sont visualisés grâce à un marquage au 

DAPI qui est un intercalant de l’ADN – ce marquage remplit la totalité de la cellule car l’ADN 

est diffus dans le cytoplasme des bactéries. Les lames ainsi préparées sont observées au 

microscope confocal à fluorescence (manipulé à la plateforme d’imagerie de l’Institut Pasteur 

avec l’assistance de Alexandre Giraud-Gatineau). Plusieurs clichés sont réalisés pour chaque 

souche et les longueurs des cellules et flagelles mesurés grâce au logiciel d’analyse d’image 

FIJI (ImageJ).  

 Les résultats de cette expérience démontrent que d’une part, le mutant flaB1- est capable 

de synthétiser des endoflagelles localisés aux pôles de la cellule, comme le suggérait le maintien 

de la capacité du mutant à se mouvoir en milieu liquide (Figure 46-B). D’autre part, nous 

remarquons que les longueurs des endoflagelles et de la cellule sont significativement 

supérieures à celles du sauvage – cependant, si l’on réalise le rapport entre ces deux mesures 

(flagelles sur cellule), il n’y a plus de différence avec la souche sauvage. Ce ratio permet de 

déterminer que les longueurs des endoflagelles restent proportionnelles à la taille augmentée 

des cellules chez le mutant flaB1- (Figure 46-C). 
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Figure 46 Etude de la morphologie cellulaire de la souche sauvage et le mutant flaB1- de L. 

interrogans. (A) Clichés de microscopie électronique à transmission en contraste négatif. (B) 
Clichés du marquage immunofluorescent des endoflagelles du sauvage et du mutant flaB1-. 
Vert = endoflagelles ; bleu = ADN. (C) Mesures de la longueur cellulaire (gauche), de la taille 
des flagelles (milieu) à partir des clichés d’immunofluorescence, et le rapport entre la longueur 
de la cellule sur la longueur des flagelles (droite). *** = p-value < 0.001 ; **** = p-value < 
0.0001 ; ns = non significatif  
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2.1.4. Expression des protéines des autres éléments structuraux de 

l’endoflagelle  

Visiblement, les résultats obtenus à ce stade nous suggèrent que la délétion de la protéine 

majoritaire du filament FlaB1 était partiellement compensée par d’autres protéines du flagelle 

pour former un endoflagelle semblable à celui du sauvage. Afin de vérifier cette hypothèse, 

nous avons purifié les endoflagelles en cinq réplicats biologiques comme décrit précédemment 

dans la littérature (139) et procédé à une quantification des protéines présentes dans les extraits 

flagellaires par spectrométrie de masse LC-MS/MS, en collaboration avec Magalie Duchateau 

de la plateforme de protéomique de l’Institut Pasteur.  

La Figure 47 représente les résultats de cette quantification : ils confirment l’abolition 

de l’expression de FlaB1, mais mettent aussi en évidence une forte diminution de l’expression 

de FlaB2 et FlaB3, et une augmentation de l’expression de FlaB4. Les 10% d’expression de 

FlaB1 observés correspondent aux peptides issus de la traduction de la région en N-terminale 

précédant le site de l’insertion du transposon – il ne s’agit donc pas de protéines fonctionnelles 

(voir Figure S 1). Les protéines de la gaine flagellaire, à savoir FlaA1, FlaA2, FcpA et FcpB 

ont des niveaux d’expression comparables au sauvage.  

Nous avons réalisé des Western-blot afin de déterminer si les différences de quantités 

des protéines FlaB du mutant par rapport au sauvage observées en protéomique sont également 

visibles par le biais de cette technique (Figure 47-B). Pour cela, 10 ou 20 µg d’extraits 

cellulaires bruts de protéines du sauvage ou du mutant flaB1- ont été migrés sur gel de 

polyacrylamide dénaturant (SDS-PAGE), puis transférés sur une membrane de nitrocellulose. 

La membrane a été d’abord bloquée par des protéines de lait afin de masquer les sites 

aspécifiques, puis incubée en présence d’anticorps monoclonaux primaires anti-FlaB1, FlaB2, 

FlaB3 et FlaB4 produits chez le lapin. Ces anticorps ont été obtenus par immunisation de lapins 

par des peptides spécifiques de chaque isoforme des FlaBs de L. interrogans. 

Additionnellement, l’anticorps polyclonal anti-Loa22 a été utilisé pour vérifier que les niveaux 

de protéines totales chargés sur le gel sont comparables. Finalement, après plusieurs lavages, la 

membrane a été incubée en présence de l’anticorps secondaire couplé à la protéine HRP, produit 

chez la chèvre. La membrane a ensuite été révélée à l’aide de réactifs activant la HRP 

disponibles commercialement et scannés par un lecteur spécifique détectant la 

chimioluminescence.  

Nous avons ainsi pu confirmer les observations effectuées en protéomique – le mutant 

flaB1- n’exprime plus les flagellines FlaB1, FlaB2 et FlaB3 (la bande observée est aspécifique, 
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car également présente chez un mutant flaB3- de L. interrogans) et surexprime FlaB4. Ces 

résultats suggèrent fortement l’implication d’un mécanisme de compensation par la 

surexpression de FlaB4 pour remplacer l’absence de la flagelline majoritaire FlaB1. Ce qui est 

moins intuitif, c’est la diminution de l’expression de FlaB2 et FlaB3 – celle de FlaB2 pourrait 

s’expliquer par un éventuel effet polaire de l’insertion du transposon dans le gène flaB1 sur 

flaB2 qui se situe juste en aval dans le même cadre de lecture (voir Figure 43-A). Une autre 

hypothèse serait qu’il existe un mécanisme de régulation réalisé directement par les flagellines 

afin de moduler l’expression des autres isoformes, ce qui pourrait également expliquer la baisse 

de l’expression de FlaB3, dont le gène est localisé à un endroit différent et éloigné du génome. 

Figure 47 Analyse protéomique de la composition des endoflagelles du mutant flaB1- de L. 

interrogans comparée à la souche sauvage. (A) Données de protéomique des composants de 
l’endoflagelle du mutant normalisées par rapport au sauvage. (B) Western-blot contre les quatre 
isoformes de FlaB détectés par des anticorps monoclonaux spécifiques à chaque isoforme. 
Loa22, protéine membranaire, fait office de témoin de charge. ** = p-value < 0.01 ; **** = p-
value < 0.0001 
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2.1.5.  Structure des endoflagelles 

Maintenant que nous savons que le mutant flaB1- produit des endoflagelles supposément 

constitués de l’unique flagelline FlaB4 dans son cœur et toutes les protéines de la gaine 

flagellaire, nous avons regardé de plus près la structure des endoflagelles purifiés par 

microscopie électronique. Les endoflagelles des souches sauvages et mutantes ont été purifiés 

de la même manière que pour les études en protéomique (voir partie précédente), puis fixés sur 

des grilles de microscopie électronique, colorées à l’acétate d’uranyle à 4% et observées par 

microscopie électronique à transmission à la plateforme de bioimagerie ultrastructurale (UBI) 

de l’Institut Pasteur.  

Ces clichés nous fournissent plusieurs informations : le mutant flaB1- produit des 

endoflagelles qui semblent plus fragiles et cassants – les fragments de flagelles observés sur 

l’ensemble de la grille de microscopie sont plus courts que ceux du sauvage (Figure 48-A,C). 

Cela pourrait signifier que les endoflagelles sont naturellement plus courts in vivo chez le 

mutant flaB1-, mais nous savons que ce n’est pas le cas grâce aux données de longueur 

flagellaire obtenues par microscopie à immunofluorescence, d’après lesquelles ils sont de 

longueur comparable au sauvage (voir Figure 46-B). L’autre hypothèse serait que les 

endoflagelles du mutant flaB1- sont plus fragiles que ceux du sauvage, cassant plus facilement 

lors du processus de purification. La mesure du diamètre des flagelles sur leur partie la plus 

épaisse démontre que les flagelles du mutant flaB1- seraient très légèrement plus fins que ceux 

du sauvage (Figure 48-B). Finalement, le dernier phénomène que nous avons observé sur les 

images de microscopie électronique est que les fragments de flagelles du mutant flaB1- ne 

présentent pas un affinement sur leur extrémité, phénomène qui est observable sur les flagelles 

sauvages : ceci correspond à la perte locale de la gaine flagellaire lors de la purification (Figure 

48-D). Ainsi, nous avons décompté le nombre de fragments présentant une région fine à 

l’extrémité chez le sauvage et le mutant sur trois réplicats biologiques. Sur plus de 500 

fragments comptés dans chaque condition, ceux du mutant flaB1- ne présentaient quasiment 

aucune région fine (~3%), tandis que la fraction des fragments du sauvage possédant une région 

fine s’élève à hauteur de 40% (Figure 48-D). En complément de la légère diminution du 

diamètre des flagelles, ceci pourrait évoquer une perte totale de la gaine flagellaire chez le 

mutant flaB1-, mais nous avons vu que d’après les données de protéomique sur les endoflagelles 

purifiés, l’ensemble des protéines de la gaine est produit à des niveaux similaires au sauvage. 

De ce fait, un réarrangement de la gaine semble plus plausible pour expliquer la diminution du 

diamètre du flagelle. 
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Dans l’ensemble, ces derniers résultats nous montrent que les flagelles du mutant flaB1- 

semblent être plus fragiles que ceux du sauvage, un peu plus fins et équipés d’une gaine moins 

épaisse, probablement réarrangée par rapport à la structure du sauvage. Nous pourrions nous 

interroger sur la capacité de liaison de la flagelline FlaB4 (isoforme majoritaire chez le mutant) 

à la gaine – l’interaction entre FlaB4 et les éléments de la gaine flagellaire est peut-être plus 

forte, ce qui pourrait augmenter la rigidité du filament, et par extension générer une fragilité : 

pour faire le parallèle avec la célèbre fable de Jean de La Fontaine, « Le Chêne et le Roseau » 

(411), les filaments du mutant flaB1- seraient comparables au chêne qui brise sous la pression 

du vent (ici, la manipulation des flagelles lors de leur purification), alors que les filaments 

sauvages seraient le roseau, plus souples, donc plus résistants face au stress mécanique. 
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Figure 48 Analyse des endoflagelles purifiés et observés par microscopie électronique à 
transmission du sauvage et du mutant flaB1- de L. interrogans. (A) Clichés de microscopie 
électronique des endoflagelles purifiés. (B) Mesures du diamètre des flagelles. (C) Distribution 
des longueurs des fragments de flagelles observés en microscopie électroniques. (D) Schéma 
explicatif des régions fines (bleu) et épaisses (noir) du flagelle, décomptées sur les clichés de 
microscopie électronique du sauvage et du mutant. ** = p-value < 0.01  

Les données de microscopie électronique à transmission ne sont pas suffisantes pour 

élucider la structure du filament du mutant flaB1- – ainsi, nous avons fait appel à nos 

collaborateurs Megan Brady et Charles Sindelar (Université de Yale, New Haven, Etats-Unis) 

qui sont experts en reconstruction des structures du filament flagellaire par cryo-tomographie 

électronique. Ces expériences ont été réalisées très récemment par rapport à l’écriture de ce 

manuscrit de thèse, nous ne pouvons nous baser que sur quelques résultats préliminaires 

A
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(Figure 49). Effectivement, on constate des différences structurales entre le mutant flaB1- et le 

sauvage – plusieurs zones de la gaine du filament semblent réarrangées. Cependant, ce sont les 

seules observations que nous pouvons avancer à ce stade – il faut maintenant identifier les 

protéines composant la gaine par homologie avec les cartes structurales obtenues chez le 

saprophyte L. biflexa , pour lequel il existe un modèle 3D de la structure du filament (360,388), 

et les données protéomiques à disposition.  

Figure 49 Reconstructions du filament flagellaire par cryo-tomographie électronique du 
sauvage et du mutant flaB1-. (A) Coupe transversale. (B) Vue latérale et agrandissement des 
zones de la structure qui varient entre les deux souches. Les encadrés et flèches rouges indiquent 
les différences observées.  

2.1.6. Complémentation fonctionnelle 

Une condition non négligeable pour confirmer que le phénotype d’un mutant est dû 

uniquement à la disruption du gène ciblé est de réaliser une complémentation en trans par la 

réintroduction de la copie sauvage du gène par le biais d’un vecteur d’expression, afin de 

restaurer le phénotype sauvage (postulats moléculaires de Koch). Cependant, comme cela a été 
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abordé dans la partie « Outils de manipulation génétique et post-génomique» de l’introduction, 

la complémentation fonctionnelle des mutants chez les spirochètes est un processus fastidieux 

et souvent infructueux, partiellement dû à l’absence de connaissances suffisantes sur les 

systèmes de régulation génétique des spirochètes. 

Nous avons construit plusieurs constructions génétiques pour tenter de complémenter le 

mutant flaB1- de L. interrogans : 

- La phase de lecture ouverte (ORF) de flaB1 précédé de 300 paires de bases en amont 

du gène, correspondant à la région promotrice putative dans le sens de lecture +1 

par rapport au vecteur plasmidique 

- La même construction que précédemment mais dans le sens de lecture -1 par rapport 

au vecteur plasmidique 

- Et finalement, les gènes flaB1-flaB2, région intergénique incluses, aussi précédés de 

300 nucléotides afin d’inclure le promoteur natif. 

Malheureusement, alors que la protéine FlaB1 est bien produite comme en atteste un 

Western blot, aucune de ces constructions n’a permis de restaurer le phénotype sauvage chez le 

mutant flaB1-. La motilité en milieu semi-solide est toujours inférieure à celle du sauvage – les 

halos de dispersion observés étaient très variables entre les réplicats, sans jamais atteindre une 

dispersion de type sauvage – il pourrait toutefois s’agir d’une complémentation très partielle 

(Figure 50-A,B). De plus, comme déterminé par RT-qPCR, l’expression des autres flagellines 

(FlaB2-4) n’était pas restaurée au niveau sauvage. 

Ces observations indiquent que la régulation de l’expression des flagellines est 

particulièrement complexe et incompatible avec une réintroduction du gène sauvage en trans. 

Pour tenter de contourner ce problème, on pourrait essayer de réintroduire la copie sauvage du 

gène flaB1 dans le chromosome par recombinaison homologue. Cependant, nous savons déjà 

que la mutagénèse dirigée est très peu efficace chez la souche pathogène, donc cela ne garantit 

aucun résultat. 

Il faudra aussi séquencer le génome entier du mutant flaB1- afin de rechercher 

d’éventuelles mutations dans d’autres gènes qui, à notre insu, participeraient au phénotype du 

mutant.  
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Figure 50 Complémentation fonctionnelle du mutant flaB1- de L. interrogans. (A) Mesure et 
clichés des halos de dispersion en milieu semi-solide de la souche sauvage, du mutant flaB1- et 
du mutant complémenté par la construction flaB1(sens +1). Le cliché du mutant complémenté 
correspond à la meilleure dispersion obtenue parmi les réplicats. (B) Western-blot anti-FlaB1 
chez le sauvage, le mutant flaB1- et le mutant complémenté par la construction flaB1(sens +1). 
Loa22, protéine membranaire, fait office de témoin de charge. ** = p-value < 0.01 ; * = p-value 
< 0.05  

3. Conclusion générale sur le rôle des FlaBs et perspectives 

Pour résumer, le mutant flaB1- de L. interrogans présente un phénotype fort intéressant. La 

virulence et la capacité de coloniser l’animal est abolie, mais la motilité n’est impactée qu’en 

milieu semi-solide. Afin de préciser et confirmer le phénotype de motilité, il serait utile de 

réaliser des mesures de vélocité dans du milieu liquide supplémenté avec plusieurs 

concentrations de méthylcellulose afin de faire varier la viscosité : cela permettrait peut-être de 

déterminer un « seuil de viscosité » du milieu dans lequel le mutant flaB1- n’est plus capable 

de se déplacer. 

Ensuite, l’analyse de la structure des endoflagelles du mutant flaB1- nous suggère que la 

flagelline FlaB4 est surexprimée dans le but de secourir l’absence de la flagelline majoritaire et 

former un endoflagelle quasi fonctionnel. Néanmoins, les raisons derrière la répression des 

flagellines FlaB2 et FlaB3 ne sont pas claires – cela nous indique seulement qu’un mécanisme 
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de régulation inconnu entre en jeu pour sélectionner une flagelline plutôt qu’une autre pour 

former le cœur du filament. 

Bien que des endoflagelles en apparence entiers se forment chez le mutant flaB1-, ils 

présentent quelques faiblesses au niveau de leur structure, notamment un diamètre plus fin et 

une fragilité accrue observée lors de la purification des endoflagelles. Les premières données 

de cryo-tomographie démontrent qu’il y a un réarrangement de la gaine flagellaire chez le 

mutant flaB1-, qui engendre sans doute la diminution du diamètre du filament et, peut-être, la 

fragilité à cause de liaisons protéiques modifiées entre le cœur et la gaine du filament. 

Nous avons pu obtenir au laboratoire un mutant de délétion par recombinaison 

homologue dans le gène flaB1 de la souche saprophyte L. biflexa sérovar Patoc (Figure 43-B). 

De manière surprenante et contrairement au mutant équivalent chez L. interrogans, celui de L. 

biflexa maintient ses capacités à progresser dans un milieu semi-solide (Figure S 2-A,B). Les 

données de protéomiques indiquent également des différences majeures entre le pathogène et 

le saprophyte : on observe aussi une absence totale de FlaB1 et une surexpression de FlaB4, 

mais sinon les flagellines FlaB2 et FlaB3 sont toujours exprimées et les protéines de gaine 

flagellaire montre une variation de niveaux d’expression significatifs, contrairement à ce qui 

est observé chez L. interrogans (Figure S 2-C). Il semblerait qu’il existe également des 

différences au niveau de la régulation de l’expression des flagellines entre les saprophytes et 

pathogènes. Peu de choses peuvent être déduites à ce stade des données disponibles pour 

expliquer le rôle de FlaB1 chez la souche saprophyte L. biflexa, étant donné ses caractéristiques 

diamétralement opposées à celles du mutant flaB1- de L. interrogans. La résolution de la 

structure du filament serait sans doute le meilleur moyen d’évaluer l’implication de FlaB1 dans 

l’organisation de la structure de l’endoflagelle. 

Nous disposons au laboratoire de deux mutants supplémentaires dans les flagellines 

FlaB : le mutant flaB4- chez L. biflexa sérovar Patoc, qui était le tout premier mutant obtenu par 

échange allélique chez les leptospires (194) ; et le mutant de transposition flaB3- chez le 

pathogène L. interrogans sérovar Manilae. Le mutant flaB4- de L. biflexa est totalement non-

motile, ne forme plus les extrémités en « crochet » ou « spirale » et les flagelles sont absents 

d’après les données de microscopie électronique sur cellule entière (194). Le mutant flaB3- de 

L. interrogans ne présente pas de phénotype flagrant : sa motilité, morphologie et virulence 

sont les mêmes que la souche sauvage. Ceci est moins surprenant car FlaB3 est la flagelline la 

moins exprimée chez les pathogènes. Il ne faut toutefois pas s’arrêter sur une absence de 
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phénotype – ces mutants ont le potentiel de nous fournir de précieuses informations sur 

l’assemblage de l’endoflagelle. 

Contrairement aux présomptions initiales et à leurs similarités au niveau de leur 

composition en acides aminés, les flagellines des leptospires pathogènes et saprophytes ne sont 

pas aussi comparables qu’il ne le paraît. Samuel García Huete, étudiant en thèse au sein du 

laboratoire à l’époque de la rédaction de ce manuscrit, a réalisé un arbre phylogénétique des 

différents gènes flaB au sein des 68 espèces du genre Leptospira identifiées à ce jour (Figure 

51). 

 

Figure 51 Classification phylogénétique des quatre isoformes de la flagelline FlaB au sein des 
espèces de Leptospira. Les espèces sont coloriées selon leur clade comme indiqué dans la 
légende à droite de la figure. Les orthologues de tous les FlaB ont été recherchés dans la base 
de données des 68 espèces du genre Leptospira et les séquences ont été alignées avec MAFFT 
pour une inférence arborescente plus poussée avec IQ-TREE.  

Cet arbre phylogénétique démontre une claire séparation entre les FlaBs des espèces 

pathogènes (clades P1+, P1- et P2) et ceux des espèces saprophytes (clades S1 et S2). Cela 

signifie qu’il y a eu une divergence entre les saprophytes et les pathogènes à un moment de 

l’évolution et que leurs flagellines ont ensuite évolué séparément.  
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L’autre information que nous pouvons tirer de cette classification phylogénétique est 

que les isoformes flaB1 et flaB4 semblent partager un ancêtre commun. La flagelline la plus 

proche de ces deux dernières est flaB2, et flaB3 semble être la plus éloignée 

phylogénétiquement, ce qui est cohérent avec son homologie de l’ordre des 50% avec les autres 

isoformes. La similitude entre FlaB1 et FlaB4 est intéressante car les mutants flaB1- de L. 

interrogans et flaB4- de L. biflexa ont un phénotype similaire. Il n’est donc pas exclu que la 

protéine majoritaire de L. biflexa soit FlaB4 au lieu de FlaB1, et que ce « choix » s’est réalisé à 

un moment donné de l’évolution et est probablement accompagné de mécanismes de régulation 

adaptés. 

Enfin, il faudrait étendre ces études phylogénétiques sur l’ensemble des protéines du 

filament des leptospires – si l’on compare les modèles du filament de L. biflexa (Figure 39-B 

de l’introduction), espèce sur laquelle se sont basées toutes les études structurales pour sa 

relative facilité de manipulation, et la structure du filament sauvage de L. interrogans (Figure 

49), on remarque le L. interrogans ne possède pas de cavité sur la partie concave du filament – 

il est à la place comblé par des protéines qui restent à être identifiées.   

Ceci remet aussi en cause l’hypothèse que chaque isoforme des flagellines FlaB est 

responsable du recrutement d’un composant spécifique de la gaine du filament – il semblerait 

que le secret derrière l’asymétrie du filament des leptospires repose sur un autre phénomène 

encore inconnu. 

Concernant la régulation de l’expression des flagellines, l’unique étude sur le sujet chez 

Leptospira concerne l’implication de CsrA, le régulateur post-transcriptionnel de stockage du 

carbone qui a un spectre de substrats très large. Chez Borrelia, il est impliqué dans la régulation 

de l’expression de la flagelline FlaB (392) et récemment, mon collègue Theerapat Phoka, moi-

même et d’autres collaborateurs avons identifié un rôle similaire chez Leptospira mais limité à 

seulement quelques isoformes, en particulier FlaB1, FlaB2 et FlaB4 chez le pathogène L. 

interrogans (391). Le texte intégral de la publication est disponible en Annexe 2.  

L’expression de csrA était augmentée d’un facteur 3 chez le mutant flaB1- de L. 

interrogans – CsrA étant un activateur de la transcription des flagellines citées ci-dessus, la 

dérégulation générale de l’expression des quatre isoformes de FlaB chez le mutant flaB1- peut 

être expliquée, en partie, par la surexpression de CsrA. En effet, on observe chez le mutant 

flaB1- une augmentation de la production de FlaB4. En théorie nous devrions aussi observer 

une augmentation de la production de FlaB2, mais celle-ci peut être masquée par le possible 

effet polaire de l’insertion du transposon dans le gène flaB1 adjacent. En revanche, CsrA n’a 
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pas d’effet sur FlaB3, donc la diminution de son expression chez le mutant flaB1- doit être 

causée par un autre mécanisme de régulation.  

L’ambition initiale de l’étude des FlaBs dans leur implication dans la structure de 

l’endoflagelle était d’obtenir les souches mutantes de chaque isoforme chez le saprophyte et le 

pathogène, et aussi d’avoir des mutants sans aucun FlaB pour pouvoir les réintroduire 

individuellement en trans et étudier la structure du flagelle lorsqu’un seul des isoformes est 

présent.  Néanmoins, la mutagénèse chez les leptospires est capricieuse et peu efficace, donc 

nous sommes encore loin d’avoir les souches mentionnées ci-dessus.  
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4. Données supplémentaires 

 

Figure S 1 Carte des peptides de la protéine FlaB1 identifiés par spectrométrie de masse LC-MS/MS chez le mutant flaB1- de L. interrogans.
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Figure S 2 Résumé du phénotype du mutant flaB1- de L. biflexa. (A) Halos de dispersion en 
milieu semi-solide de la souche sauvage et du mutant flaB1- . (B) Quantification du diamètre 
des halos de dispersion du sauvage, mutant flaB1- et mutant fcpA- (utilisé comme contrôle non-
motile). Les valeurs sont normalisées par rapport au sauvage. (C) Quantification relative par 
spectrométrie de masse LC-MS/MS des composants de filament de l’endoflagelle chez le 
mutant flaB1- normalisés par rapport aux valeurs sauvages. **** = p-value < 0.0001 ; *** = p-
value < 0.001 ; * = p-value < 0.05   
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Discussion et perspectives 
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Les spirochètes sont des bactéries particulièrement intrigantes, de part de leur 

morphologie en vague ou spirale, mais surtout de leur motilité régie par le mouvement finement 

régulé des endofagelles, insérés à chaque extrémité et se prolongeant dans le périplasme. 

Les représentants du phylum des Spirochaetes comprennent des pathogènes majeurs de 

l’humain et de l’animal– notamment Treponema pallidum, agent de la syphilis, Borrelia 

burgdorferi, agent de la maladie de Lyme et Leptospira interrogans, agent de la leptospirose. 

Ces trois maladies infectieuses sont actuellement en émergence ou réémergence : la maladie de 

Lyme est de plus en plus prévalente dans tout l’hémisphère Nord, la syphilis réapparait dans les 

pays développés et la leptospirose gagne du terrain dans les zones tempérées, en partie à cause 

du réchauffement climatique (33,36,58,412). 

Bien que les spirochètes ne soient pas encore inclus dans la liste des bactéries 

multirésistantes aux antibiotiques – liste en expansion continue depuis le début du siècle – et 

que la plupart des spirochétoses sont facilement traitables par administration de pénicilline, 

quelques souches résistantes aux macrolides de T. pallidum causant la syphilis ou le pian 

(affection cutanée créant des ulcères) ont été identifiées – ceci devient problématique pour les 

patients présentant une allergie à la pénicilline (413,414). Cependant, avant de pouvoir 

administrer un traitement, il faut que ces spirochétoses soient rapidement et correctement 

diagnostiquées, ce qui est problématique car la leptospirose en particulier se manifeste par des 

symptômes peu spécifiques de type syndrome grippal et est fréquemment diagnostiquée à tort 

comme le paludisme ou d’autres maladies tropicales plus prévalentes (60). 

Il ne serait pas judicieux d’ignorer ces premiers signaux d’alarme. C’est l’une des 

raisons pour laquelle il est crucial de comprendre la physiologie des spirochètes afin de 

développer de nouvelles alternatives au traitement antibiotique et, idéalement, des outils de 

prophylaxie efficaces comme les vaccins : à ce jour, il existe quelques vaccins pour la 

leptospirose animale ou humaine, mais qui ne protègent que contre les sérogroupes les plus 

virulents, et l’immunisation doit être fréquemment renouvelée pour garder son efficacité (415). 

Nous souhaitions apporter de nouvelles connaissances dans le domaine à l’aide des 

travaux réalisés dans le cadre de ma thèse, dont le thème est axé sur la motilité des spirochètes. 

Une meilleure compréhension du système endoflagellaire est d’importance cruciale pour 

améliorer les connaissances actuelles sur un système de motilité atypique qui va à l’encontre 

des paradigmes sur la motilité bactérienne et leurs organes locomoteurs, qui ont jusqu’à 

récemment été quasi exclusivement étudiés dans les modèles comme E. coli ou Salmonella. Ces 

connaissances peuvent également, par extension, être utilisées dans le développement d’outils 
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thérapeutiques – l’utilisation de mutants non-motiles dans la formulation de vaccins est déjà en 

cours d’évaluation (416). 

En effet, la motilité des spirochètes est un élément essentiel à leur virulence et pouvoir 

pathogène, comme de nombreuses études ont déjà pu le démontrer (135–139,141,387). 

Cependant, les connaissances sur les mécanismes de motilité restent encore superficielles, 

nécessitant des efforts de recherche supplémentaires pour obtenir une image globale, tout en 

surmontant les défis de la difficulté de manipulation génétique des spirochètes.  

Mon projet de thèse s’est focalisé sur trois aspects de la motilité des spirochètes : (i) le 

bilan des connaissances sur les éléments composant les endoflagelles et les différences 

présentes au sein du phylum des Spirochaetes (revue « Diving into the complexity of the 

spirochetal endoflagellum », San Martin, Fule et al. 2022, Trends in Microbiology en Annexe 

1) ; (ii) l’étude du déterminant de flagellation polaire FlhG chez Leptospira (publication « Role 

of the major determinant of polar flagellation FlhG in the endoflagella-containing spirochete 

Leptospira », Fule et al. 2021, Molecular Microbiology discuté dans le premier chapitre du 

manuscrit) et (iii) l’implication des différents isoformes des flagellines FlaB dans le phénotype 

de motilité et la structure de l’endoflagelle de Leptospira (manuscrit en cours de préparation, 

Fule et al.) 

Dans cette dernière partie du manuscrit, nous allons résumer et discuter les avancées 

atteintes lors de la réalisation de ma thèse, et mentionner les lacunes qui demeurent à combler 

dans le domaine à l’avenir. 

1. Diversité de la composition des endoflagelles chez les spirochètes 

En 2022, la base de données NCBI référence plus de 3 500 génomes complets de 

spirochètes à travers toutes les espèces (27,417). Une précédente revue sur les gènes flagellaires 

basée sur l’analyse des génomes bactériens disponibles en 2005 ne comportait que 4 séquences 

de génomes complets de spirochètes : B. burgdorferi souche B31, T. pallidum subsp. pallidum 

souche Nichols, L. interrogans sérovar Lai souche 56601 et T. denticola souche ATCC 35405 

(384). En moins de 20 ans, les progrès technologiques au niveau des analyses des génomes ont 

explosé, ainsi que les techniques de manipulation génétique, d’imagerie structurale, et de 

modélisation – la combinaison de ces développements ont permis d’identifier de nouveaux 

composants de l’endoflagelle des spirochètes, de résoudre leur structure et mieux comprendre 

leur fonction. 
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D’un point de vue global, les endoflagelles des spirochètes partagent de nombreuses 

similitudes, sûrement en lien avec leurs morphologies similaires. Cependant, en y regardant de 

plus près, des différences majeures les séparent – Treponema, Borrelia et Brachyspira 

possèdent des endoflagelles multiples alors que Leptospira n’est pourvu que d’un endoflagelle 

par pôle. Il en est de même de la taille de leur génome – le génome de Leptospira est quatre 

fois plus grand que ceux de Treponema et Borrelia. Ces disparités se reflètent sur la 

composition de leurs endoflagelles – celui de Leptospira jouit de la structure la plus complexe 

parmi les spirochètes. Certaines protéines de l’endoflagelle semblent être spécifiques à chaque 

genre et sont plausiblement associables aux caractéristiques particulières de leur morphologie 

et type de motilité. Il faut aussi noter que les spirochètes sont capables de coloniser et prospérer 

dans des environnements très variés : les différences observées peuvent être apparues en 

conséquence de leur établissement dans une nouvelle niche environnementale.  

L’analyse génomique approfondie des composants de l’endoflagelles des spirochètes 

réalisées dans cette revue dont je suis co-première auteure ont toutefois fait émerger des 

questions supplémentaires en plus des réponses apportées aux interrogations précédentes (272). 

Plusieurs protéines, dont les flagellines FlaB et FlaA, ainsi que les protéines de stator MotA et 

MotB, entre autres, sont présents en plusieurs copies dans le génome de certains spirochètes – 

il reste à déterminer la pertinence biologique de la présence de tous ces paralogues. Sont-ils 

réellement impliqués dans le fonctionnement de l’endoflagelle ? Si oui, exercent-ils tous la 

même fonction ? Ou s’agit-il de vestiges de l’évolution dont la fonction est devenue obsolète ? 

Enfin, nous ne connaissons pas les mécanismes d’interaction de l’endoflagelle avec les 

autres éléments du périplasme, comme le peptidoglycane et la membrane externe, et comment 

celles-ci permettent de déformer la cellule entière et générer le mouvement d’ondulation ou de 

tire-bouchon permettant aux spirochètes d’avancer. Dans le même esprit, quelles sont les 

caractéristiques permettant aux spirochètes de traverser si efficacement les barrières tissulaires 

de l’hôte ? 

En conclusion, encore de nombreux points restent à élucider pour comprendre les 

mécanismes inhérents à la motilité unique des spirochètes, ainsi que l’identification formelle 

des composants impliqués dans la structure et la régulation de la synthèse des endoflagelles. 
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2. Rôle du déterminant de la flagellation polaire FlhG chez Leptospira spp. 

Les protéines FlhF et FlhG ont démontré un rôle dans la régulation spatio-numérique de 

la flagellation de plusieurs bactéries à flagelles externes, et plus récemment chez le spirochète 

B. burgdorferi (249,253,255,361,363,418–420). Bien que l’organisation génétique du locus 

flhF-flhG soit conservée à travers les espèces, les rôles de FlhF et FlhG n’engendrent pas 

toujours les mêmes phénotypes lorsque leur fonction est abolie – défaut de motilité, nombre de 

flagelles augmenté ou diminué, localisation des moteurs flagellaires anormale, dérégulation de 

gènes flagellaires. Ces observations indiquent que leur mécanisme d’action est spécifique à 

chaque organisme, ne nous permettant pas d’établir un consensus global sur leurs fonctions, 

applicables à toutes les bactéries exprimant ces gènes.  

Afin d’évaluer la fonction de FlhG chez Leptospira spp. dans le cadre de ce projet de 

thèse, nous nous sommes basés principalement sur la comparaison des phénotypes des mutants 

FlhF de B. burgdorferi avec les mutants flhG disponibles dans notre banque de mutants par 

transposition chez L. interrogans et L. biflexa. Leptospira et Borrelia étant tous les deux des 

spirochètes, nous nous attendions à observer des phénotypes comparables ou complémentaires, 

comme les mutations ne sont pas situées au niveau du même gène. 

Le mutant flhF- de B. burgdorferi était non-motile et avait des flagelles moins nombreux 

et désorganisés – les mutants flhG- de L. interrogans et L. biflexa avaient quant à eux une 

motilité réduite en milieu semi-solide mais de type sauvage en milieu liquide, et ne montraient 

pas de défaut au niveau du nombre de flagelles. L’hypothèse suggérant l’impossibilité 

d’interchanger les gènes flhF-flhG entre les espèces a été confirmée par des essais de 

complémentation du mutant flhG- de Leptospira par le locus flhF-flhG de B. burgdorferi, ainsi 

que la complémentation du mutant flhG- de Campylobacter jejuni par l’homologue de 

Leptospira. 

Ayant ces connaissances à l’esprit, nous avons investigué plus en profondeur le 

phénotype des mutants flhG- de L. interrogans et L. biflexa : il faut noter que la tâche ne se 

révélait pas évidente car hormis le phénotype de motilité en milieu semi-solide et l’abolition de 

la virulence chez la souche pathogène, les éléments pouvant expliquer ces observations étaient 

difficiles à identifier. 

Grâce à l’observation de la morphologie de cellules entières par cryo-tomographie, nous 

avons pu constater que les corps basaux endoflagellaires étaient décalés vers l’extrémité des 

pôles cellulaires. Ceci nous indique que FlhG serait effectivement impliquée dans la localisation 
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correcte des endoflagelles, mais de manière moins impressionnante que chez d’autres bactéries, 

où la localisation est souvent très différente du profil de flagellation sauvage. Le décalage du 

moteur flagellaire vers les extrémités des pôles engendre possiblement une déformation 

anormale du cylindre cellulaire, entraînant un défaut de motilité dans les environnements à 

viscosité élevée, se traduisant par une incapacité à établir une infection chez l’hôte par 

perturbation de leur habilité à traverser les barrières tissulaires. Cependant, la nature subtile de 

la délocalisation des corps basaux chez les mutants flhG- de Leptospira nous mène à des 

interrogations sur le mécanisme de FlhG dans le positionnement du moteur – quels éléments 

cellulaires sont-ils responsables de l’adressage si précis au niveau du pôle ? L’interaction de 

l’endoflagelle avec les structures du périplasme entre-t-elle en jeu ? Comme l’a été décrit chez 

Borrelia, FlhF, qui est naturellement localisé aux pôles, participe au recrutement du composant 

du MS-ring FliF – cet aspect reste à être étudié chez Leptospira par des expériences de 

colocalisation de protéines in vivo, par exemple. 

Enfin, la comparaison des transcriptomes de la souche sauvage et du mutant flhG- de L. 

biflexa a révélé une légère surexpression des gènes impliqués dans la synthèse et la structure de 

la tige et du crochet de l’endoflagelle. Le contrôle précis de la synthèse du crochet 

endoflagellaire est crucial pour maintenir une motilité optimale. Sa longueur est finement 

surveillée par la règle moléculaire FliK – si le crochet est plus court, sa rigidité devient trop 

élevée et s’il est trop long, le transfert de la force motrice du moteur au filament du flagelle 

entraîne une rotation anormale du filament, impactant la capacité de se mouvoir correctement. 

Dans le cas du mutant flhG- de Leptospira, la surexpression des gènes du crochet, dont l’élément 

structural FlgE, résulte possiblement en la synthèse d’un crochet de taille anormale. Le filament 

étant compris au sein du périplasme, une différence au niveau de la courbure et/ou longueur du 

crochet peut potentiellement impacter les interactions du filament avec le peptidoglycane et les 

membranes, ce qui entraînerait une déformation non-optimale du corps cellulaire lors de la 

rotation du flagelle. Ceci pourrait aussi expliquer pourquoi le phénotype de motilité ne se 

manifeste pas en milieu liquide, car les leptospires font face à une moindre résistance dans ce 

milieu comparé aux milieux à viscosité élevée. Afin d’illustrer ces propos, nous pourrions 

imaginer que le mutant flhG- ressemblerait à une visseuse électrique mal placée sur l’axe de la 

vis – la vis sous la pression de la visseuse tourne dans un angle de rotation trop large pour 

pouvoir percer le support. Il est également possible que la structure altérée soit à l’origine du 

décalage du moteur vers l’extrémité du pôle par pression mécanique du filament dans l’espace 



 

 

161 

périplasmique. Ces suppositions demeurent à être vérifiées par l’analyse précise de la structure 

des crochets endoflagellaires. 

3. Les flagellines FlaB du cœur du filament et leur fonction dans la structure de 

l’endoflagelle et la motilité de Leptospira spp. 

 

Les endoflagelles des spirochètes se distinguent aussi par leur structure complexe, 

souvent mettant en jeu plusieurs isoformes d’une même protéine. Les filaments des spirochètes 

sont des structures tubulaires composées d’un cœur entouré d’une gaine protéique. Le degré de 

complexité varie parmi les représentants des spirochètes : Borrelia possède une protéine de 

cœur (FlaB) et une protéine de gaine (FlaA) identifiées à ce jour, Treponema a trois isoformes 

de la protéine de cœur et deux protéines de gaine, et Leptospira a le filament le plus complexe 

avec quatre protéines de cœur (FlaB1-4) et au minimum 5 protéines de gaine (FlaA1, FlaA2, 

FlaAP, FcpA et FcpB) (voir Tableau 4 de l’introduction).  

Des modélisations récentes de la structure du filament de L. biflexa ont mis en évidence 

une asymétrie prononcée de la gaine du flagelle : les protéines FlaA semblent être recrutées 

uniquement du côté concave du filament, alors que les Fcps se situent sur la face convexe 

(360,388) (voir Figure 39-B de l’introduction). Cette asymétrie a pour conséquence le 

surenroulement des filaments que l’on peut observer après la purification des endoflagelles, et 

FcpA est un élément indispensable à ce phénomène (135). Le surenroulement de l’endoflagelle 

de Leptospira permet la déformation des extrémités cellulaires en conformations « crochet » ou 

« spirale », essentielles à la génération d’un mouvement translationnel chez ce spirochète.  

Il est clair que l’asymétrie du filament joue un rôle crucial dans la motilité des 

leptospires : quelle est l’origine de cette asymétrie ? Comment est-elle apparue au cours de 

l’évolution ? Quels sont les déterminants permettant le recrutement des protéines de gaine à 

leurs localisations spécifiques au niveau du filament ? Quelles sont les interactions du filament 

avec le peptidoglycane et la membrane externe ? Les filaments des autres spirochètes sont-ils 

eux aussi asymétriques ?  

Il y a quelques années, notre équipe et nos collaborateurs de l’université de Yale et de 

l’Institut Pasteur de Montevideo avions avancé l’hypothèse que la composition du cœur du 

filament, et en particulier l’agencement des différents isoformes de FlaB en son sein serait un 

facteur important dans la mise en place de la gaine asymétrique. Autrement formulé, chaque 

isoforme de FlaB lierait préférentiellement un ou plusieurs composants de la gaine, impliquant 

que leur répartition au sein du filament n’est pas aléatoire, mais régulée spatialement. 
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Afin de creuser cette hypothèse, j’ai étudié des mutants de flagellines chez la souche 

saprophyte et la souche pathogène de Leptospira dans le cadre d’un de mes projets de thèse. 

Les quatre isoformes de la flagelline FlaB ne sont pas exprimés de manière homogène chez L. 

interrogans – FlaB1 représente la fraction majoritaire, puis sont exprimés à des concentrations 

moins importantes FlaB2, FlaB3 et FlaB4 (212,213). Nous avions à notre disposition dans une 

banque de mutants le mutant flaB1- de L.interrogans sérovar Manilae et j’ai réussi à obtenir le 

mutant équivalent chez L. biflexa sérovar Patoc par échange allélique. La majeure partie de mes 

travaux reposent sur l’étude de ces deux mutants et la comparaison de leurs phénotypes. 

Dans un premier temps, je me suis focalisée sur le mutant de la souche pathogène : 

l’analyse de son phénotype a révélé que le mutant n’était plus capable de se déplacer 

efficacement en milieu visqueux et n’était plus virulent chez l’animal. Cependant, 

similairement au mutant flhG- de Leptospira, sa vitesse de progression en milieu liquide n’était 

pas impactée. Ceci suggère que les endoflagelles sont toujours synthétisés, malgré l’absence de 

la flagelline majoritaire. Et effectivement, le marquage des endoflagelles avec des anticorps 

monoclonaux spécifiques aux isoformes individuels des FlaBs ont démontré que le mutant 

flaB1- possédait un flagelle à chaque pôle de taille comparable au sauvage. Néanmoins, la 

motilité était altérée : qu’est-ce qui rendait les endoflagelles du mutant flaB1- moins 

performants ? 

Pour répondre à cette question, nous avons regardé l’aspect des endoflagelles après 

purification – nous avons constaté qu’ils semblaient plus fragiles et cassants comparés à ceux 

du sauvage, avec une légère diminution de la taille de leur diamètre. Ensuite, nous nous sommes 

basés sur des analyses protéomiques semi-quantitatives de ces mêmes extraits d’endoflagelles 

afin de comparer leur composition protéique par rapport à la souche sauvage. Les résultats ont 

mis en évidence une dérégulation généralisée des quatre isoformes – FlaB1, FlaB2 et FlaB3 

avaient une expression fortement diminuée ou abolie, et FlaB4 était surexprimé. Les taux 

d’expression des composants de la gaine étaient inchangés. Ces résultats mettent en évidence 

un mécanisme de régulation de l’expression des flagellines dépendant de leurs quantités 

cellulaires qui n’est pas encore clair à ce jour, même si on suspecte une participation de CsrA 

dans le phénomène, comme cela a été décrit chez Borrelia et Leptospira (391,392). 

Enfin, des données préliminaires de modélisation de la structure du filament montrent 

des différences au niveau de certaines zones de densités entre le mutant flaB1- et le sauvage. Le 

raffinage de cette carte et l’identification des protéines de la structure sont actuellement encore 

en cours, mais nous pouvons déjà en déduire que le filament du mutant flaB1- est toujours 
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asymétrique – cette observation remet en cause l’hypothèse avancée précédemment que les 

isoformes de la flagelline FlaB sont responsables du recrutement asymétrique des protéines de 

la gaine, car le filament flaB1- est composé uniquement de FlaB4 d’après les données de 

protéomique. 

Quant à la fragilité des filaments flaB1-, on peut supposer que la modification de la 

composition du filament altère les interactions entre les protéines de la gaine et du cœur, les 

rendant peut-être plus fortes, donc créant un filament plus rigide qui se brise plus facilement. 

La rigidité du filament doit également avoir un impact sur son interaction avec les éléments du 

périplasme, encore une fois similairement à ce qui est suggéré chez les mutants flhG- discuté 

dans la partie précédente. Seules des études de biochimie structurale pourraient répondre à cette 

hypothèse. 

Ensuite, j’ai évalué le phénotype du mutant flaB1- chez la souche saprophyte L. biflexa 

et, de manière étonnante, le mutant avait un phénotype indissociable du sauvage – aucun défaut 

de motilité ni de morphologie. Bien que l’orthologue FlaB1 de L. biflexa est identique à 87% à 

celui de L. interrogans, il ne semble pas remplir la même fonction. L’analyse phylogénétique 

des quatre isoformes de FlaB au sein du genre Leptospira a révélé une claire séparation entre 

les flagellines des souches pathogènes et de celles des souches saprophytes – ceci nous 

démontre que les notions de flagelline majoritaire diffèrent entre les pathogènes et saprophytes, 

et il semble donc que FlaB1 n’est pas la flagelline principale du filament. L’étude du mutant 

flaB4- de L. biflexa datant de 2001 révélait une abolition de la motilité, suggérant donc que ce 

serait plutôt cet isoforme qui constituerait la majorité du filament chez L. biflexa (194). 

L’obtention d’un mutant flaB4- chez L. interrogans nous permettrait de vérifier cette hypothèse. 

Enfin, le mutant flaB3- de L. interrogans qui a été étudié brièvement au cours de ma thèse ne 

présentait pas de phénotype particulier, ce qui est en concordance avec les données de 

protéomique obtenues par Malmström et collaborateurs en 2009, la qualifiant de flagelline 

minoritaire (212). 

 

4. Perspectives  

Au cours de ma thèse, j’ai ainsi pu étudier divers aspects relatifs à la motilité des 

spirochètes, principalement en se basant sur le modèle des espèces du genre Leptospira – ce 

modèle est utilisé dans notre laboratoire car elles sont relativement peu exigeantes quant aux 
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conditions de culture en laboratoire (à l’inverse des autres modèles de spirochètes), et qu’elles 

ne possèdent qu’un seul flagelle par pôle contrairement aux 3 à 10 chez Treponema ou Borrelia. 

La comparaison des génomes de nombreux représentants des spirochètes à la recherche 

des composants des endoflagelles a permis de mettre en avant une diversité dont l’étendue nous 

était inconnue jusqu’à présent. Ces résultats sont un point d’appui non négligeable pour 

comparer les rôles des composants endoflagellaires entre les différents représentants des 

spirochètes, et également pour mieux comprendre leur évolution au sein du phylum. 

Néanmoins, une portion importante des gènes spirochétaux n’ont pas de fonction définie, et 

nous passons certainement à côté d’autres éléments de l’endoflagelle encore inconnus. Il est 

donc vital à ce stade de se focaliser sur une annotation rigoureuse des génomes – ceci serait 

aussi bénéfique dans d’autres domaines que la motilité. Au vu des avancées dans le domaine de 

la recherche, il est fort probable que de nombreuses autres protéines du filament flagellaire 

seront identifiés chez les spirochètes dans un proche avenir. 

Une lacune majeure dans les connaissances sur les spirochètes concerne les systèmes de 

régulation : peu d’éléments régulateurs et leurs séquences consensus de liaison ont été décrits, 

et nous faisons souvent face à la nature atypique de cette famille de bactéries, ce qui ralentit les 

efforts pour découvrir de nouveaux facteurs, car ils sont généralement très différents de ceux 

des modèles classiques comme E. coli. Un moyen d’accélérer les progrès dans le domaine serait 

la mise à disposition de bases données transcriptomiques et protéomiques consultables par tous 

– des points de vue et d’approche différents réalisés par plusieurs chercheurs sur un même jeu 

de données peut révéler des informations qui n’étaient pas apparents aux yeux de l’auteur 

originel. 

Dans le même thème, le domaine des ARN régulateurs est peu exploré chez les 

spirochètes, alors qu’ils prouvent être d’une importance non négligeable chez les autres espèces 

bactériennes étudiées. Par exemple, Yersinia pestis possède dans son génome le gène de la 

flagelline FliC qui est transcrit, mais la bactérie ne produit pas de flagelles – de récentes études 

dans le cadre de la thèse d’une consœur à l’Institut Pasteur suggèrent que l’ARN messager de 

fliC aurait un rôle régulateur indépendant de la motilité chez Y. pestis (421). 

Enfin, dans le but d’élucider la manière dont les endoflagelles sont assemblés, en 

particulier le filament asymétrique complexe de Leptospira, nous pourrions nous aider des 

progrès en imagerie à haute résolution et observer l’assemblage des flagelles in vivo par des 

marquages des différents éléments (422). Ces expériences seraient d’autant plus fructueuses si 

l’on parvient à obtenir des mutants dans les quatre gènes flaB. Nous possédons désormais des 
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anticorps monoclonaux spécifiques à chacun des isoformes de FlaB – rien que le marquage des 

endoflagelles par immunofluorescence serait susceptible de nous apporter quelques indices 

quant à la distribution des FlaB au sein du cœur du filament.  

Notamment, étudier les mécanismes de dissémination des leptospires au cours de 

l’infection en utilisant des souches bioluminescentes par exemple, et mieux comprendre quelles 

sont les protéines du flagelles impliquées dans des étapes clés de l’infection nous apporterait 

des connaissances importantes concernant la pathogénèse des leptospires et comment elles 

établissent l’infection chez l’hôte. Pour ce faire, nous pouvons tirer profit des essais de 

translocation des leptospires à travers des modèles de barrières de l’hôte comme les épithéliums 

(reins, peau), les vaisseaux sanguins ou les barrières placentaires ou hématoencéphaliques. 

Grâce au développement des modèles alternatifs aux animaux comme l’organe sur puce nous 

pourrions jouir d’un système proche de la physiologie de l’hôte tout en ayant la possibilité de 

contrôler les conditions de l’expérience de manière plus fine que chez l’animal, sans compter 

les avantages que cela représente d’un point de vue bioéthique et bien-être animal.  

Pour clore ce manuscrit, j’aimerais insister sur le fait que nous sommes encore loin 

d’avoir exploré la totalité des particularités de la motilité des spirochètes et ils nous réservent 

encore plein de découvertes intéressantes à l’avenir. Le progrès dans l’étude des spirochètes 

dans leur ensemble a toujours été lent par rapport aux modèles bactériens classiques, mais les 

techniques d’analyse se développent de plus en plus rapidement, ce qui est encourageant et 

prometteur pour l’avenir. Nous sommes aux portes d’une évolution des paradigmes de la 

motilité bactérienne grâce à ces modèles atypiques. 
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S1 Fig. Map of suicide vectors. 
Map	of	suicide	vectors,	L.	interrogans	serovar	Manilae	and	L.	biflexa	serovar	Patoc.	These	vectors	have	

KmR	located	between	the	flanking	sequences	of	csrA.	

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0260981.s001	

(TIF)	
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S2 Fig. Map of pMaORI used for complementation and overexpression. 
pMaORI	containing	csrA	of	L.	interrogans	serovar	Manilae	and	L.	biflexa	serovar	Patoc	with	its	native	

promoter.	

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0260981.s002	

(TIF)	
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S3 Fig. PCR confirmation of csrA mutant strain in L. biflexa serovar Patoc. 
(A)	Genomic	DNA	of	wild	type	and	16	selected	transformants	were	prepared	and	amplified	by	PCR	using	

specific	primers	that	flanked	sequences	of	csrA	(Flk-L	and	Flk-R).	(B)	To	confirm	the	absence	of	csrA,	we	

amplified	2	transformants	which	were	positive	for	double	crossing	over	event	using	PCR	with	specific	

primers	to	the	coding	sequence	of	csrA	(ORF-L	and	ORF-R).	

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0260981.s003	

(TIF)	
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S4 Fig. GO term enrichment analyses on DEGs identified from WT and 
ΔcsrA+pMaORI_PcsrAlb. 
The	significant	enriched	biological	process	for	downregulated	genes	in	the	complemented	strain	are	

shown.	No	enriched	GO	terms	were	found	in	the	upregulated	genes	in	the	complemented	strain.	

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0260981.s004	

(TIF)	
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S5 Fig. Recombinant CsrA production. 
PCR	products	of	complete	sequences	of	csrA	either	from	L.	interrogans	or	L.	biflexa	were	cloned	into	

pRSET-C	expression	vector,	transformed	in	E.	coli	BL21	(DE3)	pLysS,	and	induced	the	expression	IPTG.	

Purified	N-terminal	6x	His	tag	recombinant	CsrA	was	subjected	to	15%	SDS-PAGE	and	stained	with	

Coomassie	Brilliant	Blue	R-250.	Separated	recombinant	proteins	were	blotted	onto	a	nitrocellulose	

membrane,	detected	with	mouse	monoclonal	antibody	against	6×His	tag	(primary	antibody)	and	HRP-

conjugated	anti-mouse	IgG	(secondary	antibody)	using	Amersham	ECL	Western	Blotting	Detection	

Reagent.	

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0260981.s005	

(TIF)	
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S6 Fig. Overexpression of csrA in L. biflexa. 
(A)	Overexpression	of	csrA	in	L.	biflexa.	To	confirm	overexpression	of	csrA,	RNAs	were	extracted	from	

each	Leptospira	strain	and	subjected	to	RT-qPCR.	Results	obtained	from	3	independent	cultures	were	

presented	as	relative	fold	changes	±	SEM.	cysK	was	used	for	normalization.	(***)	indicated	p-value	<0.001.	

The	growth	curve	of	L.	biflexa.	The	2×106	cells	of	each	bacterial	strain	were	grown	in	10	mL	of	regular	

EMJH	or	5-fold	diluted	EMJH	in	water,	(B)	represented	growth	in	regular	EMJH	and	(C)	growth	in	5-fold	

diluted	EMJH.	OD420	measurement	for	growth	was	performed	every	24	h.	Results	obtained	from	3	

independent	experiments	are	expressed	as	Mean	±	SEM.	(D)	Soft	agar	assay	

of	L.	biflexa.	Leptospira	OD420	=	0.1	were	inoculated	onto	0.6%	semisolid	EMJH	plate	and	incubated	at	

30°C.	(E)	Measurement	of	cell	length	of	L.	biflexa	(F)	Measurement	of	velocity	of	L.	biflexa.	Late	

exponential	phase	of	Leptospira	grown	in	EMJH	medium	were	measured	for	cell	length	and	velocity	under	

a	dark-field	microscope	using	cellSens	software	(OLYMPUS).	

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0260981.s006	

(TIF)	
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S1 File. 
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0260981.s007	

(PDF) 



PLOS ONE Investigating the role of CsrA in Leptospira spp. 

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0260981 December 13, 2021 246 / 24 

 

 

246 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  



PLOS ONE Investigating the role of CsrA in Leptospira spp. 

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0260981 December 13, 2021 247 / 24 

 

 

247 

  



PLOS ONE Investigating the role of CsrA in Leptospira spp. 

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0260981 December 13, 2021 248 / 24 

 

 

248 

  



PLOS ONE Investigating the role of CsrA in Leptospira spp. 

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0260981 December 13, 2021 249 / 24 

 

 

249 

 
	

	 	



PLOS ONE Investigating the role of CsrA in Leptospira spp. 

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0260981 December 13, 2021 250 / 24 

 

 

250 

	

S1 Table. Primers used in this study. 
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0260981.s008	

(XLSX)	

	

S2 Table. Significantly deregulated genes in the ΔcsrA and ΔcsrA+pMaORI_PcsrAlb with 
log2FC > ± 0.5 cut-off and adjusted p-value of <0.05. 
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0260981.s009	

(XLSX)	

	

S3 Table. Analysis of flaB 5’ untranslated region. 
a	Gene,	ORF	ID,	Product,	and	Distance	to	the	start	codon	are	according	to	Leptospira	biflexa	serovar	Patoc	

Patoc	1	and	L.	interrogans	serovar	Manilae	strains.	UP-MMC-NIID	LP	was	obtained	from	MicroScope	

Microbial	Genome	Annotation	&	Analysis	

Platform;	https://mage.genoscope.cns.fr/microscope/home/index.php.	Underlined	letters	represented	

mismatch	nucleotide	compared	to	the	consensus	sequence.	Bold	letters	represented	the	Shine-Dalgarno	

sequence.	

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0260981.s010	

(XLSX)	

 



 

 

La leptospirose est une zoonose présente surtout dans les zones tropicales, transmise 
aux hôtes accidentels (humains, animaux domestiques ou d’élevage) par contact indirect avec 
l’environnement souillé par les urines des hôtes réservoir (rongeurs). L’infection par Leptospira 

interrogans et les autres leptospires pathogènes engendre chez l’humain des symptômes 
s’apparentant à un syndrome grippal. Non traitée, la maladie peut évoluer en sa forme grave, le 
syndrome de Weil, qui se manifeste par des ictères, une insuffisance rénale et des hémorragies 
pulmonaires.  

Les leptospires appartiennent au phylum des Spirochaetes, reconnaissables à leur 
morphologie en forme d’hélice et à la présence de flagelles ancrés au sein du périplasme, 
s’allongeant des pôles en direction du milieu de la cellule – les endoflagelles. Cette morphologie 
leur confère un mécanisme de motilité unique dans le règne bactérien : les leptospires déforment 
leurs extrémités en forme de crochet ou de spirale, en fonction du sens de la rotation du flagelle, 
pour générer un déplacement translationnel. Ceci fait des spirochètes des pathogènes très 
invasifs, capables de traverser aisément les barrières épithéliales et les tissus afin de disséminer 
dans l’organisme. 

Les leptospires possèdent un endoflagelle par pôle, ne s’entrecroisant pas au milieu de 
la cellule. Ils ont une composition protéique complexe : les corps basaux sont plus volumineux 
que ceux des espèces exoflagellées, et le filament est composé de plusieurs flagellines – quatre 
protéines de cœur et plus d’une dizaine de protéines de gaine, s’organisant de manière 
asymétrique autour du cœur flagellaire, entraînant un surenroulement du flagelle. 

L’objectif de ce mémoire est d’élucider les mécanismes inhérents à la motilité des 
spirochètes en se basant sur le modèle de l’endoflagelle de L. interrogans (pathogène) et L. 

biflexa (saprophyte). Par l’étude phénotypique, transcriptomique et protéomique de plusieurs 
mutants de transposition de gènes de motilité, nous souhaitons apporter de nouvelles 
connaissances quant à la structure et la composition de l’endoflagelle, ainsi qu’à la régulation 
de la motilité des leptospires. 

D’abord, je me suis intéressée au rôle des déterminants de la localisation et du nombre 
de flagelles, FlhF et FlhG. L’étude de deux mutants de transposition dans le gène flhG chez L. 

interrogans et L. biflexa démontrent que contrairement aux bactéries aux flagelles externes, les 
mutants flhG- sont peu affectés au niveau de la polarité et du nombre de flagelles. Des 
reconstructions par cryo-tomographie ont montré un rapprochement du corps basal vers 
l’extrémité du pôle cellulaire, entraînant un défaut de motilité et une perte de virulence chez la 
souche pathogène.  

Ensuite, j’ai étudié la contribution de la protéine majoritaire du cœur du filament, FlaB1, 
dans la motilité et la structure de l’endoflagelle. Le mutant flaB1- chez L. interrogans est non-
motile et avirulent, mais synthétise toujours des flagelles. L’analyse protéomique du mutant 
montre qu’un mécanisme de compensation est mis en place entre les quatre isoformes de la 
protéine FlaB et ceci a un impact sur la structure du filament, notamment au niveau de 
l’asymétrie de la gaine du filament. 

En conclusion, au cours de ma thèse, j’ai analysé les mécanismes moléculaires sous-
jacents à la localisation des endoflagelles et à la structure asymétrique des filaments flagellaires 
chez les leptospires. Ces découvertes devraient permettre de mieux comprendre l’organisation 
des endoflagelles chez les leptospires et, par extrapolation, une meilleure compréhension des 
avantages évolutifs de la motilité atypique des spirochètes. 


