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Résumé 

La leptospirose est une zoonose bactérienne re-émergente ubiquitaire causée par un spirochète 

appartenant au genre Leptospira. Son cycle épidémiologique est complexe faisant intervenir 

l’Homme en tant qu’hôte accidentel. Elle entraine des répercussions significatives aussi bien 

chez les humains que chez les animaux. Endémique surtout dans les régions tropicales et 

intertropicales, de plus en plus de cas sont rapportés dans les pays développés. Elle touche près 

d’un million de personnes par an mais son incidence réelle reste sous-estimée au regard du 

polymorphisme de son tableau clinique allant d’un syndrome fébrile anictérique observé dans 

la grande majorité des cas à des défaillances multiviscérales potentiellement mortelles.  

La mise en place de moyens de diagnostics de certitude rapides et fiables, de prise en charge 

des patients et d’élaboration de vaccin optimal sont des aspects fondamentaux à améliorer. Le 

traitement de la maladie repose sur l’administration de nombreux antibiotiques dont l’efficacité 

dans les cas graves est sujette à une prescription précoce. De plus, face à la recrudescence des 

problèmes d’antibiorésistance devenant de nos jours un véritable problème de santé publique, 

il apparaît donc fondamental de disposer de moyens alternatifs d’autant plus que la grande 

diversité de souches bactériennes complexifie d’avantage la compréhension de leurs 

mécanismes de virulence.  

Dans cette perspective, une analyse du génome de L. interrogans a montré l’existence d’un 

gène, VKOR, très proche du gène VKORC1 retrouvé chez les mammifères et impliqué dans le 

cycle de la vitamine K. La VKORC1 joue un rôle dans le repliement des protéines et est inhibée 

par les anticoagulants antivitamines K (AVK) chez les mammifères et certaines bactéries. Chez 

les leptospires, elle pourrait être impliquée dans la formation de ponts disulfures indispensables 

à leur motilité et à leur virulence. 

Nous avons dans un premier temps montré par analyse d’alignement de séquences la présence 

de la VKOR dans tout le genre Leptospira avec une certaine variabilité suivant la souche de 

leptospires. En l’absence de données structurales, nous avons construit, par des méthodes in 

silico, un modèle 3D de la VKOR à l'échelle atomique. Des simulations de dynamique 

moléculaire de la protéine ont permis d’identifier les substrats potentiels de la VKOR, les 

résidus de cystéine les plus susceptibles de former des ponts disulfures, ainsi que ceux qui 

contribuaient fortement aux interactions. 

Dans un second temps, nous avons mis au point un protocole qui pourra servir à la 

caractérisation de l’activité enzymatique de la VKOR des leptospires, à partir de la VKORC1 
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des mammifères. Celui-ci est basé sur le système redox combinant le réducteur NADPH et les 

protéines Thioredoxin reductase (TrxR) et Thioredoxin1 (Trx).  

Partant du postulat que l’inhibition de la VKOR pourrait avoir des répercussions sur la motilité 

des leptospires, nous avons mis au point une méthode de reconstitution de trajectoires basée sur 

la vidéomicroscopie et l’implémentation d’un script Python afin de suivre le comportement 

motile des leptospires en présence d’inhibiteurs de la VKOR. Deux études de terrain sur le 

portage leptospirosique de campagnols terrestres (Arvicola terrestris) dans le Puy-de-Dôme et 

de rats bruns (Rattus norvegicus) à Lyon et Bordeaux ont permis l’acquisition de nouvelles 

souches bactériennes pour les tests d’application de notre méthode. Ces deux études ont permis 

d’évaluer le risque potentiel de transmission de la leptospirose de ces rongeurs à l’homme dans 

les zones étudiées. 

Le but principal de nos travaux étant de mettre en évidence de nouveaux marqueurs génétiques 

potentiels des leptospires, cette étude ouvre la voie à une nouvelle cible thérapeutique inhibable 

par les anticoagulants antivitamines K. 

 

Mots-clés : Leptospires, Motilité, Virulence, VKOR, Cible, Antivitamine K, Modélisation  
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Abstract 

Leptospirosis is a re-emerging bacterial zoonosis that is widely distributed, caused by a 

spirochete belonging to the genus Leptospira. Its epidemiological cycle is complex, involving 

humans as accidental hosts. This disease has a significant impact on both humans and animals. 

Endemic mainly in tropical and intertropical regions, an increasing number of cases are being 

reported in developed countries. It affects almost one million people annually, yet its true 

incidence is underestimated due to the polymorphism of its clinical presentation. This ranges 

from the anicteric febrile syndrome observed in the majority of cases to potentially fatal 

multivisceral failures. 

The implementation of rapid and trustworthy diagnostics, patient management, and the 

development of optimal vaccines are fundamental aspects that need to be improved. Treatment 

of the ailment relies on administering a broad spectrum of antibiotics, whose effectiveness in 

severe cases hinges on early prescription. Furthermore, due to the growing concern surrounding 

antibiotic resistance as a significant public health issue, it is imperative to have alternative 

approaches readily available. This is particularly crucial considering the vast range of bacterial 

strains, which further complicates the comprehension of their virulence mechanisms. 

With this in mind, an examination of the L. interrogans genome revealed the existence of a 

gene, VKOR, very similar to the mammalian VKORC1 gene, which is involved in the vitamin 

K cycle. VKORC1 plays a role in protein folding and is inhibited by antivitamin K (AVK) 

anticoagulants in mammals and select bacteria. In leptospires, VKOR may be involved in the 

formation of disulphide bridges, which are essential for motility and virulence. 

We initiated our study by conducting a sequence alignment analysis to demonstrate VKOR's 

presence across the Leptospira genus, with some variations depending on the leptospires' strain. 

Absence of structural data led us to employ in silico techniques to generate a 3D model of 

VKOR at the atomic level. We then utilized molecular dynamics simulations to identify 

potential substrates of VKOR, select cysteine residues most likely to form disulphide bridges, 

and determine those that contribute significantly to the interactions. 

Secondly, we have developed a protocol for characterising the enzymatic activity of leptospiral 

VKOR using mammalian VKORC1 as a model.  This is based on the redox system which 

combines the reductant NADPH with the proteins Thioredoxin reductase (TrxR) and 

Thioredoxin1 (Trx). 
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Based on the hypothesis that VKOR inhibition could have repercussions on the motility of 

leptospires, we have created a trajectory reconstruction technique employing videomicroscopy 

and a Python script to observe the motile conduct of leptospires in the presence of VKOR 

inhibitors. Two field studies on the carriage of leptospirosis in ground voles (Arvicola terrestris) 

in Puy-de-Dôme and brown rats (Rattus norvegicus) in Lyon and Bordeaux enabled us to 

acquire new bacterial strains suitable for testing the efficacy of our method. These studies 

facilitated an evaluation of the potential risk for leptospirosis transmission from these rodents 

to humans in the respective study areas. 

As the main aim of our research is to identify potential new genetic markers for leptospires, this 

study opens the way to a new therapeutic target that can be inhibited by antivitamin K 

anticoagulants. 

 

Keywords : Leptospires, Motility, Virulence, Target, Antivitamin K, Molecular modelling 
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I. INTRODUCTION 
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La problématique du changement climatique est un enjeu de santé mondiale d’actualité 

importante tant les conséquences sur l’environnement, la santé humaine et animale peuvent être 

catastrophiques. Pour prendre en compte à la fois la santé environnementale, humaine et 

animale, le concept « One Heath » est apparu dans les années 2000. Ce concept de gestion de 

la santé part du principe que toute modification d’un de ces trois facteurs aura une influence sur 

les deux autres. C’est le cas notamment avec la dynamique actuelle du réchauffement 

climatique et des inondations qui engendrent une perturbation de l’écosystème dans certaines 

zones dont une des conséquences est la prolifération et la diffusion d’espèces invasives telles 

que les rongeurs responsables de la transmission de nombreux agents pathogènes (virus, 

bactéries, parasites) aussi bien à l’Homme qu’aux animaux.  

La leptospirose est un exemple paradigmatique de maladie sous influence des modifications 

climatiques et de prolifération d’espèces invasives. Zoonose bactérienne ubiquitaire causée par 

un spirochète appartenant au genre Leptospira, elle est retrouvée pratiquement dans toutes les 

zones à l’échelle planétaire faisant d’elle la zoonose la plus répandue (Adler, 2015). La maladie 

est surtout endémique dans de nombreuses zones tropicales même si de plus en plus de cas sont 

rapportés dans les pays tempérés aussi bien dans l’hémisphère sud que dans l’hémisphère nord 

(Bourhy et al., 2017). Elle revêt un tableau clinique très polymorphe allant d’un syndrome 

fébrile anictérique observé dans la grande majorité des cas à une défaillance multiviscérale 

potentiellement mortelle marquée par un ictère, une insuffisance rénale et des hémorrhagies 

viscérales (Levett, 2001, Bourhy et al., 2012). La maladie affecte de très nombreuses espèces 

animales y compris l’Homme qui est un hôte accidentel. Son cycle épidémiologique est 

complexe faisant intervenir de nombreux réservoirs animaux, principalement mammifères. 

L’exposition aux leptospires se fait suite à un contact direct ou indirect via l’urine ou les 

sécrétions organiques d’animaux infectés ou par l’intermédiaire d’environnement contaminé 

(WHO, 2003 ; Xue et al., 2009 ; Haake and Levett, 2015). Les bactéries ont la capacité de 

survivre plusieurs mois dans l’environnement et leur écologie est particulièrement compliquée 

compte tenu de la diversité génétique du genre Leptospira. 

Chaque année, près d’un million de cas de leptospirose humaine dans le monde et presque 60 

000 décès sont recensés (Costa et al., 2015). Malgré ce recensement, la maladie reste sous-

estimée en général dans de nombreuses régions du fait du manque de système de surveillance 

dans certaines zones endémiques, du polymorphisme de son tableau clinique et de la difficulté 

d’un établissement fiable et rapide de son diagnostic.  
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Il va sans dire que la mise en place d’outils de diagnostics rapides et fiables, de prise en charge 

des patients et d’élaboration de vaccin optimal sont des aspects primordiaux à améliorer. Entre 

temps, les cas graves de leptospirose nécessitent la mise en place d’une antibiothérapie précoce 

très souvent initiée sur la base d’une suspicion alliant une symptomatologie couplée à une 

exposition récente à certains facteurs de risque de la maladie. De nombreuses molécules 

d’antibiotiques sont utilisées aussi bien chez l’homme que chez l’animal. Bien qu’aucun 

phénomène d’antibiorésistance, véritable problème de santé publique de nos jours, n’ait pas 

encore été révélé dans le cadre des traitements cliniques de la maladie, la recherche 

d’alternatives s’avère judicieuse. C’est dans cette perspective que s’inscrit notre travail de thèse 

qui s’est focalisé sur l’agent pathogène notamment sur un de ses facteurs de virulence.  

Nous nous sommes particulièrement intéressés à une protéine présente chez les leptospires et 

qui pourrait être impliquée dans la formation des ponts disulfures indispensables à la motilité 

et la virulence de ces bactéries. Nous l’avons nommée VKOR (Vitamin K epOxide Reductase) 

par homologie à la VKORC1 (Vitamin K epOxide Reductase Complex subunit 1), enzyme 

nécessaire au recyclage de la vitamine K chez les mammifères et cible thérapeutique de la 

warfarine et plus généralement des anticoagulants antivitamines K (AVKs).  

L’objectif de ce travail étant de contribuer au développement de nouveaux marqueurs 

génétiques de virulence et de fournir une nouvelle cible thérapeutique inhibable par les 

anticoagulants antivitamines K, la première partie de notre manuscrit sera consacrée à une 

synthèse bibliographique de données recensées dans la littérature scientifique sur la maladie, 

son agent causal, la formation des ponts disulfures ainsi que les inhibiteurs anticoagulants 

antivitamines K. La seconde partie explicitera les matériels et méthodes employés dans nos 

travaux de même que les résultats obtenus présentés sous un format de publications. La dernière 

partie sera dédiée à une discussion générale des résultats obtenus dans cette thèse afin d’en 

dégager les limites et perspectives intéressantes.   
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A. Généralités sur la leptospirose 

1. Historique  

Tiré des mots grecs ‘leptós’ pour « mince, fin » et ‘speira’ pour « spirale », Leptospira est le 

genre de la bactérie spirochète responsable de la leptospirose. L’histoire moderne de cette 

affection selon la plupart des manuels remonte depuis 1886 à Heidelberg, avec la description 

pour la première fois par Adolf Weil d’un type particulier d’ictère hémorragique associant 

splénomégalie, néphrite, conjonctivite et éruptions cutanées (Weil, 1886). Cette description 

correspondant à la forme grave de l’infection a d’ailleurs pris le nom de maladie de Weil. 

Pourtant, Landouzy avait décrit une maladie similaire en 1883 chez un égoutier sans la 

reconnaitre (Landouzy, 1883). Il est évident lorsqu’on se réfère aux descriptions des textes 

anciens que la leptospirose existait depuis des millénaires. Par exemple, dans la langue chinoise, 

on retrouve des termes anciens pour désigner la leptospirose comme « wei ni » qui signifie 

« jaunisse des cultivateurs du riz ». Au japon, le mot traditionnel « nanukayami » correspondant 

à la maladie veut dire « fièvre des sept jours ou fièvre d’automne » (Kitamura and Hara 1918).  

En Amérique, des populations indiennes ont été décimées par une épidémie entre 1616 et 1619. 

La maladie se présentait sous la forme d’un syndrome ictérique (fièvre, jaunisse, céphalées, 

épistaxis et lésions cutanées). Plusieurs pathologies ont été citées comme étant responsables de 

cette épidémie notamment la peste, la fièvre jaune, la petite variole, mais aussi la grippe, la 

varicelle, le typhus, la fièvre typhoïde, la trichinose, les méningites cérébrospinales ainsi que 

les infections systémiques par le virus de l'hépatite B (HBV) ou D (HDV). Mais, c’est 

finalement la leptospirose qui a été proposée récemment par les auteurs comme cause des 

manifestations cliniques observées (Marr and Cathey, 2010). En Europe de l’Ouest, Leptospira 

interrogans serovar Icterohaemorrhagiae aurait été introduit au XVIIIe siècle au cours de 

l’extension de l’aire de répartition de Rattus norvegicus à partir de l’Eurasie (Levett, 2001). 

Longtemps avant la mise en évidence de l’étiologie de la maladie, des liens ont pu être établis 

entre elle et certaines professions ou environnement en Europe, au Japon, en Australie et dans 

d’autres contrées au vu de certaines de ses appellations notamment ‘maladie des coupeurs de 

cannes’, ‘maladie de la boue’, ‘maladie du porcher’ (Alston et al., 1958 ; van Thiel, 1948). 

Bien que Stimson (1907) ait observé des spirochètes qu’il a nommé Spirochaeta interrogans à 

cause de leur ressemblance avec un point d'interrogation, dans des coupes de tissus rénaux d’un 

patient mort de fièvre jaune en utilisant la technique de coloration par dépôt d'argent selon la 

méthode de Levaditi, la découverte de l’agent causal de la leptospirose a été faite par Inada et 
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Ido (Inada et al., 1916). Ces derniers ont décrit les leptospires observés dans le foie d’un cobaye 

à qui ils avaient injecté du sang d’un patient atteint de la maladie de Weil. Ils ont également 

démontré la transmissibilité expérimentale de la maladie. Parallèlement à la découverte des 

chercheurs japonais, deux équipes allemandes ont mis en évidence indépendamment des 

spirochètes dans le sang de cobayes inoculés avec du sang de soldats souffrant de "French 

disease" dans les tranchées du nord-est de la France durant la première guerre mondiale 

(Hubener, 1915 ; Uhlenhuth, 1915).  

2. Importance sanitaire de la leptospirose 

Reconnue comme la zoonose la plus répandue à travers le monde (Adler, 2015), la leptospirose 

est endémique dans beaucoup de zones tropicales et subtropicales du fait du climat chaud et 

humide propice au développement des leptospires (Perez et al., 2011). Dans certaines de ces 

zones géographiques, elle reste une maladie négligée par manque d’informations des 

populations et de données locales sur sa morbidité et sa mortalité. Se basant sur les données de 

la littérature, Munoz-zanzi et son équipe (2020) ont établi une carte recensant les différentes 

épidémies de leptospirose par écorégion de 1970 à 2012 (figure1). 

 

Figure 1 : Distribution mondiale des foyers de leptospirose humaine rapportés dans la littérature 

par écorégion, obtenue à partir d'une revue systématique de la littérature de 1970 à 2012. 

(Munoz-Zanzi et al., 2020). 
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Même si les données récoltées ne se limitent qu’à 2012, leur étude a permis de montrer les 

zones géographiques ayant rapporté le plus grand nombre d’épidémies notamment l'Amérique 

latine avec 35,8%, l'Asie du Sud avec 12,9% et l'Amérique du Nord avec 10,7%. Il faut 

souligner que le rapportage de nombreuses épidémies par certains pays n’est pas à confondre 

avec les pays à forte incidence de la maladie (figure 2). C’est le cas par exemple de la plupart 

des pays africains qui sont supposés être une zone à forte incidence de leptospirose alors que la 

littérature ne mentionne quasiment aucune épidémie. Ce constat a amené, dans leur étude, Costa 

et ses collaborateurs (2015) à estimer la morbidité mondiale de la leptospirose par pays ou 

territoire par ajustement en fonction de l’âge et du sexe. 

 

Figure 2 : Morbidité annuelle estimée de la leptospirose par pays ou territoire. (Costa et al., 
2015) 
L’incidence annuelle de la maladie est représentée par un gradient de couleur exponentiel 
allant du blanc (0–3), du jaune (7–10), de l’orange (20–25) au rouge (plus de 100), dans les 
cas pour 100 000 habitants. Les cercles et les triangles indiquent respectivement les pays 
d’origine des études publiées et de la littérature grise dont la qualité est assurée. 

Toujours selon l’étude de Costa et ses collaborateurs (2015), au niveau mondial, la morbidité 

et la mortalité de la maladie seraient annuellement estimées respectivement à 15 cas et 1 décès, 

pour 100 000 habitants soit 1,03 millions de malades et 58 000 morts par an (tableau 1). 
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Tableau I : Estimation annuelle de la morbidité et de la mortalité selon les régions définies par 

le GBD (Global Burden of Disease) (Costa et al., 2015). 

 

Malgré cela, c’est une maladie qui reste sous-estimée du fait de la fréquence des infections 

asymptomatiques, notamment en zones endémiques (Bharti et al., 2003), de la présentation 

clinique souvent semblable à de nombreuses autres maladies infectieuses telles que le 

paludisme ou la dengue (Lozano, 2012) ou encore de la difficulté à établir un diagnostic de 

certitude (Musso and La Scola, 2013). Même si l’infection a baissé dans certaines régions du 

globe comme en Europe, elle a réémergé dans d’autres zones urbaines (Jansen et al., 2005 ; 

Meites et al., 2004 ; Koizumi et al., 2009). C’est par exemple le cas des fréquentes épidémies 

qui sont observées dans des zones comme le Brésil (Miraglia et al., 2013) ou l’Inde (Kanagavel 

et al., 2016) ou encore dans d’autres régions tropicales telles que la Malaisie (Benacer et al., 

2016) où l’incidence de la leptospirose a augmenté ces dernières années. En Europe, c’est la 

France qui est le pays le plus touché avec une incidence qui peut être 50 fois plus élevée en 

France ultra marine qu’en métropole. Le nombre de cas diagnostiqués en France métropolitaine 

a significativement augmenté durant les dix dernières années, passant de 300 cas en 2014 à 

environ 600 cas par an actuellement, soit un cas pour 100 000 habitants, et 70 morts par 

insuffisance rénale, hépatique et parfois atteinte pulmonaire (Bourhy et al., 2017). Outre la 

France, une augmentation de la maladie a été aussi observée en Hollande (Pijnacker et al., 2016) 

ou encore en Croatie (Stritof Majetic et al., 2014).   
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Généralement, les populations les plus sévèrement touchées sont aussi les plus pauvres, 

notamment les populations des zones rurales ou les populations des favelas en Amérique latine. 

Outre les conséquences au niveau de la santé, l'infection peut réduire de façon dramatique le 

revenu familial de ces populations si elle touche par exemple le seul membre travailleur de la 

famille. Elle peut aussi amener les autres membres de la famille à ne pas pouvoir travailler 

lorsqu’ils doivent s’occuper du malade ou encore à s’endetter du fait des couts médicaux. 

Malheureusement, malgré ce constat, la leptospirose reste une maladie peu prise en compte par 

les pouvoirs publics. 

Endémique dans de nombreux pays en développement et ré-émergente dans des régions 

développées (Strand et al., 2015), de nombreuses études (épidémiologiques, génétiques, 

écologiques, socio-économiques) sont nécessaires pour une meilleure compréhension et une 

meilleure gestion de la maladie.   

3. Réservoirs et Cycle de transmission 

Quelques temps après leur découverte de l'agent étiologique de la leptospirose, l’équipe 

japonaise a décrit le rôle du rat comme porteur asymptomatique de la bactérie (Ido et al., 1917). 

Cette découverte a fortement contribué à la compréhension des principes épidémiologiques de 

transmission de la bactérie par un animal porteur tout en permettant la mise en place de mesures 

de contrôle de la maladie et d’expérimentation sur les réservoirs animaux potentiels. De 

nombreuses années se sont écoulées avant que d'autres espèces animales domestiques ou 

sauvages soient reconnues comme sources excrétrices de leptospires et que le caractère 

zoonotique de la maladie soit accepté (Faine et al., 1999a). Par exemple au niveau de la faune 

sauvage, outre les rongeurs (rats et souris) considérés comme les principaux réservoirs des 

leptospires (Levett, 2001), il a été montré que les érinacéidés et les mustélidés jouent un rôle 

dans le maintien de certaines souches dans l’environnement (Ayral et al., 2016 ; Wong et al., 

2012). Quant aux espèces domestiques, les bovins pourraient être considérés comme réservoir 

du serovar Hardjo (Lilenbaum et al., 2014 ; Fávero et al., 2017). Ces hôtes réservoirs qui 

tolèrent la présence de la bactérie et donc concourent à sa survie sur du long terme doivent être 

distingués des hôtes accidentels. Ces derniers qui ne sont pas nécessaires à la persistance des 

leptospires dans l’environnement y sont sensibles avec des signes cliniques allant de bénins à 

mortels (Ashford et al., 2003).  
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Toutefois, la distinction entre ces deux types d’hôtes n’est pas toujours claire. En effet, certaines 

espèces jouant le rôle de réservoir pour un serovar donné, peuvent manifester des signes 

cliniques graves voire succomber à d’autres serovars (Goarant et al., 2016). Des associations 

entre différents serovars de leptospires et un ou plusieurs hôtes permettant leur maintien sur le 

long terme ont pu être établies comme indiqué dans le tableau ci-après (Bharti et al., 2003). 

Tableau II : Hôtes réservoirs typiques des serovars communs de Leptospira (Bharti et al., 2003) 

Hôtes réservoirs  Serovar(s) 

Porcs  Pomona, Tarassovi 

Bovins Hardjo, Pomona 

Chevaux Bratislava 

Chiens  Canicola 

Ovins  Hardjo 

Ratons-laveurs Grippotyphosa 

Rats  Icterohaemorrhagiae, Copenhageni 

Souris  Ballum, Arborea, Bim 

Marsupiaux Grippotyphosa 

Chauve-souris Cynopteri, Wolffi 

 

La leptospirose reste l’une des infections zoonotiques les plus courantes et répandues dans le 

monde (Levett, 2001). Cela est dû à la diversité de souches de leptospires mais aussi d’hôtes 

pouvant être potentiellement infectés. La plupart des espèces mammaliennes allant même à 

certains mammifères marins peuvent contracter la maladie (Babudieri, 1971 ; Vedros et al., 

1971, Bharti et al., 2003 ; Adler and Moctezuma, 2010 ; Desvars et al., 2011).  

Le cycle de transmission de la leptospirose est assez complexe avec beaucoup de zones 

d’incertitude. Mais de façon générale, ce cycle se compose d’une phase d’excrétion urinaire par 

les hôtes de maintenance permettant la dissémination et la persistance de la bactérie dans 

l’environnement et d’une phase de contamination d’un nouvel hôte via la peau ou les 

muqueuses rentrant en contact avec un environnement souillé (Figure ci-après). 
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Figure 3 : Cycle d'infection de la leptospirose (Ko et al., 2009) 

Le mode principal de contamination de l’homme qui représente un hôte accidentel dans le cycle 

d’infection des leptospires reste percutané. Toutefois, de rares cas de transmission directe 

interhumaine ont été décrits (Adler, 2015). En outre, des données semblent imputer à l’homme 

un rôle partiel dans la dissémination des leptospires puisqu’il a été retrouvé des cas d’excrétion 

urinaire à distance de toute infection aiguë (Ganoza et al., 2010).  

4. Manifestations cliniques de la leptospirose 

a. La leptospirose humaine 

La leptospirose humaine est une maladie de présentation clinique protéiforme. Après la 

contamination en général au travers des muqueuses ou de la peau abrasée en contact avec un 

environnement (eau, sol) souillé, les leptospires établissent rapidement une infection 

systémique en traversant les barrières tissulaires et par invasion du système sanguin (Faine et 

al., 1999a). La symptomatologie est assez variable allant d’un simple syndrome grippal 

spontanément résolutif jusqu’à une forme ictéro-hémorragique grave associée à une défaillance 

multi-viscérale pouvant entrainer la mort (Levett, 2001 ; Bharti et al., 2003).  



 

   Mémoire de Thèse_SDS 27 

Cette variabilité de signes cliniques dépendrait de certains paramètres notamment la virulence 

de la souche incriminée (Grippotyphosa : syndrome grippal, Icterohaemorrhagiae : forme 

sévère) (HAS, 2011), l’importance de l’inoculum contaminant, la porte d’entrée et les facteurs 

génétiques individuels (Levett, 2001 ; Bharti et al., 2003). 

Après une phase d’incubation silencieuse moyenne de 7 à 12 jours mais pouvant s’étendre de 

3 à 30 jours (Haake and Levett, 2015), les premiers signes cliniques se manifestent avec la 

survenue d’une hyperthermie soudaine, de myalgies, de nausée, de malaises, de céphalées, 

d’hyperhémie conjonctivale et éventuellement d’éruption cutanée. Ce syndrome pseudo-grippal 

qui peut durer deux à trois jours, reste au stade subclinique dans la majorité des cas de 

leptospirose et s’interrompt sans laisser de séquelles (Levett, 2001).  

Toutefois, dans 10% des cas (Fraga et al., 2015), ce syndrome peut être suivi par une 

aggravation brutale des symptômes (maladie de Weil), conséquence de l’atteinte et du 

dysfonctionnement de multiples organes. L’ictère, témoin de l’atteinte hépatique est alors 

fréquent et en général les patients guéris de la forme ictérique de la maladie retrouvent une 

fonction hépatique normale. Une insuffisance rénale est aussi très souvent observée et est 

responsable de la mort de 50% des cas sévères de leptospirose (Fraga et al., 2015).  

Des manifestations hémorragiques fréquentes complètent le tableau clinique des formes graves 

de la maladie. Même si la thrombocytopénie est couramment rencontrée dans ces situations, les 

taux insuffisants ne permettent pas d’expliquer les saignements. Habituellement, ces 

saignements sont légers et intègrent pétéchies, ecchymoses et épistaxis. Toutefois, certains cas 

présentent de sévères hémorragies digestives (méléna, hématémèse) et pulmonaires 

(hémoptysies). Ces hémorragies pulmonaires peuvent être à l’origine d’un syndrome de 

détresse respiratoire aigu, nécessitant une prise en charge par ventilation mécanique (Adler, 

2015). 

Par ailleurs, il n’est pas rare que les patients atteints de leptospirose présentent d’autres 

complications plus anecdotiques telles que des complications cardiaques dont la fréquence est 

très certainement sous-estimée, des atteintes cérébro-méningées, des uvéites uni ou bilatérales, 

des pancréatites ou encore des douleurs articulaires. De ces différentes formes graves, les 

principaux facteurs pronostics négatifs reconnus sont associés à l’insuffisance rénale aiguë 

oligurique et l’atteinte respiratoire dans le cadre du syndrome hémorragique pulmonaire 

(Dupont et al., 1997). 
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b. La leptospirose animale 

La leptospirose chez les animaux est omniprésente. Elle a été trouvée dans presque toutes les 

régions, à l'exception des régions polaires, et dans pratiquement toutes les espèces animales 

avec un tableau clinique pouvant varier selon l’espèce. Selon leur statut (hôtes réservoirs ou 

hôtes sensibles), les animaux sont susceptibles de contracter la maladie ou de participer à sa 

dissémination.  

Les hôtes réservoirs sont principalement rencontrés dans la faune sauvage au sein de laquelle 

le rat constitue le principal réservoir de la maladie (Levett, 2001). La plupart de ces hôtes 

présenteront des formes asymptomatiques pour lesquelles, il y aura peu ou pas de signes 

caractéristiques de la leptospirose. Les hôtes sensibles qui se retrouvent généralement parmi les 

animaux de compagnie (chiens) mais aussi d’élevage (bovins, chèvres, moutons, chevaux, 

porcs) sont contaminés de manière accidentelle par les leptospires. Chez ces derniers, on 

retrouve différentes formes de la maladie en raison de la diversité des symptômes associés. 

Classiquement, les formes typiques rencontrées sont la forme rénale, la forme ictérique ou 

hépatique. Toutefois, on y rencontre des signes cliniques moins fréquents permettant de définir 

des formes atypiques telles que la forme respiratoire, la forme méningée ou encore d’autres 

formes d’aspects subcliniques (Faine et al., 1999b). 

Chez les animaux de compagnie notamment le chien, l’infection par Leptospira est 

probablement inapparente dans la majorité des cas (Prescott et al., 2008). Toutefois, lorsqu’elle 

se manifeste, la sévérité de la maladie est fonction de la souche infectante, elle-même liée à la 

localisation géographique et de la réponse immunitaire de l'hôte. Ainsi, alors que certains chiens 

présenteront des signes mineurs après infection, d’autres développeront une forme grave 

pouvant conduire à la mort (Goldstein, 2010). Lorsque la maladie se présente sous la forme 

aiguë, le spectre clinique est très similaire à celui de la leptospirose humaine. Deux types de 

formes aiguës sont décrites. La première se manifeste sous la forme d’une gastro-entérite 

associée à des hémorragies digestives. Selon HIGGINS (1981), la diathèse hémorragique serait 

l’une des manifestations les plus typiques de cette forme de leptospirose. La seconde forme 

aiguë ictéro-hémorragique est typique de la maladie de Weil. Moins fulgurante que la 

précédente mais toute aussi fatale, elle a un tropisme principalement hépatique. L’atteinte 

hépatique qui se manifeste par de l’ictère est associée à de multiples pétéchies et œdèmes mais 

aussi à une atteinte rénale (Faine et al., 1999b ; Prescott et al., 2008). Outre ces formes aiguës, 

des cas chroniques même s’ils sont rares peuvent être observés et se manifestent par une uvéite 

ou des troubles de la reproduction (Sykes et al., 2011 ; André-Fontaine, 2006).  
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Tandis que le chien semble particulièrement sensible à la maladie, le chat quant à lui est plutôt 

un porteur chronique de la leptospirose étant donné que peu de cas aigus y ont été décrits 

(Hartmann et al., 2013). De plus, les infections expérimentales ont permis de montrer une 

leptospirémie et une leptospirurie chez les chats mais pas une sévérité de la maladie (Larsson 

et al., 1985). Il pourrait donc être considéré comme un hôte réservoir des leptospires et 

contribuer à la contamination de l’environnement (Jamshidi et al., 2009).   

Concernant les animaux de rente, on observe peu de cas de leptospirose aiguë. Chez les bovins, 

la forme clinique chronique de la maladie provoque de nombreux troubles reproductifs 

(avortements, baisse de la production de lait) (Faine et al., 1999a) ou une infection persistante 

du tractus génital (Lilenbaum and Martins, 2014) responsables de pertes économiques 

considérables pour l’éleveur. Dans les rares cas d'infection aiguë rencontrés particulièrement 

chez les jeunes, les signes cliniques observés sont une diminution de l’appétit, l’apparition d’un 

ictère (Perez et al., 1983) et une diarrhée séreuse, hémorragique avec épreinte et ténesme 

(Rautureau, 2003). 

Chez les petits ruminants, les formes frustres sont également les plus fréquentes (Ciceroni et 

al., 2000) avec possibilité de transmission vénérienne de la bactérie comme chez les bovins 

(Lilenbaum et al., 2008). On retrouve les mêmes problèmes de reproduction (mortinatalité et 

surtout avortements). Quelques rares cas de leptospirose aiguë ont été observés et les jeunes 

animaux semblaient y être sensibles. On notait dans ce cas de l’anorexie, un état d’abattement, 

une hémoglobinurie et de l’ictère (Acha and Szyfres, 1989). 

Les chevaux quant à eux présentent une infection très souvent asymptomatique même si les 

anticorps sont fréquemment mis en évidence chez des animaux sains (Donahue et al., 1995). 

Généralement, des problèmes notamment de placentites et d’avortements tardifs ou encore de 

morts nés sont observés chez les juments gestantes (Verma et al., 2013 ; Timoney et al., 2011). 

Toutefois, des cas graves avec atteinte rénale ou encore hépatique ont été diagnostiqués chez 

des poulains (Verma et al., 2013). Outre ces différentes situations, la forme clinique la plus 

fréquente est une uvéite (Verma et al., 2013 ; Ellis, 2015) accompagnée de la présence 

d’anticorps spécifiques dans l’humeur aqueuse et vitrée (Verma et al., 2010). 

Expérimentalement, il a été montré que l’uvéite apparaissait 12 à 24 mois après l’inoculation 

des leptospires (Williams et al., 1971). La persistance ou la récidive de l’uvéite serait à l’origine 

de troubles de la vision et de lésions oculaires (atrophie de l'iris, opacification de la cornée et/ou 

du cristallin, blépharospasme, larmoiement, œdème de la cornée, hypopion, détachement 

rétinien, voire cécité) (Sandmeyer et al., 2007 ; Wada et al., 2003 ; Brem et al., 1999). 
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Chez les porcs, généralement porteurs asymptomatiques, les seuls signes souvent observés de 

la leptospirose sont l’infertilité, les avortements tardifs le plus souvent, la contamination des 

porcelets par voie transplacentaire et la mortinatalité ou la naissance de porcelets faibles ou 

malades (Kazami et al., 2002 ; Boqvist et al., 2002). Outre ces troubles de la reproduction ayant 

un fort impact économique (Bolin, 1994), d’autres formes notamment subcliniques (néphrites 

interstitielles chroniques conduisant à la saisie des reins à l’abattoir), modérées (fièvre, 

anorexie, retards de croissance) et sévères (fièvre, ictère, hémorragie, mort) peuvent se 

manifester (Faine et al., 1999a). Il faut souligner que la transmission vénérienne de la maladie 

par contamination de la semence par les urines de l'animal infecté est possible chez cet animal 

(Oriel and Hayward 1974 ; Ellis et al., 1986). 

On constate bien que la leptospirose est une maladie aux conséquences désastreuses. 

Malheureusement, son importance au niveau mondial continuera probablement à prendre de 

l’ampleur. En effet, les conditions climatiques et démographiques futures pourraient engendrer 

une augmentation considérable de l’incidence de la maladie ainsi que du nombre d’épidémies 

(Lau et al., 2010).  

5. Facteurs de risques 

a. Facteurs de risque liés aux conditions climatiques 

Concernant les conditions climatiques, le réchauffement climatique illustre bien le risque 

d’augmentation de l’incidence de la maladie. Selon les travaux de McMichael et ses 

collaborateurs (2006), une augmentation des températures mondiales de 1,4 à 5,8°C est à 

prévoir d’ici 2100. Sachant que la température optimale de croissance des leptospires se situe 

entre 28 et 30°C, cette augmentation de la température est propice à leur survie dans 

l’environnement (Levett, 2001). De plus, ce réchauffement provoque l’évaporation des eaux de 

surfaces, ce qui conduit à une concentration des populations animales et humaines autour des 

mêmes points d’eau, diminuant ainsi l’effet de dilution des urines contaminées dans une grande 

étendue d’eau (Dufour et al., 2008). 

Par ailleurs, de nombreuses études ont permis également d’établir un lien entre la survenue 

d’évènements climatiques extrêmes telles que les inondations, et ce dans diverses régions 

notamment au brésil (Barcellos and Sabroza 2001), au Laos (Kawaguchi et al., 2008), en Inde 

(Pappachan et al, 2004), en Australie (Smith et al., 2013), aux philippines (Amilasan et al., 

2012), en Malaisie (Mohd Radi et al., 2018 ; Garba et al., 2017), et l’apparition de la maladie. 
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Ces phénomènes climatiques, devenant de plus en plus fréquents et intenses (Solomon, 2007), 

engendrent des mouvements et une concentration des populations humaines et animales dans 

les mêmes zones épargnées, ce qui favorise le contact entre les hommes et les animaux, hôtes 

des leptospires (Watson et al., 2007). 

b. Facteurs de risque socio-économiques 

En dehors des facteurs environnementaux qui impactent très souvent l’incidence de la 

leptospirose, les facteurs socio-économiques ne sont pas à négliger. En effet, la croissance 

démographique mondiale est à l’origine d’une urbanisation grandissante favorisant 

malheureusement aussi des zones d’habitats défavorisées telles que les bidonvilles où les 

conditions sanitaires précaires permettent la prolifération des rongeurs et donc augmentent le 

risque infectieux (Lau et al., 2010). Des études ont montré que l’incidence de la maladie était 

plus importante dans les populations vivant à proximité d’une décharge à ciel ouvert (Reis et 

al., 2008 ; Sugunan et al., 2009) que chez celles des zones socialement plus riches (WHO, 

2010 ; Maciel et al., 2008). 

En outre, appelée « Jaunisse des cultivateurs de riz » anciennement en langue chinoise, la 

leptospirose est une affection à laquelle seraient fortement exposées les personnes travaillant 

dans les rizières qui sont des zones très humides avec notamment la présence de rongeurs en 

saison de récolte, ce qui favoriserait la transmission des leptospires (Sharma et al., 2006). En 

juin 2014, une épidémie avait été signalée parmi les cueilleurs de fraises polonais saisonniers 

travaillant en Allemagne (Bundesinstitut, 2014). Outre les agriculteurs, d’autres métiers sont 

qualifiés de professions à risque notamment les égoutiers, les forestiers, les personnes en 

contact avec les animaux (fermiers, personnels d'abattoirs, pécheurs, vétérinaires…), ainsi que 

les mineurs (Sharma et al., 2006 ; Waitkins, 1986 ; Katz et al., 2002 ; Demers et al., 1985). 

c. Facteurs de risque liés aux loisirs 

L’exposition à la leptospirose à travers les activités de loisirs n’est pas lointaine puisqu’avec le 

développement du tourisme, des activités nautiques et autres sports pratiqués dans des zones 

humides, en zones tempérées (Abb, 2002 ; Guarner et al., 2001 ; Morgan et al., 2002) et 

tropicales (Wilkins et al., 1988 ; Gelman et al., 2002 ; Sejvar et al., 2003), de nombreux cas 

liés à ces activités ont été établis. Comme exemples, nous pouvons citer entre autres celui de 

Bornéo en Malaisie où une vingtaine de cas de leptospirose avait été identifiés à la suite de 

l'EcoChallenge-Sabah, une course d'endurance multisports, qui avait eu lieu du 21 août au 1er 

septembre 2000 (Sejvar et al., 2003 ; Haake et al., 2002) ou encore celui de Springfield dans 
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l’illinois en 1998 où trois athlètes avaient été hospitalisés pour leptospirose après un triathlon 

(Morgan et al., 2002). Également, en 2009, la maladie a été diagnostiquée chez des coureurs 

après la course “Tchimbe-Raid” en forêt tropicale en Martinique (Hochedez et al., 2011).  

D’autres situations de leptospirose ont été mises en lien avec la pratique de sport comme le 

rafting (Wilkins et al. 1988 ; CDC, 1997) ou le canoë-kayak (Boland et al., 2004). C’est le cas 

en septembre 2016 où un groupe de 14 kayakistes avaient présenté des signes de leptospirose 

après avoir signalé des contacts avec la rivière Vilaine en Bretagne dans le nord-ouest de la 

France (Guillois et al., 2018)   

Par ailleurs, des activités courantes et simples, telles que le jardinage ou la pêche en eau douce 

sont aussi des activités qui pourraient exposer les pratiquants aux leptospires (Douglin et al., 

1997 ; Lévesque et al., 2007). 

Avec l’augmentation des pratiques de loisirs en pleine nature mais surtout des changements 

climatiques, la leptospirose pourrait devenir une maladie plus fréquente des services de 

médecine aussi bien des pays en développement tropicaux que des pays riches tempérés, d’où 

la nécessité de bons outils de diagnostic. 

6. Diagnostic 

Comme vu précédemment (cf Chapitre Manifestations cliniques de la leptospirose), les signes 

cliniques de la maladie sont pour la plupart peu spécifiques, à l’exception du syndrome de Weil, 

et l’expression clinique de la maladie est protéiforme, ce qui rend le diagnostic clinique difficile 

à établir. Le recours à des méthodes diagnostiques de laboratoire est donc essentiel pour 

confirmer le diagnostic de la leptospirose. Ces méthodes peuvent être rassemblées suivant 3 

domaines à savoir la mise en évidence de la bactérie par microbiologie standard (microscopie 

et culture), par sérologie et par biologie moléculaire (Picardeau, 2013 ; Haake and Levett, 2015 

; Rajapakse et al., 2015). 

a. Observation directe et culture 

En cas de suspicion de leptospirose, la recherche des leptospires par observation directe au 

microscope à fond noir peut être entreprise sur du sang, de l’urine ou encore du liquide céphalo-

rachidien. Par cette méthode, le biologiste peut voir les leptospires se mouvoir, ce qui est très 

évocateur du diagnostic dans un contexte clinique compatible, bien que non spécifique. 

Malheureusement, cette technique est peu sensible : un seuil de 104 leptospires/ml étant requis 

pour qu’une bactérie par champ soit visible (Budihal and Perwez, 2014).  
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De plus, elle requiert une certaine expérience pour identifier les leptospires et éviter les faux 

positifs par confusion avec des débris cellulaires ou des filaments de fibrine (WHO, 2003).    

Différentes méthodes de coloration des leptospires notamment des techniques 

d’immunofluorescence directe, d’imprégnation à l’argent, d’immunohistochimie ou encore 

d’hybridation in situ ont été mises en place pour pallier le problème de faible sensibilité de 

l’observation directe des prélèvements. Cependant, toutes ces méthodes souffrent des mêmes 

défauts entre autres les nombres élevés de faux positifs et de faux négatifs que la microscopie 

à fond noir (Musso and La Scola, 2013). 

Ainsi, bien que peu couteuse pour les laboratoires en possession de microscope à fond noir 

(Picardeau, 2013), l’usage de cette technique est de plus en plus restreint. Ayant une valeur 

d’orientation, l’examen direct doit être confirmé par la mise en culture des bactéries (Cf 

caractéristiques culturales des leptospires). 

En pratique, même si cette technique reste le « gold standard », elle est rarement utilisée pour 

le diagnostic de routine. Toutefois, son importance est avérée lors de l’isolement et l’analyse 

des souches dans le cadre des études épidémiologiques (Marquez et al., 2017). Pour le 

diagnostic de routine, des tests plus rapides sont privilégiés.  

b. Sérologie 

Les tests sérologiques sont très utilisés à travers le monde à cause de la rapidité de réponse 

diagnostique, de leur faible coût et de leur sensibilité (Signorini et al., 2013). Ils sont basés sur 

la détection directe ou indirecte d’anticorps (IgM et IgG) dirigés contre la bactérie dans les 

sérums.  

Le gold standard en matière de test sérologique est le test d’agglutination microscopique ou 

MAT (Goris and Hartskeerl, 2014). Ce test de référence consiste à mettre en contact différentes 

dilutions du sérum à tester avec un panel de souches de leptospires vivantes, appartenant à 

différents sérogroupes afin d’induire une agglutination dont le taux sera évalué par observation 

au microscope à fond noir. Le titre agglutinant considéré étant la plus forte dilution de sérum 

pour laquelle 50% des leptospires sont agglutinés, le MAT permet d’identifier très souvent avec 

certitude le sérogroupe infectant (Levett, 2001). Malheureusement, sa précision n’est pas 

suffisante pour discriminer les réactivités croisées qui existent entre les serovars d’un même 

serogroupe ou entre serogroupes (Levett, 2001 ; Maciel et al., 2008).  
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De plus, certains inconvénients sont à déplorer notamment la nécessité de maintenir en culture 

des souches de leptospires représentatives au minimum de l’ensemble des serovars circulant 

dans l’aire géographique considérée, ou si les serovars circulant sont inconnus, de tous les 

serogroupes connus pour éviter des résultats faussement négatifs (Musso and La Scola, 2013), 

la réalisation dans certains cas de deux prélèvements à une semaine d’intervalle repoussant ainsi 

le délai d’obtention du diagnostic (McBride et al., 2005), la faible sensibilité du test 

généralement au début de la phase aiguë de la maladie (Goris and Hartskeerl, 2014), et de la 

difficulté de standardiser le test du fait de l’utilisation de leptospires vivants en tant 

qu’antigènes. 

Un autre test largement répandu est le test ELISA (technique d'immuno-absorption par enzyme 

liée). Il permet de détecter la présence d’anticorps IgM anti-leptospires. C’est un test spécifique 

du genre Leptospira étant donné que très souvent l’antigène utilisé est celui de la bactérie non 

pathogène Leptospira biflexa Patoc partagé par l’ensemble du genre Leptospira (Musso and La 

Scola, 2013). Disponible généralement sous forme de kits commercialisés, le test ELISA peut 

aussi être fait avec une mixture d’antigènes issues de souches bactériennes locales tels que 

LipL32 (Bomfim et al., 2005 ; Aviat et al., 2010 ; Chalayon et al., 2011), LipL36 (Flannery et 

al., 2001), LipL41 (Flannery et al., 2001), Loa22 (Chalayon et al., 2011), OmpL1 (Flannery et 

al., 2001), ou encore Hsp58 (Flannery et al., 2001). Même si sa sensibilité est supérieure à celle 

de la MAT pendant la première phase de la maladie (Goris and Hartskeerl, 2014), ce test ne 

permet pas de distinguer le serogroupe/serovar responsable de l’infection.  

De ce fait, cette méthode est utilisée en première intention, ce qui permet un dépistage précoce 

et la mise en place rapide du traitement (Rosa et al., 2017). L’OMS recommande que la 

confirmation de ce test soit validée par un autre test, idéalement le MAT (WHO, 2003). 

En plus de ces deux techniques, de nombreux autres tests sérologiques ont été développés 

notamment le test de fixation du complément, l’immunofluorescence, l’hémagglutination, le 

test de lyse des érythrocytes sensibilisés… (Levett, 2001). Malheureusement, souffrant très 

souvent d’un défaut de sensibilité et/ou de spécificité, ils ne sont pas largement utilisés 

(Picardeau, 2013). 

c. Méthodes PCR 

De nos jours, les réactions de polymérisation en chaine (PCR) sont une technique de routine 

pour le dépistage précoce de la leptospirose. Basée sur la détection du génome bactérien, la 

PCR peut être faite de façon « conventionnelle », c’est-à-dire suivie d’une migration sur gel 
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d’agarose après amplification ou en temps réel (RT-qPCR). Différents gènes tels que rrs (gène 

16S) (Mérien et al., 1992 ; Thaipadunpanit et al., 2011), gène 23S (Woo et al., 1997), lipL32 

(Thaipadunpanit et al., 2011 ; Levett et al., 2005 ; Stoddard et al., 2009), lfb1 (Mérien et al., 

2005), secY (Ahmed et al., 2009), IS1533 (Zuerner et al., 1995) … peuvent être ciblés dans le 

cadre de sa mise en œuvre. La technique PCR peut être utilisée à différents stades de la maladie 

puisqu’elle peut s’appliquer sur différents types d’échantillons notamment du sang, de l’urine, 

du liquide céphalo-rachidien ou encore du tissu (Levett, 2001). Malgré ses nombreux avantages 

(rapidité, sensibilité, spécificité), elle reste, en plus de nécessiter un personnel qualifié, 

relativement couteuse dans de nombreuses régions endémiques à la maladie (Musso and La 

Scola, 2013). 

7. Traitement et mesures préventives 

a. Traitement 

Le diagnostic de la leptospirose n’étant pas généralement effectué de façon systématique ou 

tardivement, et l’expression clinique de la maladie se traduisant très souvent par un syndrome 

grippal d’intensité variable et disparaissant sans traitement spécifique (Adler, 2015 ; Haake and 

Levett, 2015), le recours à l’antibiothérapie accompagnée parfois de soins de supports 

d’organes défaillants (atteintes rénale, hépatique et/ou pulmonaire) s’avère nécessaire dans bien 

des situations.  

En effet, bien que des controverses aient été émises quant à l’intérêt de l’antibiothérapie dans 

le traitement de la leptospirose chez l’homme (Truccolo et al., 2002), l’usage des antibiotiques 

reste largement recommandé dans les formes cliniques suspectées ou confirmées (Bourhy et 

al., 2012 ; Haake and Levett, 2015). Idéalement, l’antibiotique doit être administré de façon 

précoce pour réduire les risques de défaillances graves induites par les leptospires.  

Chez l’homme, le choix des antibiotiques est orienté suivant la forme de la maladie : cyclines 

ou macrolides pour la forme modérée (Phimda et al., 2007 ; Bourhy et al., 2012) et β-lactamines 

en intraveineuse en cas de forme grave (Bourhy et al., 2012 ; Adler, 2015). Alors que chez 

l’animal, le choix se base sur des molécules à large spectre d’hôtes. A titre d’exemple chez les 

animaux, on peut citer l’utilisation de la doxycycline et la pénicilline chez le chien (Goldstein, 

2010), de la céfovécine et de la doxycycline chez le chat (Beaudu-Lange and Lange, 2014), de 

la streptomycine chez les bovins et les porcs (Ellis, 2015) ou encore de la streptomycine et de 

la pénicilline chez les chevaux (Verma et al., 2013).  



 

   Mémoire de Thèse_SDS 36 

Toujours est-il que malgré cette large gamme d’antibiotiques utilisés, la littérature ne fait 

mention jusqu’à présent d’aucune résistance signalée à leur égard par une souche clinique. 

Pourtant, même si tel est le constat, avec la recrudescence des problèmes d’antibiorésistance, 

les mesures préventives mais aussi alternatives dans lesquelles s’inscrivent mes travaux 

devraient être privilégiées ou envisagées. 

b. Mesures préventives 

Elles passent par une approche « One Health » tenant compte des interactions entre l’Homme, 

les animaux domestiques et sauvages et l’environnement avec pour finalité une réduction de 

l’exposition aux leptospires (Jancloes et al., 2014). A juste titre, les recommandations faites par 

l’OMS (2003) illustrent bien ce concept. Il s’agit en autres de : 

❖ La lutte (dératisation et hygiène locale) contre les rongeurs ; 

❖ La bonne gestion des résidus alimentaires et des décharges ; 

❖ L’information et la sensibilisation des populations à risque ; 

❖ Le port de vêtements et équipements de protection lors d’activités à risque ; 

❖ La désinfection à l'eau potable et au savon ou à l'aide d'une solution antiseptique de 

toute plaie ou égratignure, ainsi que la protection ultérieure de cette plaie ou égratignure 

par un pansement étanche ; 

❖ L’accès à des sources d’eau potable ; 

❖ Le drainage des terrains marécageux aux abords des habitations et des locaux d'élevage 

et/ou l’assèchement des collections d'eau ; 

❖ La mécanisation de certaines activités à risque comme la récolte de riz ou la coupe de 

canne à sucre ; 

❖ La bonne gestion des troupeaux ; 

❖ La mise en place de procédures de sécurité standards dans les laboratoires…  

Par ailleurs, la lutte contre le changement climatique est aussi un levier à considérer dans la 

lutte contre les épidémies de leptospirose étant donné que des corrélations ont été faites entre 

l’apparition d’épidémies et les catastrophes naturelles telles que les inondations (Lau et al., 

2010). 

En plus de toutes les méthodes de prévention déjà énumérées, la vaccination et 

l’antibioprophylaxie sont à prendre en compte. En effet, concernant la vaccination, elle peut 

être envisagée aussi bien chez l’homme que chez les animaux.  
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Chez l’homme, elle est surtout recommandée pour les personnes exerçant des activités 

professionnelles à risque (égoutiers, travailleurs agricoles ou pisciculture, vétérinaires…) 

(Bourhy et al., 2012). Même si aucune étude n’a permis d’établir clairement, l’efficacité 

clinique de la vaccination, son usage permet de fortement prévenir l’apparition de la maladie 

comme l’ont démontré Martinez et ses collaborateurs dans une étude faite en 2004 à Cuba. En 

effet, ils ont montré une baisse des infections de près de 80% avec une bonne tolérance après 

vaccination (Martínez et al., 2004). En France, il existe un unique vaccin humain commercialisé 

sous l’appellation Spirolept®. C’est un vaccin monovalent obtenu à partir d’une souche 

inactivée de Leptospira interrogans serovar icterohaemorrhagiae. Le schéma vaccinal comporte 

deux injections à 15 jours d’intervalle, un premier rappel entre 3 et 6 mois puis tous les 2 ans 

(Bourhy et al., 2012). Au niveau international, les vaccins humains ne sont disponibles que dans 

certains pays. Malheureusement, les pays endémiques à la leptospirose qui sont pour la plupart 

des pays en voie de développement, n’y figurent pas. Outre le problème de disponibilité, la 

vaccination humaine présente des contraintes liées entre autres à la fréquence des effets 

secondaires rapportés, la courte durée de maintien de l’immunité nécessitant la réalisation 

fréquente de rappels vaccinaux, l’absence de protection vis-à-vis des serovars non inclus dans 

le vaccin, la connaissance limitée des mécanismes de l’immunité protectrice contre la maladie 

(Bharti et al., 2003). 

Chez les animaux (domestiques et d’élevage surtout), la vaccination est aussi à considérer du 

fait du lien établi entre la dispersion environnementale des leptospires et le risque d’infection 

de l’homme ; raison pour laquelle certains pays pratiquent en plus la vaccination des chiens et 

du bétail (Ellis, 2015 ; Gay et al., 2014).  

C’est le cas en Nouvelle-Zélande où Thornley et ses collaborateurs (2002) ont montré dans une 

étude, la réduction des cas de leptospirose humaine à la suite de la mise en œuvre de la 

vaccination dans de nombreux élevages. Contrairement au vaccin humain qui a un spectre assez 

étroit (monovalent) généralement, les vaccins animaux ont un spectre un peu plus large mais 

présentent aussi plus de complications sévères (Spiri et al., 2017).    

Compte tenu du coût de la mise au point mais aussi de l’approvisionnement des vaccins, une 

autre alternative serait l’antibioprophylaxie. Cette méthode a déjà été utilisée lors d’événements 

sportifs aquatiques ou d’inondations (Sejvar et al., 2003 ; Chusri et al., 2014). Même si les 

données actuelles ne sont pas suffisantes pour conclure à l’intérêt de son usage de façon 

générale dans les régions endémiques lors de fortes intempéries, une étude portant sur 

l’administration de la doxycycline (200mg par semaine par voie orale) à des soldats américains 
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en poste au Panama a quand même démontré une diminution de l’incidence de la maladie par 

rapport au groupe placebo (Takafuji et al., 1984). Toutefois, le recours à cette mesure doit être 

assez restreinte et se faire dans un cadre contrôlé du fait du risque d’apparition de phénomène 

d’antibiorésistance qui est un problème de santé publique majeur de nos jours.  

Ainsi, bien que nécessaires, la mise en œuvre de la plupart de ces mesures reste souvent difficile, 

notamment dans les régions où la maladie est endémique du fait de l’insuffisance des ressources 

financières. De plus, bon nombre d’entre elles ont un effet à long terme, minimisant ainsi leur 

recours en urgence lors d’épidémies. 

Il ressort donc qu’il y a encore de nombreuses recherches à entreprendre pour la maitrise de 

cette zoonose mais cela passe par une bonne connaissance de l’agent pathogène. 
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B. Leptospires : agents de la leptospirose 

1. Systématique  

Les leptospires appartiennent au règne des bactéries, à l’embranchement des Spirochaetes, à la 

classe des Spirochaetes, à l’ordre des Spirochaetales, à la famille des Leptospiraceae et au genre 

Leptospira. En se basant sur les homologies des séquences du gène rrs codant l’ARN ribosomal 

16S, l’ordre des spirochètes a été subdivisé en quatre familles à savoir Brachyspiraceae, 

Brevinemataceae, Leptospiraceae, Spirochaetaceae (Gupta et al., 2013). Au sein de la famille 

des Leptospiraceae, on retrouve 3 genres : Leptospira, Leptonema et Turneriella (Levett et al., 

2005) qui se distinguent entre autres par la quantité de bases GC de leur génome. Elle est de 

33-43% pour Leptospira, 53,6% pour Turneriella et 54% pour Leptonema (Stackebrandt et al., 

2013 ; Yasuda et al., 1987).  
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Figure 4 : Arbre phylogénétique des Spirochètes séquencés basé sur l’alignement de séquences 

en acides aminés de 22 protéines conservées (Gupta et al., 2013). 

Les spirochètes incluent donc un grand nombre de bactéries reparties dans différents 

environnements à l’échelle planétaire (Harwood and Canale-Parola, 1984). On les retrouve 

aussi bien dans le sol, les lacs, les sédiments, les boues, les mers en association ou non avec des 

hôtes allant des mammifères aux mollusques jusqu’à l’intestin des termites avec Treponema 

primitia (Graber et al., 2004). 
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Certaines d’entre elles ont une importance médicale puisque responsables de pathologies aussi 

bien chez l’homme que chez les animaux. On peut citer entre autres chez l’homme, la syphilis 

(Treponema pallidum), la maladie de Lyme (Borrelia burgdorferi), la leptospirose (Leptospira 

spp.) … ou encore la dysenterie porcine (Brachyspira hyodysenteriae) chez l’animal.  

2. Classifications  

Les différentes classifications ont été envisagées afin de séparer au mieux les bactéries 

composant le genre Leptospira. 

a. Classification phénotypique 

La pathogénicité est le critère fondamental de cette classification. Elle a permis de distinguer le 

genre Leptospira en deux espèces : Leptospira interrogans « sensu lato » regroupant toutes les 

espèces pathogènes chez l’homme et l’animal et Leptospira biflexa « sensu lato » rassemblant 

toutes les espèces saprophytes isolées de l’environnement (Dikken and Kmety, 1978). Outre le 

critère de pathogénicité, d’autres caractéristiques peuvent permettre de distinguer les deux 

catégories de leptospires notamment la motilité, la croissance à 13°C, la sensibilité à la 8-

azaguanine. 

Tableau III : Caractéristiques distinctives des deux catégories de leptospires. 

Caractéristiques Pathogènes Saprophytes Source 

Motilité ++ + Takabe et al. 2013 

Croissance à 13°C - + Johnson and Harris, 1967 

Résistance à la 8-

azaguanine 

- + Johnson and Rogers, 1964 

Temps de génération à 

30°C 

14 - 18h 6 - 8h Adler, 2015 

Formation de cellules 

sphériques dans une 

solution de chlorure de 

sodium concentrée à 

1mol/L 

+ - Levett, 2001 
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La taille des leptospires peut parfois être utilisée aussi comme critère distinctif vu que très 

souvent les leptospires pathogènes semblent plus petits que les souches saprophytes. Toutefois, 

ce critère peut varier en fonction des conditions de cultures (Satou et al., 2015).  

De nos jours, cette classification, considérée comme inexacte, est de plus en plus abandonnée 

étant donné que malgré toutes ces informations, la confirmation de la pathogénicité d’une 

souche de leptospires requiert en général des tests de virulence sur animal. En effet, des études 

menées par Thibeaux et ses collaborateurs (2018) ont montré que des souches initialement 

classées parmi la catégorie des pathogènes, n’étaient pas virulentes chez l’animal. 

b. Classification sérologique 

Classification historique encore utilisée par les épidémiologistes (Bharti et al., 2003), elle 

repose sur la formation de complexes anticorps-antigènes lors de la mise en contact d’une 

souche de leptospire avec un sérum spécifique (Picardeau, 2013). En effet, du fait de la grande 

variabilité antigénique au sein du genre Leptospira, le critère du pouvoir agglutinant a permis 

de séparer les leptospires et de définir la notion de serovar, correspondant à une entité possédant 

une unité antigénique. C’est ainsi que plus de 260 serovars pour les leptospires pathogènes et 

plus de 60 pour les saprophytes ont été décrits (Adler and Moctezuma, 2010). Cette liste n’est 

d’ailleurs pas exhaustive. L’identification du serovar se fait à partir de la méthode CAAT (cross 

agglutination adsorption test) en se basant sur les lipopolysaccharides de surface (Cerqueira and 

Picardeau, 2009). Etant donné que certains serovars avaient une proximité antigénique assez 

forte, il a été défini la notion de serogroupe pour les rassembler (Guerra et al., 2009). Le 

serogroupe le plus connu est Leptospira interrogans serovar Icterohaemorrhagiae, dont le nom 

illustre bien un tableau clinique répandu de la maladie associant ictère et hémorrhagies, 

notamment pulmonaires. La méthode CAAT étant longue, couteuse, complexe, donc difficile à 

mettre en œuvre, elle a été remplacée par le MAT (microscopic agglutination test) qui a été 

développé en 1918 par Martin et Pettit (Martin and Pettit, 1918). Malheureusement, cette 

méthode, en plus de présenter l’inconvénient de limiter l’identification qu’au serogroupe et non 

au serovar (Levett, 2001), nécessite le maintien de cultures vivantes de souches de référence.   

Par ailleurs, les éléments de surface notamment les lipopolysaccharides sur lesquels se fondent 

la détermination du serovar, peuvent subir un transfert génétique horizontal entre espèces 

différentes (Haake and Levett, 2015) ; ce qui a pour conséquence un partage de mêmes serovars 

par différentes espèces (Levett, 2001 ; Picardeau, 2013) (tableau 4). 
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Tableau IV : Serovars retrouvés chez diverses espèces de leptospires. (Caimi et al., 2020). 

Serovar(s) Espèces 

Erinaceiauriti L. alexanderi - L. kirschneri 

Lichuan L. alexanderi - L. inadai 

Nanla L. alexanderi - L. interrogans 

Weaveri L. alexanderi - L. santarosai 

Kenya L. borgpetersenii - L. mayottensis 

Anhoa, Mini, Whitcombi, Worsfoldi L. borgpetersenii - L. weilii 

Mozdok L. borgpetersenii - L. kirschneri 

Sejroe, Tarassovi, Yaan L. borgpetersenii - L. santarosai 

Kremastos, Pyrogenes, Szwajizak, Trinidad L. interrogans - L. santarosai 

Bim, Bulgarica, Dadas, Grippotyphosa, Grippotyphosa type 

Moskva, Honghe, Mujunkumi, Mwogolo, Paidjan, 

Ratnapura, Ramisi, Sokoine, Valbuzzi, Schueffneri 

L. interrogans - L. kirschneri 

Australis, Autumnalis, Guidae, Saxkoebing, Tonkini L. interrogans - L. borgpetersenii 

Icterohaemorrhagiae, Lyme L. interrogans - L. inadai 

Guaratuba, Fortbragg, Pomona, Proechimys L. interrogans - L. noguchii 

Perameles L. interrogans - L. meyeri 

Rushan L. interrogans - L. alstonii –  

L. noguchii 

Mengma L. interrogans - L. weilii 

Kambale L. kirschneri - L. santarosai 

Mangus L. noguchii - L. inadai 

Hardjo L. interrogans - L. borgpetersenii 

- L. meyeri 

Kunming, Pomona L. interrogans - L. kirschneri –  

L. borgpetersenii 

Bataviae, Kunming L. interrogans - L. kirschneri –  

L. noguchii 

Les données sont tirées de différentes bases de données : PubMLST (Public databases for 
molecular typing and microbial genome diversity), le centre de références de la leptospirose 
des Pays-Bas, NCBI (National Center for Biotechnology Information) ; et basé sur Levett, 2001 
(Levett, 2001), Bharti et ses collaborateurs (Bharti et al., 2003). 
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Cette classification est indépendante, non corrélée à la classification génétique (Bharti et al., 

2003). Alors que le MAT reste utile pour identifier et évaluer la circulation des serogroupes, 

l’identification des espèces se fait par analyse génomique avec l’emploi de plus en plus ces 

dernières années des techniques moléculaires. 

c. Classification génomique 

Avec l’arrivée des méthodes de biologie moléculaire, de nombreuses alternatives palliant 

l’aspect fastidieux et couteux des méthodes sérologiques sont offertes pour la classification des 

leptospires. Ainsi, grâce à la méthode d’hybridation ADN-ADN (Haapala et al., 1969 ; Terpstra 

et al., 1986 ; Wayne et al., 1987) et au séquençage de l’ADN ribosomal 16S, 22 espèces de 

leptospires ont été identifiées. Celles-ci ont ensuite été réparties en 3 catégories suivant leur 

pathogénicité dont 10 espèces pathogènes, 5 espèces intermédiaires et 7 espèces saprophytes 

(Bourhy et al., 2014 ; Levett, 2015) (Tableau 5). 
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Tableau V : Classification génomique des espèces de Leptospira (Adapté de Bourhy et al., 2014 

; Levett, 2015). 

Catégorie Espèces génomiques 

Souches pathogènes L. interrogans 

L. kirschneri 

L. noguchii 

L. borgpetersenii 

L. weilii 

L. santarosai 

L. alexanderi 

L. alstonii 

L. kmetyi 

L. mayottensis 

Souches intermédiaires L. wolffii 

L. licerasiae 

L. inadai 

L. fanei 

L. broomii 

Souches saprophytes L. wolbachii 

L. meyeri 

L. biflexa 

L. wanthielii 

L. terpstrae 

L. yanagawae 

L. idonii 

Ces dernières années, avec le développement de la technologie (séquençage haut débit), de 

nouvelles techniques de typage moléculaire (VNTR, MLST, MLVA, AP PCRn MST (Marquez 

et al., 2017)) et de nouveaux centres d’intérêt (métagénomique, analyses environnementales), 

de nouvelles espèces de leptospires aussi bien pathogènes, intermédiaires que saprophytes ont 

été identifiées, montant le nombre d’espèces dans le genre Leptospira à 64 (Caimi et al., 2020 

; Vincent et al., 2019).  
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Toujours basée sur la notion de pathogénicité mais dans l’optique de réduire l’appréciation 

ambiguë de la virulence des souches intermédiaires, Vincent et ses collaborateurs ont proposé 

une nouvelle classification. Celle-ci subdivise d’abord les souches en deux groupes dont un 

« pathogène » (identifié par la lettre P) et l’autre « saprophyte » (identifié par la lettre S). 

Chacun des groupes est ensuite subdivisé en deux sous-groupes : P1 et P2 pour les pathogènes 

et S1 et S2 pour les saprophytes (figure 5). Les sous-groupes P1 et S1 correspondent 

respectivement aux groupes « pathogène et saprophyte » de l’ancienne classification à trois 

catégories (pathogènes, intermédiaires et saprophytes). Le sous-groupe P2 regroupe les espèces 

anciennement classées comme intermédiaires. Enfin, le sous-groupe S2 correspond à un 

nouveau groupe rassemblant des espèces saprophytes (Vincent et al., 2019).  

 

Figure 5 : Arbre phylogénétique des leptospires basé sur les séquences nucléotidiques de 1371 

gènes orthologues (Vincent et al., 2019). 

Cet arbre phylogénétique représente les valeurs de similarité nucléotidique moyenne ANI 

(Average Nucleotide Identity) de l’ensemble des séquences génomiques étudiées.  
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Les différents sous-groupes sont identifiés par des colorations distinctes : P1 (rouge), P2 

(violet), S1 (vert) et S2 (bleu). L’origine géographique de chaque espèce est matérialisée par un 

cercle de couleur.  

La valeur bootstrap d’un seul nœud correspondant à la séparation entre les souches L. biflexa  

Patoc 1 et L. bouyouniensis 201601297 est indiquée étant donné celles des autres est à 100%. 

Dans le sous-groupe P1, le nœud 1 indique le nœud de descendance des espèces pathogènes 

rencontrées fréquemment dans les infections humaines.  

Récemment, 04 nouvelles espèces dont 02 pathogènes (L. ainazelensis et L. ainlahdjerensis) 

appartenant au sous-groupe P1 et 02 saprophytes (L. abararensis et L. chreensis) rattachés au 

sous-groupe S1 ont été isolées à partir d’échantillons d’eau douce en Algérie (Korba et al., 

2021), faisant passer le nombre d’espèces de leptospires actuellement à 68 (Arent et al., 2022).  

Au vu de toutes ces observations, il va sans dire que le genre Leptospira est assez diversifié et 

que de nouvelles espèces seront certainement identifiées encore dans le futur. Au-delà de la 

classification des espèces de leptospires, la génomique permet d’obtenir également 

d’importantes informations concernant l’implication de certains gènes dans la pathogénicité.  

3. Caractéristiques microbiologiques  

a. Caractéristiques morphologiques 

 Bien que partageant un certain nombre de caractéristiques communes avec les autres 

spirochètes, les leptospires possèdent une morphologie unique. Flexibles, elles ont une forme 

hélicoïdale avec une longueur allant de 6 à 20 µm et un diamètre autour de 0,1 µm (Adler, 2015 

; Picardeau, 2017). Leur petite taille nécessite donc d’employer des techniques de microscopie 

à fond noir ou à contraste de phase pour pouvoir les visualiser directement (Bharti et al., 2003).  
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Figure 6 : Leptospires en microscopie à fond noir (A) et en microscopie électronique (B et C) 

(Bourhy et al., 2012). 

La structure de la bactérie comporte un cylindre protoplasmique hélicoïdal d’une vingtaine à 

une trentaine de spires régulières et très serrées entouré par une double membrane associant à 

la fois des caractéristiques des organismes à Gram+ et à Gram-. En effet, La paroi interne, 

comparable à celle des bactéries Gram positives, est étroitement associée à la membrane 

plasmatique et permet l’adhésion au peptidoglycane, ce qui leur confère rigidité, forme et 

résistance (Cameron, 2015). La couche externe, quant à elle, se rapprochant grandement de 

celle des bactéries Gram négatives, contient des protéines de surface et un lipopolysaccharide 

(LPS), bien qu’atypique et présentant une toxicité moindre que celui des bactéries Gram 

négatives (Adler and Moctezuma, 2010). Chez les spirochètes, ce LPS n’est d’ailleurs présent 

que chez Leptospira (Patra et al., 2015). 



 

   Mémoire de Thèse_SDS 49 

 

Figure 7 : Morphologie cellulaire et structure de l’enveloppe de L.interrogans (Picardeau, 
2017). 

Dans l’espace périplasmique c’est-à-dire entre la membrane protoplasmique et la paroi externe, 

les leptospires présentent deux flagelles ou endoflagelles insérés par un corps basal à chacune 

des extrémités subterminales du cylindre protoplasmique, leur conférant leur motilité 

(Picardeau et al., 2001 ; Charon et al., 2002 ; Liao et al., 2009). La configuration structurale 

des extrémités (crochet ou spirale) des flagelles détermine le mouvement ou l’état statique de 

la bactérie. Ainsi, trois types de mouvements ont été notés : une rotation autour de l’axe central, 

un mouvement rectiligne dans la direction de l’extrémité non courbée de la bactérie et un 

mouvement circulaire (Bharti et al., 2003). Par ailleurs, la présence de chimiorécepteurs 

conditionnerait également la direction de leur mouvement dans le milieu suivant la 

concentration d’attractants ou de répulsifs (Lambert et al., 2012).  
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b. Caractéristiques génomiques  

Comparé aux autres spirochètes notamment Borrelia et Treponema, le génome des leptospires 

a une taille assez importante de l’ordre de 3,8 à 4,6 mégabases (Picardeau, 2015). Il est composé 

de deux chromosomes circulaires avec un pourcentage de base GC compris entre 35 et 45% en 

fonction des différentes souches (Picardeau, 2017). Chez les leptospires saprophytes 

notamment L. biflexa, un réplicon circulaire de 74 kb ainsi qu'un prophage circulaire nommé 

LE1 ont en plus été mis en évidence (Saint Girons et al., 1990 ; Bourhy et al., 2005 ; Picardeau 

et al., 2008). Le chromosome principal, avec une taille variant de 3,6 à 4,3 mégabases contre 

350 kilobases pour le plus petit, regroupe 90% des principaux gènes du génome (Zuerner et al., 

1993) nécessaires au fonctionnement de base de l’organisme (Picardeau, 2015). L’ensemble du 

génome compte environ 3500 gènes (Xue et al., 2009) dont 1100 composent le core-génome 

(Fouts et al., 2016). Le core-génome correspond aux gènes partagés par l’ensemble des 

bactéries du genre Leptospira et l’intégralité des gènes présents dans les bactéries représente le 

pan-génome. Une analyse comparative des génomes de Leptospira spp. montre des différences 

entre les espèces pathogènes et les espèces saprophytes (Picardeau et al., 2008) mais cela ne se 

limite pas à cette catégorisation car des différences importantes ont aussi été observées au sein 

même des leptospires pathogènes (Xue et al., 2009) (figure8). 

 

Figure 8 : Diagramme de Venn indiquant le nombre de gènes uniques et partagés entre L. 

interrogans, L. borgpetersenii et L. biflexa (Picardeau et al., 2008). 
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Le pan-génome du genre Leptospira est plus ouvert chez les espèces appartenant au sous-clade 

P1, illustrant la grande diversité génétique au sein des pathogènes (Vincent et al., 2019). Cela 

suppose que l’ensemble du répertoire des gènes du genre Leptospira reste encore à explorer 

d’autant plus que bon nombre de gènes uniques aux leptospires pathogènes ont des fonctions 

inconnues, ce qui suggère l'existence de mécanismes de pathogénicité uniques au genre 

Leptospira.   

c. Caractéristiques métaboliques 

Les leptospires sont des organismes ayant des besoins nutritionnels particuliers. Ce sont des 

bactéries chimio-organotrophes qui ont comme source principale de carbone et donc d’énergie 

que les acides gras à longues chaines. Ces longues chaines d’acides gras sont métabolisées par 

β-oxydation (Levett, 2001). Outre la source d’énergie, certains éléments sont indispensables à 

leur croissance notamment les apports azotés par l’ion ammonium (Shenberg, 1967), les apports 

vitaminiques (vitamine B1 et B12) ainsi que du fer ferreux (Bourhy et al., 2012 ; Ellinghausen 

and Mccullough, 1965). Des souches plus exigeantes requièrent d’autres composants tels que 

la biotine, le pyruvate de sodium, le glycérol, la thiamine ou encore du calcium ou du 

magnésium.  

Pour ce qui est de leur activité enzymatique, les leptospires sont à la fois oxydase et catalase 

positive (Levett, 2001). L’existence d’une activité lipasique a aussi été signalée chez Leptospira 

biflexa alors que celle-ci est très faible voire absente chez Leptospira interrogans (Kosossey, 

2004). 

d. Caractéristiques culturales 

Malgré leur sensibilité à la dessiccation, la chaleur, les acides ou encore les désinfectants 

basiques (Mohammed et al., 2011), il est possible de cultiver les leptospires. Organismes 

aérobies ou microaérophiliques, leur croissance est lente et nécessite de rassembler certaines 

conditions notamment une température optimale comprise entre 28 et 30°C, un milieu 

contenant des composants (vitamines B1 et B12, acides gras à longue chaîne et sels 

d’ammonium…) permettant de satisfaire leurs besoins métaboliques particuliers et un PH 

variant de 7 à 8 (Adler, 2015). Pour ce faire, plusieurs milieux de culture (Fletcher, Korthof, 

Shenberg…) ont été définis mais le plus couramment utilisé et qui rassemble au mieux les 

besoins complexes des leptospires est le milieu EMJH (Ellinghausen, Mac Cullough codifié par 

Johnson et Harris en 1967). Ce milieu fait suite à la modification du milieu d’Ellinghausen et 

Mac Cullough (milieu EM) mis au point en 1965 (Cinco, 1981).  
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La culture des leptospires est aussi possible en milieu solide en rajoutant 1,2% d’agar noble au 

milieu EMJH (Slamti and Picardeau, 2012). Toutefois, cette option est difficilement utilisable 

pour isoler les souches bactériennes du fait de la prolifération rapide d’autres organismes. 

Pour éviter la croissance de contaminants lors de la mise en culture, le milieu peut être rendu 

sélectif en rajoutant des antimétabolites et/ou antibiotiques dont les plus couramment utilisés 

sont le 5-fluorouracile et la néomycine (Bharti et al., 2003). Dans cette même veine, 

Chakraborty et ses collaborateurs ont proposé en 2011 l’utilisation d’un mélange 

d’antibiotiques (Sulfamethoxazole, Triméthoprime, Amphotéricine B, Fosfomycine, 5‐

Fluorouracil) appelé STAFF pour encore mieux contrôler le développement de 

microorganismes interférents (Chakraborty et al., 2011). 

Le contrôle de la croissance des leptospires se fait en utilisant un microscope à fond noir et leur 

dénombrement grâce à une chambre de comptage de Petroff-Hausser (Humberd et al., 2005). 

La lenteur de leur croissance nécessite que les cultures soient conservées jusqu’à 13 semaines 

après ensemencement avant de pouvoir être déclarées négatives (Levett, 2001). 

4. Virulence et pouvoir pathogène 

De manière générale, la virulence d’une bactérie se traduit par sa capacité à induire une 

infection. Pour ce faire, elle doit être capable de survivre dans l’environnement de l’hôte, de se 

multiplier et d’y causer des dommages. Ainsi, pour y arriver, elle a recours à des facteurs de 

virulence. Même si la mise en évidence des gènes codant ces facteurs est une problématique 

pas encore totalement élucidée (Lautier and Nasser, 2005), beaucoup de gènes ont été décrits. 

a. Protéines impliquées dans la pathogénie 

i.  Protéines de surface 

Situées sur la membrane externe des leptospires, ces protéines jouent un rôle essentiel dans 

l’invasion, la dissémination, l’évasion du système immunitaire et la colonisation des tissus de 

l’hôte. Plus de 30 protéines de surface (figure 9) ont déjà été recensées principalement grâce à 

des méthodes in silico (Raja et al., 2015). 
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Figure 9 : Classification des protéines de surface des leptospires pathogènes : implication dans 

la pathogénèse, le diagnostic et l’efficacité des vaccins (Raja et al., 2015). 

Même si pour la plupart, elles peuvent avoir plusieurs fonctions dans le processus infectieux, 

leur propriété d’adhésion est la caractéristique majeure corrélée à la virulence. Cette faculté leur 

permet de se lier aux composants protéiques et glucidiques (glycosaminoglycanes) de la matrice 

extracellulaire de l’hôte. Ainsi, on retrouve des protéines capables de se fixer à la fibronectine 

(OmpL1, LipL32, …), à la laminine (toutes les protéines du groupe Len ou Lsa) ou encore à 

l’élastine (LigB, OmpL37, OmpL47) pour ne citer que celles-ci (Murray, 2015). Outre les 

composants de la matrice extracellulaire, certaines protéines de surface peuvent interagir avec 

d’autres récepteurs de l’hôte.  
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C’est le cas par exemple de LigA ou B qui peuvent se lier à des protéines régulatrices du 

complément (facteurs H et I, fibrinogène), ou encore les protéines LenA ou Lsa24 qui fixent le 

facteur H régulateur du complément et le plasminogène (Murray, 2015).  

Cette faculté d’adhésion des protéines de surface mise en évidence lors de tests in vitro à l’aide 

de protéines recombinantes laissent à penser qu’elles joueraient un rôle crucial dans la survie 

de la bactérie donc indirectement impliquées dans la virulence du pathogène. Toutefois, il existe 

des protéines qui ont des rôles plus directs.  

ii. Protéines aux propriétés d’échappement du système 
immunitaire 

Connu pour être fortement immunogène chez les bactéries à Gram négatifs, le 

lipopolysaccharide (LPS) est aussi un élément essentiel de l’interaction des leptospires. 

D’ailleurs, les leptospires sont les seuls spirochètes à posséder le LPS comme composant de 

leur membrane externe (Haake and Matsunaga, 2010).  

Protégeant les leptospires de la réaction du complément (Murray et al., 2010), le LPS est 

reconnu de façon unique par le système immunitaire des hôtes de la bactérie (Werts et al., 2001). 

Cette reconnaissance se fait par les TLR ou Toll-like receptors qui sont une famille bien connue 

de récepteurs jouant un rôle important dans la réponse immunitaire innée de l’hôte. 

Contrairement aux autres bactéries pour lesquelles le LPS est reconnu par le TLR4, celui des 

leptospires est reconnu par le TLR2 en majorité (Nahori et al., 2005). Chez l’homme 

uniquement, cette reconnaissance ne se fait que par le TLR2 (Werts et al., 2001). La structure 

atypique du lipide A du LPS de Leptospira qui possède un unique phosphate méthylé, non 

retrouvé dans le lipide A d'autres bactéries expliquerait l’incapacité de détection par les TLR4 

(Que-Gewirth et al., 2004).  

Par ailleurs, une autre voie d’échappement des leptospires au système immunitaire se ferait par 

la libération de cytokines qui seraient à l’origine de l’inflammation. Cette réaction immunitaire 

pourrait éventuellement expliquer les dommages locaux observés des tissus lors d’une infection 

(Vernel-Pauillac and Merien, 2006).   

iii. Protéines à activité hémolytique 

Considérées comme facteurs de virulence du fait qu’elles ne soient produites que par des 

leptospires pathogènes (Narayanavari et al., 2012), les sphingomyélinases hydrolysent les 

sphingomyélines de la membrane plasmique de l’hôte en céramides et phosphorylcholine.  
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Les leptospires produisent ces enzymes lors de l’invasion de l’organisme pour obtenir des 

nutriments tels que le fer à partir des érythrocytes de l’hôte, nécessaires à leur croissance et à 

leur survie (Carvalho et al., 2010). Leur présence entrainant des perturbations tissulaires chez 

l’hôte, elles sont impliquées dans les manifestations hémorragiques observées lors des formes 

graves de l’infection et potentiellement perturbent le fonctionnement des organes pouvant 

conduire à la mort (Che et al., 2019). 

Outre l’hémolysine de type sphingomyélinase, on retrouve également l’hémolysine de type 

non-sphingomyélinase. A ce jour, l’analyse du génome des leptospires pathogènes a révélé la 

présence d’au moins neuf gènes codant pour de potentielles hémolysines parmi lesquelles cinq 

gènes SphH, Sph1, Sph2, Sph3 et Sph4 codent pour l’hémolysine de type sphingomyélinase, et 

quatre gènes hlpA, hlyC, hlyX et hlyA pour des hémolysines sans activité d’hydrolyse des 

sphingomyélines (Zhang et al., 2005).   

Hormis tous ces types de protéines, d’autres facteurs de virulence ont aussi été identifiés mais 

correspondent plus à des facteurs importants pour la physiologie ou encore la survie liée à 

l’adaptation de ces bactéries à leur environnement. C’est le cas par exemple de l’hème oxydase 

HemO essentielle pour la virulence (Murray et al., 2009). Cette enzyme permet l’acquisition de 

fer nécessaire pour la croissance de la bactérie par la dégradation de l’hème. Il y a également 

ClpB (Lourdault et al., 2011) qui jouerait un rôle dans la croissance mais aussi dans la résistance 

au stress oxydatif comme le gène KatE (Eshghi, et al., 2012).  

Il ressort donc que beaucoup de gènes sont impliqués de façon directe ou indirecte dans la 

virulence des leptospires. Etant donné que les mécanismes de virulence des leptospires ne sont 

pas encore totalement élucidés et avec le développement des outils génétiques, de nouveaux 

gènes pourraient être mis encore en évidence. C’est dans ce sens que s’inscrit un volet de notre 

travail de thèse.  

Au regard des fonctions des gènes décrits précédemment entre autres leur implication dans 

l’évasion du système immunitaire ou encore la résistance au stress oxydatif, le chimiotactisme 

et la motilité pourraient également jouer un rôle important dans l’adaptation des bactéries à 

l’environnement. En effet, cette capacité permettrait aux leptospires de migrer vers des niches 

plus favorables chez l’hôte et aussi éviter la résistance immune.   
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b. Chimiotactisme et motilité 

Le phénomène de chimiotactisme mis en évidence depuis les années 1960 par Julius Adler et 

ses collaborateurs correspond à la capacité d’une bactérie à adapter son comportement motile 

en fonction de l’environnement dans lequel elle se trouve en prenant des informations sur la 

composition chimique de ce milieu. Ainsi, les composés chimiques induisant une migration de 

la bactérie vers eux sont nommés attractants, tandis que ceux conduisant à un déplacement de 

la bactérie dans la direction opposée sont appelés repellants (Adler, 1965). Cette faculté 

permettrait ainsi à la bactérie de migrer vers des environnements plus propices à son 

développement. Il va sans dire que ce mécanisme est impliqué dans l’optimisation des organes 

locomoteurs pour la recherche de nutriments et donc essentiel pour la survie de la bactérie 

(Taylor and Stocker, 2012).  

Les organes locomoteurs sont divers et induisent différents types de motilité bactérienne avec 

des vitesses pouvant aller de quelques micromètres par minutes à 160µm/s (Jarrel and McBride, 

2008). Ainsi, on peut distinguer comme type de motilité bactérienne entre autres le 

« twitching » (Mattick, 2002 ; Kearns, 2010), le « gliding » (Braun et al., 2005 ; Nan and 

Zusman, 2011), le « kinking » (Yang et al., 2009) ou encore la motilité flagellaire qui est un des 

types de motilité les mieux étudiés (Bardy et al., 2003). 
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Figure 10 : Différents types de motilité observés chez les bactéries (Kearns, 2010). 

C’est dans le dernier type de motilité (motilité flagellaire) cité précédemment que se retrouvent 

les spirochètes et notamment les leptospires. L’organelle locomoteur est le flagelle. Alors que 

chez les bactéries possédant cette organelle, celle-ci se situe à différentes localisations entre 

autres polaire (Pseudomonas aeruginosa, Campylobacter), lophotriche (Helicobacter, 

Spirillum), péritriche (Escherichia coli, Bacillus subtilis) ou médian (Rhodobacter), chez les 

spirochètes, elle est périplasmique. Cette localisation atypique des flagelles leur vaut d’ailleurs 

le nom d’endoflagelles et confère aux spirochètes une motilité unique (Charon et al., 2012). 
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i. Structure du flagelle 

La structure globale du flagelle est assez bien conservée chez les procaryotes (Liu and Ochman, 

2007). De façon générale, le flagelle est un assemblage protéique complexe nécessitant 

l’utilisation de plus de 40 protéines pour sa synthèse (Berg, 2003). Il est constitué de 6 éléments 

bien conservés quelques que soient les espèces (Macnab, 2003) que sont : 

✓ Le corps basal constitué d’un anneau membranaire intégral « MS ring » avec les 

protéines FliF, d’un anneau périplasmique « P-ring » et d’un anneau de la membrane 

externe « L-ring » ;  

✓ Le moteur constitué des protéines MotA et MotB ; 

✓ Le switch du moteur composé des protéines FliG, FliM et FliN ; 

✓ L’appareil d’exportation similaire à un système de sécrétion de type III, composé des 

protéines FlhA, FlhB, FliO, FliP, FliQ, FliR ; 

✓ Le crochet constitué principalement par la flagelline flgE ; 

✓ Le filament composé majoritairement de la flagelline FliC et qui correspond à la partie 

la plus distale sécrétée en dernier. 

 

Figure 11 : Structure du flagelle basée sur la distribution des protéines flagellaires d’espèces 

bactériennes flagellées (Liu and Ochman, 2007). 
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Malgré la localisation atypique du flagelle chez les spirochètes, ses éléments constitutifs sont 

globalement bien conservés par rapport aux autres bactéries (Liu and Ochman, 2007). De plus, 

des études menées par Zhao et ses collaborateurs ont permis de mettre en évidence une 

particularité chez ce groupe bactérien qui est la présence d’une structure en collier surmontant 

le rotor et comprise dans le stator (Zhao et al., 2014). 

 

Figure 12 : Structure du moteur flagellaire de 6 bactéries modèles (Zhao et al., 2014). 

Images du haut : représentation en Cryo-tomographie ; Images du bas : représentation en 

cartoon avec différentes couleurs. Violet : Système de sécrétion de type III, Jaune : C-ring FliM, 

G, N et FliY pour leptospires, Bleu foncé : Mot A et B, Bleu clair : structure en collier, Orange : 

partie proximale du flagelle. 

Leur étude a permis de montrer que la conformation du C-ring des leptospires était différente 

de celle des autres spirochètes. En effet, le C-ring comporterait un anneau supplémentaire 

constitué de protéines FliY autour de lui-même et qui serait probablement en contact avec FliM 

et FliN. FliY est une phosphatase qui jouerait un rôle probable dans la régulation du switch du 

moteur flagellaire.  

ii. Fonctionnement du flagelle 

Le moteur flagellaire fonctionne par un mécanisme rotatif qui est actionné par des ions qui 

traversent la membrane cytoplasmique en suivant un gradient électrochimique (Fung and Berg, 

1995). Il peut être subdivisé en 2 composantes : le stator constitué des protéines membranaires 

MotA et B et le rotor composé des protéines FliG, FliM et FliN. Par interaction avec FliG, les 

protéines MotA et MotB permettent la transduction électromécanique engendrant la rotation du 

moteur flagellaire (Kojima et al., 2004).  
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Par ailleurs, le moteur flagellaire qui est capable de tourner dans le sens horaire (Clockwise : 

CW), peut aussi tourner dans le sens anti-horaire (Counter-Clockwise : CCW) par interaction 

avec FliM (Kojima et al., 2004) qui a pour facteur de régulation CheY (Khan et al., 2000). 

Ainsi, chez les leptospires, le déplacement se fait en coordonnant les moteurs flagellaires à 

chacune des extrémités (Charon et al., 2012). De ce fait, 4 types de motilité ont été mis 

évidence : 

➢ Lorsque les flagelles ont le même sens de rotation à chaque extrémité soit CW ou CCW, 

deux types de motilité dits non translationnels sont définis. La rotation CW entraine une 

morphologie en crochet au niveau de chaque extrémité. Ces dernières effectuent une 

gyration sur l’axe défini par le corps cellulaire. En revanche, lorsque les flagelles ont une 

rotation CCW, les extrémités sont spiralées mais effectuent aussi une gyration sur l’axe 

longitudinal (Charon et al., 1984). 

➢ Lorsque les flagelles ont un sens de rotation différent à chaque extrémité, les deux types de 

motilité définis sont dits translationnels. Cette asymétrie de rotation engendre un 

déplacement de la bactérie dont le sens sera fonction du type de rotation observé à chaque 

extrémité. L’avant est défini par l’extrémité où l’on retrouve le sens de rotation CCW et 

l’arrière par le sens de rotation CW. Lorsque le sens de rotation change à chacune des 

extrémités, on observe également un déplacement de la bactérie en sens inverse. Ce 

changement de sens correspond au passage du premier type de motilité translationnel au 

second.  
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Figure 13 : Représentation des 4 types de motilité ; a- les 2 types translationnels et b- les 2 

types non translationnels ; flèches incurvées indiquent le sens de rotation du flagelle ; flèches 

droites indiquent la direction de déplacement. (Charon et al., 2012). 

Par ailleurs, l’ancrage des flagelles dans la membrane plasmique des leptospires augmenterait 

la force de rotation, ce qui contribuerait à un meilleur déplacement de la bactérie. 

Outre le moteur flagellaire, le bon fonctionnement du flagelle repose également sur la stabilité 

et le bon fonctionnement des autres protéines dont certaines requièrent la formation de ponts 

disulfures telles que FlgI (Dailey and Berg, 1993). 

iii. Implication de la motilité dans la virulence 

Les caractéristiques particulières de la motilité révélées chez les spirochètes en général et les 

leptospires en particulier leur permettent de se déplacer dans différents environnements : que 

ce soit en milieu liquide ou sur des surfaces solides (Tahara et al., 2018), ou encore en milieu 

visqueux (Harman et al., 2012).  
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De plus, avec leur morphologie atypique, elles ont une meilleure pénétration des tissus donc 

une bonne dissémination dans les organes de l’hôte, ce qui serait important dans leur virulence 

(Li et al., 2010 ; Sultan et al., 2010). D’ailleurs, Xu et collaborateurs ont récemment montré 

que le mécanisme de motilité « le crawling » est associé à la pathogénicité des leptospires (Xu 

et al., 2020). 

En outre, en se basant sur des données de transcriptomiques et de protéomiques, Caimano et 

ses collaborateurs ont aussi montré une éventuelle implication de la motilité dans la virulence 

des leptospires (Caimano et al., 2014). Il faut souligner que l’inactivation de plusieurs gènes 

impliqués dans la synthèse des endoflagelles a conduit à une atténuation de la virulence de la 

bactérie. C’est le cas entre autres de FliY (Liao et al., 2009) ou FlaA (Lambert et al., 2012) ou 

encore FcpA (Wunder Jr et al., 2016). 

La motilité est donc un facteur important pour la bactérie car impliquée dans de nombreux 

processus physiologiques tels que la survie, la virulence, ... Toutefois, la satisfaction de cette 

faculté motile réside sur le bon fonctionnement de l’organe locomoteur qu’est le flagelle. Ce 

dernier résulte d’un assemblage protéique complexe dont toute perturbation protéique comme 

celle dans la formation de ponts disulfures pourrait impacter le bon déplacement de la bactérie. 
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C. Le mécanisme de formation des ponts disulfures 

De nombreuses protéines des cellules aussi bien bactériennes qu’eucaryotes possèdent très 

souvent des ponts disulfures, indispensables à la stabilité de leur conformation native. Ces ponts 

disulfures sont mis en place chez les bactéries Gram-négatives par les oxydoréductases de thiol-

disulfure de la famille des Dsb avec l’enzyme DsbA comme oxydase principale. L’implication 

de cette enzyme dans la virulence de certaines bactéries comme E. coli ou encore Vibrio 

Cholerae a été démontrée. 

1. Généralités sur les ponts disulfures et les protéines les contenant 

Les ponts disulfures sont indispensables pour le repliement correct et la stabilité des structures 

tertiaires des protéines. Leur présence protège les protéines d’un environnement pouvant être 

riche en protéases ou bien particulièrement oxydant (Hogg, 2003). Etant donné que bon nombre 

de protéines possèdent des ponts disulfures, celles-ci peuvent être regroupées en deux 

catégories : 

- les protéines dont la liaison cystéine-cystéine est indispensable à la stabilité de leur 

conformation native ; 

- les protéines possédant un couple de cystéines alternant entre une forme oxydée (présence du 

pont) et une forme réduite. Le cycle d’oxydation-réduction du pont disulfure produit dans ce 

cas sera soit à la base de leur activité protéique en tant qu’enzyme (exemple de la ribonucléotide 

réductase (Jordan and Reichard, 1998)), soit engagé dans l’activation-inactivation de la protéine 

(exemple du facteur de transcription OxyR (Zheng et al., 1998)). 

2. Le système de formation des ponts disulfures 

a. La formation d’un pont disulfure 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Réaction de formation d'un pont disulfure. 
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La formation d’un pont disulfure entre deux groupements sulfhydriles (-SH) est une réaction 

d’échange de deux électrons entre un oxydant et un accepteur d’électron. Cette réaction 

implique l’oxydation de deux groupements thiols sur deux résidus cystéines pour former une 

liaison covalente (Figure 14). 

La vitesse de la réaction dépend de l’accessibilité des sites actifs, de la différence de potentiels 

redox entre les partenaires redox et de la probabilité des atomes de soufre à pouvoir se placer à 

la distance nécessaire pour que l’échange thiol-disulfure puisse avoir lieu. 

In vivo, la synthèse est un processus spontané et précis contrairement à la formation in vitro qui 

est extrêmement lente (t 1/2 > 15 min) avec parfois des ponts qui ne sont pas forcément corrects 

(Freedman, 1991). A titre d’exemple, Peters et ses collaborateurs ont montré que les 17 ponts 

disulfures de l’albumine de rat se formaient en 30 secondes in vivo alors qu’in vitro le processus 

pouvait prendre plusieurs heures (Peters and Davidson, 1982). Ces différences entre les vitesses 

de réaction observées in vivo et in vitro ont permis de suggérer l’existence in vivo d’enzymes 

catalysant la formation des ponts disulfures. Ainsi, le premier catalyseur mis en évidence fut la 

Protein Disulfide Isomerase (PDI) (Freedman, 1991) qui est une protéine eucaryote présente 

dans le réticulum endoplasmique. Chez les procaryotes, alors qu’on avait toujours pensé que 

les réactions étaient spontanées, la première machinerie catalysant la formation de ponts 

disulfures dans une protéine a été identifiée chez E. coli par l’équipe de Jon Beckwith et 

nommée « dsbA » pour « disulfide bond » (Bardwell et al., 1991). En effet, l’identification a 

été faite chez un mutant d’E. coli incapable de former des ponts disulfures sur les protéines du 

périplasme. Leurs travaux ont ainsi permis de mettre en évidence des protéines à activité 

d’oxydoréductase de thiols, capables de catalyser les échanges thiol-disulfures in vivo. 

L’activité redox de ces protéines repose sur deux cystéines constituant un motif catalytique 

CXXC, caractéristique du domaine dit « thioredoxin fold », retrouvé dans les thioredoxines, 

protéines aux propriétés redox importantes. 

b. La formation des ponts disulfures dans le périplasme bactérien 

Pour se protéger des agents oxydants qui pourraient endommager leurs protéines 

cytoplasmiques, les bactéries ont développé des systèmes enzymatiques comme ceux de la 

thiorédoxine-thiorédoxine réductase et de la glutarédoxine-glutarédoxine réductase (Carmel-

Harel and Storz, 2000). Par exemple, la concentration cytoplasmique en glutathion, d’environ 

5 mM avec un rapport GSH/GSSG allant de 50/1 à 200/1, permet en partie de prévenir la 

formation de ponts disulfures protéiques (Hwang et al., 1992).  
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Par contre, dans le périplasme, on retrouve de nombreuses protéines possédant des ponts 

disulfures (Dutton et al., 2008 ; Hiniker and Bardwell, 2004), et donc des substrats de la 

machinerie d’oxydation permettant le repliement oxydatif. Ces protéines font parties de la 

famille des Dsb. Elles ont un domaine de type TRX (à l’exception de DsbB) contenant le motif 

CXXC au sein de leur site actif. Selon la fonction redox de l’enzyme, le motif CXXC peut être 

réduit (Dsb-(SH) 2 avec un dithiol) ou oxydé (Dsb-S2 avec un pont disulfure formé). La 

machinerie assurant la formation et la réduction des ponts disulfures périplasmiques se fait 

suivant deux voies principales : une voie d’oxydation (DsbA et DsbB) et une voie 

d’isomérisation (DsbC, DsbG, DsbD) des ponts disulfures (Figure 15) que nous n’allons pas 

aborder ici. 

 

A : Flux d’électrons lors de la formation des ponts disulfures. 

B : Voie d’oxydation permettant la formation des ponts disulfures dans le périplasme bactérien. 

C : voie d’isomérisation/réduction dans le périplasme bactérien. 

D : Flux d’électrons lors de la réduction des ponts disulfures 

 La voie d’oxydation DsbA-DsbB 

Le gène dsbA code pour une protéine monomérique périplasmique de 21 kD. C’est l’enzyme la 

mieux caractérisée chez la bactérie E. coli et elle sert de référence pour l’étude des homologues 

identifiés chez d’autres organismes.  

Figure 15 : Voies de formation des ponts disulfures dans le périplasme bactérien (figure 

adaptée de Kojer and Riemer, 2014) 
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DsbA renferme un site actif redox au motif CXXC (C30-P31-H32-C33) présent dans le 

domaine TRX (Martin et al., 1993) et actif dans son état oxydé (Kishigami et al., 1995). Son 

pont disulfure catalytique instable (Zapun et al., 1993) peut être rapidement transmis à une 

protéine sécrétée nouvellement dans le périplasme par un mécanisme d’échange thiol-disulfure. 

Après la formation transitoire d’un intermédiaire covalent entre C30, la cystéine N-terminale 

du motif CXXC de DsbA et le substrat protéique, le pont disulfure est transféré à la protéine en 

cours de repliement et DsbA est libérée sous son état réduit. 

Pour effectuer un autre cycle d’oxydation catalytique après transfert de son pont disulfure, 

DsbA doit être ré-oxydée. C’est ainsi qu’intervient l’enzyme membranaire DsbB (Bardwell et 

al., 1993). Avec une masse moléculaire de 21 kD, DsbB est constituée de quatre segments 

transmembranaires et deux boucles périplasmiques, P1 et P2, comprenant chacune une paire de 

cystéines oxydées in vivo, C41/C44 et C104/C130, respectivement (Jander et al., 1994). 

DsbB ré-oxyde DsbA grâce au pouvoir oxydant de la chaîne de transport des électrons 

(Kobayashi et al., 1997 ; Bader et al., 1999). En présence d’oxygène, deux électrons de DsbA 

sont transférés par DsbB réduit vers l’ubiquinone (UQ) oxydée (Bader et al., 1999 ; Bader et 

al., 2000). L’ubiquinone réduite est ensuite ré-oxydée par les oxydases terminales, qui 

transmettent les électrons jusqu’à l’accepteur final O2, couplant ainsi repliement oxydatif et 

respiration. En condition anaérobie, les électrons de DsbA sont plutôt transférés par DsbB à une 

ménaquinone (Bader et al., 1999). Les électrons sont ensuite transférés de la ménaquinone vers 

l’accepteur final d’électron autre que l’oxygène. Ces quinones sont les accepteurs d’électrons 

de DsbB et expliquent pourquoi le processus oxydatif de formation de ponts disulfures se passe 

également en absence d’oxygène. 

c. Implication du système Dsb dans la virulence bactérienne 

Les protéines Dsb sont fortement impliquées dans la biogénèse de toxines bactériennes et de 

facteurs de virulence (Lasica and Jagusztyn-Krynicka, 2007). En effet, l’inactivation de gènes 

codant pour le système Dsb chez de nombreuses espèces microbiennes pathogènes telles Vibrio 

cholerae (Peek and Taylor, 1992), Pseudomonas aeruginosa (Barbieri and Sun, 2004), 

Salmonella enterica (Miki et al., 2004) ou Helicobacter pylori (Godlewska et al., 2006) 

conduirait à une réduction de leur virulence. Par exemple, en prenant le complexe DsbA/DsbB, 

il a été montré que les mutants de délétion dsbA - ou dsbB - sont beaucoup moins mobiles car 

les protéines FlgI, constituant du moteur flagellaire, ne sont pas correctement assemblées 

(Dailey and Berg, 1993). 
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Tableau VI : Quelques exemples de bactéries chez lesquelles le processus de motilité impliqué 

dans la pathogénicité serait dépendant de l’activité DsbA/DsbB. 

Souches 

bactériennes 

Cible du système 

Dsb 

Protéine Dsb 

impliquée 

Référence 

Salmonella enterica FliC et FliB DsbA Agudo et al., 2004 

Escherichia coli FliI et FliC DsbA Hiniker & Bardwell, 

2004 

Campylobacter 

jejuni 

Inconnue DsbI et DsbB Raczko et al., 2005 

Mycobacterium 

tuberculosis 

FlgI Homologue VKOR 

(DsbB) 

Dutton et al., 2008 

  

d. Diversité du système de formation des ponts disulfures 

Quand bien même que le système Dsb ait été largement étudié chez E. coli, ce dernier n’est pas 

un modèle standard pour toutes les bactéries (figure 16). En effet, le système de formation des 

ponts disulfures est extrêmement variable chez les bactéries. Une analyse du génome de 375 

bactéries a permis de mettre en évidence que la plupart des Protéobactéries auraient un système 

Dsb avec une DsbA et une DsbB, mais qu’il existerait également une grande diversité de 

systèmes Dsb dans cet embranchement bactérien (Dutton et al., 2008).  

Par exemple, certaines bactéries ne codent ni pour DsbA, ni pour DsbB. C’est le cas de 

Streptococcus pyogènes chez qui les liaisons isopeptides remplaceraient les liaisons disulfures 

et stabiliseraient les structures de certaines protéines sécrétées (Kang et al., 2007).  

D’autres bactéries telles que Staphylococcus aureus, ne posséderaient pas de DsbB mais ont 

une DsbA qui serait aussi bien stable sous la forme réduite qu’oxydée (Heras et al., 2008) 

contrairement à son homologue chez E. coli. Cela suggérerait qu’un environnement oxydant 

maintiendrait DsbA de S. aureus sous sa forme oxydée au lieu d’une enzyme homologue à DsbB 

d’E. Coli.  

Par ailleurs, Dutton et ses collaborateurs ont montré que même si certaines bactéries ne 

possédaient pas de DsbB, bon nombre d’entre elles entre autres Mycobacterium tuberculosis, 

Synechococcus sp, Leptospira interrogans codaient pour une enzyme dont le rôle serait 

analogue à celui de DsbB.  
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Ils l’appelèrent « Vitamine K oxide reductase (VKOR) » chez Mycobacterium tuberculosis 

(Dutton et al., 2008) en référence à la VKOR humaine, enzyme impliquée dans le processus de 

la coagulation sanguine. En effet, chez cette dernière, les vitamines K1 et K2 peuvent remplacer 

l’ubiquinone comme accepteur d’électrons. De plus, la structure de la VKOR de 

Mycobacterium tuberculosis serait très similaire à celle de la VKOR humaine avec en 

particulier, une organisation en 4 passages transmembranaires très semblable et une structure 

du site catalytique remarquablement conservée (Goodstadt and Ponting, 2004). Ainsi alors que 

chez ces bactéries, on a un système Dsb formé de deux entités bien distinctes : DsbA et analogue 

VKOR, certaines d’entre elles telles que Synechococcus sp. et Leptospira interrogans ont la 

particularité d’avoir leurs protéines DsbA et l’homologue VKOR fusionnées, formant de ce fait 

un unique système Dsb (Dutton et al., 2008).  L’homologue VKOR de Synechococcus sp., qui 

a été cristallisé, possède également les 4 domaines transmembranaires de la VKOR humaine, 

plus un domaine transmembranaire supplémentaire correspondant à une « DsbA-like » (Li et 

al., 2010).  
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Figure 16 : Schéma des différents types d’oxydations mis en évidence chez les bactéries. (Heras 

et al., 2009). 

Bien que les processus cellulaires dans lesquels la VKOR bactérienne (et DsbB) et la VKOR 

humaine sont impliquées (formation de liaisons disulfures et coagulation sanguine) soient très 

différents, les réactions enzymatiques qu'elles effectuent sont assez analogues vu que dans les 

deux cas elles assurent le transfert d'électrons d'une protéine de type thiorédoxine à une quinone. 

La VKOR humaine peut transférer les électrons de la protéine disulfure isomérase (PDI), 

également membre de la famille des thiorédoxines et principal catalyseur de la formation des 

liaisons disulfures dans les protéines sécrétées eucaryotes, à la vitamine K, une quinone, dans 

la membrane du réticulum endoplasmique (Goodstadt and Ponting, 2004, Wajih et al., 2007).  
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Cette réaction produit de la vitamine K réduite, qui est nécessaire comme cofacteur pour 

l'enzyme γ-carboxylase, permettant à cette enzyme d'effectuer des modifications post-

traductionnelles essentielles à l'activité de plusieurs facteurs de coagulation (Stafford, 2005). 

Ainsi, le rôle biologique de la VKOR humaine en a fait une cible privilégiée dans les traitements 

anticoagulants conduisant au développement de plusieurs molécules inhibitrices de type anti-

vitamine K (AVK) pour bloquer son activité et stopper par ricochet le processus de coagulation. 

Par ailleurs, Ces molécules notamment la warfarine inhiberaient l’activité de la VKOR de 

Mycobacterium tuberculosis mais aussi de Synechococcus sp. (Dutton et al., 2010). Mais 

aucune donnée à notre connaissance sur l’effet de cette molécule sur la VKOR de leptospire 

n’est disponible, d’où l’un des intérêts de notre travail. 
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D. Les inhibiteurs anticoagulants antivitamines K de l’activité 
VKOR 

1. Historique 

Le premier inhibiteur a été identifié de façon fortuite comme c’est le cas dans bon nombre de 

découvertes dans l’histoire. En effet, il faut remonter dans les années 1920 aux États Unis et au 

Canada où dans des régions agricoles, certains animaux d’élevages bovins présentaient des 

syndromes hémorragiques spontanés et mortels. Après enquête, le vétérinaire F. W. Schofield 

montrait deux ans plus tard que ces manifestations étaient dues à l’ingestion d’aliments moisis 

(trèfle, luzerne) importés d’Europe. Le retrait de ces aliments dans la ration quotidienne des 

animaux avait permis leur rétablissement (Schofield, 1984). Mais, ce n’est qu’en 1939 que la 

molécule responsable de ces hémorragies a été identifiée par Karl Paul Gerhard Link, un 

biochimiste américain, qui était parvenu à isoler sa structure cristalline. Il s’agissait de la 3,3’-

dimethylène-4-hydroxycoumarine qu’il a nommé dicoumarol après l’avoir synthétisée. Cette 

molécule résultait de la dégradation du fourrage car durant ce processus la coumarine était 

oxydée en 4-hydroxycoumarine puis se couplait au formaldéhyde pour enfin se dimériser 

formant ainsi le dicoumarol.  

 

Vingt ans plus tard, Link a démontré que l’action délétère du dicoumarol pouvait être contrée 

par l’injection de vitamine K, révélant ainsi la fonction antivitamine K du dicoumarol (Link, 

1959). Son équipe et lui ont développé 106 analogues du dicoumarol. Ayant montré les effets 

anticoagulants du dicoumarol chez l’homme, ces molécules sont utilisées en médecine humaine 

dans le cadre de la prévention de survenue des problèmes thromboemboliques (thromboses, 

infarctus du myocarde, prothèses valvulaires cardiaques...). Par ailleurs, ces molécules sont 

également utilisées comme rodonticides afin de gérer la prolifération des rongeurs. L’une 

d’elles, la warfarine (« warf » pour Wisconsin Alumni Research Foundation et « arine » pour 

coumarine) appelée ainsi en l’honneur de l’institution ayant financé leur recherche à cette 

époque, a connu un essor fulgurant après avoir été utilisée pour traiter le président américain 

Figure 17 : Formation du dicoumarol. 
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Eisenhover qui avait fait une crise cardiaque en 1955 (Sadler, 2004). Utilisée comme 

rodonticide depuis 1948, c’est d’ailleurs la seule molécule utilisée aussi bien en médecine 

humaine que dans la gestion des populations de rongeurs. Hormis celle-ci, les molécules 

utilisées en médecine humaine sont différentes de celles utilisées comme rodonticides.  

2. Structure et classification  

Toutes les molécules d’AVKs synthétisées depuis la découverte du dicoumarol peuvent être 

classées en 3 catégories en fonction de leur structure chimique. En effet, elles ont toutes été 

développées à partir de trois noyaux principaux : la 4-hydroxycoumarine, la 4-hydroxy-

thiocoumarine et l'indane-1,3-dione. Tous ces noyaux ont en commun une naphtoquinone (2-

méthyl-1-4- naphtoquinone) nécessaire aux transferts d’électron et qui est aussi la structure de 

base de la vitamine K (Kralt et al., 1967). 

En médecine humaine, les AVKs utilisés sont soit des dérivés du noyau 4-hydroxycoumarine : 

coumafène, acénocoumarol, tioclomarol… ou soit des dérivés de l’indane-1,3-dione : 

fluindione, phénindione. En France, seuls sont utilisés le coumafène, l’acénocoumarol et la 

fluindione. 

Dans le cadre de la gestion des populations de rongeurs, les molécules utilisées proviennent des 

3 catégories de noyaux chimiques citées précédemment. Nous y retrouvons entre autres le 

coumafène, le coumatétralyl, la bromadiolone, le difénacoum, la chlorophacinone, le 

diféthialone... 

Par ailleurs, l’analogie structurale de ces composés avec la vitamine K leur confère un 

mécanisme d’action commun. 
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                                                   2-methyl 1,4 naphtoquinone  

 

Figure 18 : Structure chimique du noyau 2-methyl 1,4 naphtoquinone commune à tous les 

AVKs et celle des trois classes d’AVKs et de leurs dérivés. 
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3. Mécanisme d’action 

Inhibiteurs non compétitifs de la VKORC1 (Lasseur et al., 2005), les AVKs empêchent le 

recyclage de la vitamine K en agissant au niveau de deux étapes successives du cycle : la 

réduction de la vitamine K époxyde en vitamine K quinone d’une part et la réduction de la 

vitamine K quinone en vitamine K hydroquinone d’autre part (Rost et al., 2004 ; Li et al., 2004). 

Une inhibition potentielle de la NQO1 par le dicoumarol a également été décrite (Ernster, 1960). 

La restriction de la biodisponibilité de la vitamine K hydroquinone suite à cette inhibition 

provoque une diminution de l'activité gamma-glutamyl-carboxylase. Les facteurs de la 

coagulation vitamine K dépendant restent donc sous forme inactive, ce qui ne leur permet pas 

de se fixer et donc de se concentrer grâce à la pince dicarboxylique sur l’agrégat plaquettaire, 

perturbant ainsi la cascade de la coagulation.  

Malgré l’utilisation intensive des AVKs à travers le monde aussi bien en médecine humaine que 

dans la gestion des populations des rongeurs, leur mécanisme concret d’inhibition de VKORC1 

reste incertain à ce jour. En effet, Silverman a proposé en 1980, un mécanisme d’inhibition pour 

les AVKs dérivés du noyau 4-hydroxycoumarine. Il a suggéré une acylation par l’inhibiteur 

d'une des 2 cystéines du site actif de VKORC1, ou éventuellement d'un acide aminé tiers 

nucléophile et spatialement proche du site actif.  

Figure 19 : Cycle de la vitamine K et mode d’action des antivitamines K (Gamelin and Harry, 
2005). 
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Le thioester résultant de cette réaction, instable et difficile à mettre en évidence en condition de 

pH neutre, rendrait compte du caractère irréversible de l’inhibition ; ce qui serait cohérent avec 

le mécanisme d’inhibition non compétitive mis en évidence en 2005 (Tie and Stafford, 2008). 

(a) Cas d'une acylation d'un des résidus de cystéine du site actif par l'AVK. (b) Cas d'une 

acylation d'un acide aminé nucléophile spatialement proche du site actif par l'AVK.  

Cependant, d’autres études ont rapporté que le coumafène interagirait plutôt avec la VKOR 

oxydée et bloquerait la réduction de la VKOR contredisant le mécanisme décrit par Silverman 

(1980). Les auteurs ont même suggéré que l’effet inhibiteur du coumafène serait plus 

conséquent lorsque la VKOR est incubée avec l’inhibiteur préalablement à l’introduction du 

dithiotréitol (Fasco et al., 1983).  

Enfin, plus récemment, Rishavy et ses collaborateurs ont proposé l’hypothèse selon laquelle la 

fixation du coumafène constituerait une barrière empêchant la cascade de transfert d’électrons 

nécessaire à l’activation de la VKORC1 (Rishavy et al., 2011). 

 

 

Figure 20 : Mécanisme d’inhibition de VKORC1 par les AVK selon Silverman, 1980. 
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Face à cette incertitude sur le mécanisme d’inhibition de la VKORC1 par les AVKs, les études 

par modélisation moléculaire pourraient être une piste pour répondre à plusieurs interrogations.  

Dans le cas des leptospires, la description structurale de l’enzyme est d’autant plus complexe 

dans la mesure où il n’existe pas à ce jour à notre connaissance de structure 3D résolue 

expérimentalement. 
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III. OBJECTIFS DE 
LA THESE 
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Comme nous l’avons rapporté précédemment, la leptospirose est une zoonose bactérienne à 

répartition mondiale causée par un spirochète du genre Leptospira. C’est une maladie 

émergente voire ré-émergente dans de nombreuses régions du monde du fait des phénomènes 

de changements climatiques et de la croissance démographique galopante. Elle constitue un 

véritable enjeu sanitaire et économique au vu des conséquences qu’elle peut engendrer.  

Rapportée chez plus de 150 espèces mammaliennes (Ko et al., 2009), la leptospirose est une 

maladie à symptomatologie peu spécifique allant d’une infection subclinique voire 

asymptomatique à un syndrome grave d’infection multiviscérale. Son traitement repose sur une 

antibiothérapie qui la plupart du temps est mise en place sur la base d’une suspicion alliant une 

symptomatologie clinique compatible avec la maladie à une exposition récente à certains 

facteurs de risque connus. S’il est vrai que jusqu’à présent aucune résistance aux antibiotiques 

utilisés dans le cadre du traitement n’a été rapportée, il est judicieux d’envisager des alternatives 

au vu de la recrudescence des phénomènes d’antibiorésistance qui constituent de nos jours un 

véritable problème de santé publique. Il va sans dire pour cela qu’une meilleure compréhension 

des facteurs de virulence mais aussi des mécanismes de pathogénicité s’avère indispensable. 

C’est dans ce cadre que s’inscrit l’originalité de ce travail de thèse qui avait pour objectif global 

d’étudier la motilité des leptospires, un facteur de virulence potentiellement vitamine k 

dépendant. 

La motilité est une faculté essentielle à la physiologie et la survie de la bactérie dans 

l’environnement. Cette capacité motile joue un rôle dans la virulence des leptospires 

pathogènes.  Etant donné que l’organelle responsable de leur motilité est le flagelle, une analyse 

de cette dernière montre qu’elle est constituée d’un assemblage protéique dont certaines 

possèdent des ponts disulfures indispensables à leur bon fonctionnement. Chez plusieurs 

bactéries pathogènes, la formation des ponts disulfures fait intervenir une enzyme de type 

thiorédoxine, la DsbA, qui lorsqu’elle est mutée, conduit à des diminutions importantes de leur 

virulence. Cette enzyme est réduite au cours de la formation du pont disulfure de la protéine 

cible. Sa ré-oxydation est assurée par une seconde enzyme, la DsbB qui utilise une ubiquinone 

qui est réduite en Ubiquinol au cours de la catalyse.   
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Chez certaines bactéries, la DsbB est remplacée par une enzyme homologue appelée VKOR en 

référence à la Vitamine K epoxide reductase impliquée dans le processus de coagulation 

sanguine chez les mammifères. L’analyse du génome des leptospires montre l’existence de 

gènes codant pour cette enzyme homologue mais il n’existe à notre connaissance aucune étude 

portant sur cette protéine.  

Pour mener à bien notre étude, des objectifs spécifiques ont été définis : 

Objectif 1 : Modéliser en 3D la protéine VKOR des leptospires et étudier les interactions 
avec ses ligands. 

Il a été question de faire une analyse structurale de la séquence peptique de la VKOR des 

leptospires. Il s’est agi pour nous de voir s’il y avait une conservation des acides aminés 

constituant la séquence de VKOR entre les leptospires pathogènes et saprophytes et de 

caractériser le site actif de la protéine. Nous avons par la suite comparé la séquence de VKOR 

des leptospires à celle des mammifères sur laquelle de nombreuses études ont été menées, puis 

terminé par une étude de l’affinité de la VKOR des leptospires aux anticoagulants étant donné 

que celle des mammifères est très affine à ces molécules. Nous avons tenté de répondre à ce 

premier objectif par une approche par modélisation moléculaire (Article 1 : Structural 

investigation of vitamin K epoxide reductase domain-containing protein in Leptospira 

species: a potential target for the development of new leptospirosis treatments as an 

alternative to antibiotics). 

Objectif 2 : Développer une méthode de caractérisation de l’activité enzymatique de la 
VKOR des leptospires applicable à la protéine analogue des mammifères, la VKORC1.  

Dans ce second objectif, nous avons cherché à caractériser l’activité de la VKOR des leptospires 

par une approche in vitro. Le manque de recul sur cette enzyme, nous a amené à développer 

une méthode plus physiologique de caractérisation de l’activité enzymatique par le système 

Trx/trxR dépendant en nous servant de la VKORC1 de mammifères (Article 2 : A more 

physiological reduction of VKOR for in vitro enzymatic assays).  

 

Objectif 3 : Développer un outil permettant d’étudier la motilité des leptospires sur des 
souches de laboratoire mais aussi des souches de terrain récemment isolées. 
 

La VKOR serait indispensable à l’intégrité de certaines protéines essentielles au bon 

fonctionnement du flagelle. Elle pourrait être sensible à l’effet des anticoagulants, ce qui aurait 
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des répercussions sur la motilité des leptospires. Afin de pouvoir suivre cette motilité lors 

d’exposition des leptospires aux AVKs, il s’est agi pour nous de mettre au point un outil de 

suivi de leur motilité (Article 5 : Leptracker: a bioinformatics tool to automatically detect, 

track and calculate Leptospira motility from microscopy pictures).  

L’application de cet outil a nécessité de disposer de souches de leptospires ayant une bonne 

motilité. Cette démarche nous a amené à faire du travail de terrain pour la capture de rongeurs 

sauvages dans l’optique d’obtenir des souches de leptospires récemment isolées (Article 3 : 

Identification of pathogenic Leptospira kirschneri serogroup Grippotyphosa in water voles 

(Arvicola terrestris) from ruminant pastures in Puy-de-Dôme, Central France et Article 4 : 

Dynamics of leptospirosis in an urban Norway rat (Rattus norvegicus) population in densely 

populated area of Lyon and Bordeaux (France) and risk to public health). 

Face à ces différents objectifs, la stratégie mise en place durant ce travail de thèse est résumée 

dans le schéma ci-après. 
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Leptospires et vitamine K : identification d’un nouveau 
facteur de virulence vitamine k dépendant, la VKOR 

Analyse structurale 
de la VKOR de 

leptospires 

Recherche de séquences 
peptidiques de VKOR 

de leptospires 

Alignement des 
séquences obtenues 

Construction d’un modèle 
3D de VKOR de leptospires 

Amarrage moléculaire 
avec de potentiels ligands 

(substrats et AVKs) 

Simulations de 
dynamique moléculaire 

Evaluation des 
différentes interactions 

Mise au point de méthode de 
caractérisation de l’activité enzymatique 

de la VKORC1 de mammifères 
transposable à la VKOR des leptospires 

Construction du vecteur (pPICZ-B) 
recombiné de VKORC1 sauvage de 

l’homme et de rat et de VKOR 
avec et sans le domaine 

thiorédoxine de leptospires 

Transformation des levures P. 
pastoris avec le vecteur recombiné 

contenant le gène Vkorc1 humain ou 
de rat ou le gène Vkor de leptospires 
avec ou sans le domaine thiorédoxine 

Préparation des fractions 
microsomales 
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Expression hétérologue 
des VKORC1 et VKOR 

Mise au point du système Trx/trxR 
dépendant de caractérisation de 
l’activité enzymatique avec les 

fractions microsomales des VKORC1 

Détermination des 
paramètres enzymatiques 
des enzymes VKORC1 

(LC-MS)

Mise au point d’une méthode de 
suivi du comportement motile 

des leptospires en vue de 
l’évaluation de l’effet des AVKs 

Développement d’un script 
Python couplé à une 

vidéomicroscopie à fond noir 

Recherche de souches de 
leptospires récemment isolées 

Capture de rongeurs : 2 projets 
d’étude du risque leptospirosique 

Autopsie et Prélèvements 
de reins et d’urines 

Mise en culture 
des prélèvements 

Evaluation de la motilité des 
cultures positives en appliquant 

la méthode de suivi mise au point 
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IV. MATERIELS & 
METHODES 
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Pour répondre aux objectifs que nous nous sommes fixés dans ce travail, deux approches ont 

été utilisées. Nous allons dans cette partie aborder de manière succincte toutes les différentes 

étapes méthodologiques de chaque approche auxquelles nous avons eu recours, étant donné que 

chacune d’elle sera détaillée de façon plus explicite dans les articles rédigés ou en cours de 

rédaction. 

A. Approche par modélisation moléculaire 

La modélisation moléculaire est une approche qui associe la bio-informatique et la biophysique 

pour prévoir la réactivité d’une molécule ou d’un système de molécules. Elle permet à partir de 

la composition et du placement des atomes d’une molécule, de représenter et de visualiser sa 

structure tridimensionnelle (3D), ce qui concourt à une meilleure compréhension du 

fonctionnement de la molécule, de son déplacement ainsi que de son interaction avec d’autres 

protéines ou ligands (Warshel, 1991). Pour ce faire, il est donc indispensable de disposer des 

coordonnées spatiales de la molécule à étudier que l’on peut retrouver à travers diverses 

banques de données telles que la Protein Data Bank en ce qui concerne des études sur des 

protéines.  

1. Exploitation des banques de données 

Les banques de données sont des bibliothèques de stockage de connaissances générées dans 

divers domaines. Hébergées sur des serveurs disponibles en ligne ou installés localement, les 

informations disponibles sur ces banques sont vérifiées et validées. Dans le cadre de nos 

travaux, nous avons eu à exploiter GenBank (Benson et al., 2003), UniProt (Magrane, 2011), 

Protein Data Bank (PDB) (Berman et al., 2000) et BIGSdb (Jolley and Maiden, 2010). 

Base de données américaine en libre accès, la GenBank recense l’ensemble des séquences 

nucléotidiques publiquement disponibles ainsi que leur traduction en protéines. UniProt pour 

Universal Protein Ressource est quant à elle une banque de données qui contient des 

informations sur les séquences peptidiques de milliers de protéines tandis que la Protein Data 

Bank regroupe l’ensemble des structures tridimensionnelles, résolues par cristallographie aux 

rayons X, par spectroscopie RMN ou par cryomicroscopie. Pour ce qui est de la BIGSdb, c’est 

une plateforme de taxonomie et de nomenclature des souches basées sur la génomique et nous 

avons eu à utiliser pour notre travail, celle de l’Institut Pasteur sur les leptospires. 
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2. Alignement de séquences obtenues 

Sachant que la séquence peptidique d’une protéine renferme des informations pour la 

compréhension de structure tridimensionnelle et partant de l’hypothèse qui sous-tend que des 

protéines possédant des séquences similaires risquent fort d’avoir des propriétés physico-

chimiques identiques, l’alignement de séquences s’avère une étape indispensable dans l’étude 

d’une protéine d’intérêt. Pour permettre la comparaison en un laps de temps de la séquence 

cible aux milliers de séquences stockées dans les bases de données, plusieurs outils 

informatiques ont été développés. Dans le cadre de nos travaux, nous avons eu recours aux 

algorithmes BLAST (Altschul et al., 1990) et Clustal Omega (Sievers et al., 2011). 

BLAST pour Basic Local Alignment Search Tool s’exécute par comparaison de paires d’acides 

aminés à la suite de laquelle s’obtient un score indiquant le degré de similitude entre les 

séquences alignées. Plus ce score est élevé, plus important est le degré de similitude. 

L’alignement peut être global ou partiel selon le paramétrage effectué au départ. L’alignement 

global prend en compte tous les caractères de chaque séquence alors que l’alignement local se 

focalise sur les zones les mieux conservées. Toujours est-il que l’alignement avec BLAST 

permet d'établir des liens évolutifs et fonctionnels entre séquences et d'identifier la famille de 

gènes ou de protéines à laquelle est potentiellement apparentée la séquence d’intérêt. 

Outil d’alignement multiple de séquences, Clustal Omega fonctionne en remplaçant chaque 

séquence par un vecteur n éléments, où chaque élément représente simplement sa distance par 

rapport à l’une des n « séquences référencées ». Ces vecteurs sont par la suite regroupés 

rapidement grâce à des méthodes conventionnelles telles que K-means ou UPGMA. Ensuite, 

par comparaison de deux profils de modèle de Markov caché, les alignements sont en fin de 

compte réalisés. Cet outil renferme également d’autres fonctions permettant d’ajouter de 

nouvelles séquences aux alignements existants ou de se servir des alignements existants pour 

aider à aligner de nouvelles séquences afin d’améliorer sa précision. 

3. Construction d’un modèle 3D  

Pour une protéine cible dont la structure 3D n’a pas été résolue expérimentalement, il est 

possible de combler le manque d’informations structurales en construisant un modèle. La 

conception du modèle se fera à partir d’une protéine homologue dont la structure 3D a été 

résolue expérimentalement et présentant une séquence peptidique similaire. Il s’agit de la 

modélisation par homologie dont le principe repose sur la relation séquence-structure-fonction 

des protéines et sur le fait que la structure 3D de protéines homologues est relativement bien 
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conservée à travers l’évolution. La réalisation de la modélisation par homologie comprend trois 

grandes étapes :  

❖ L’identification de la protéine homologue 

Cette identification s’obtient en alignant la séquence de la protéine d’intérêt à toutes les 

séquences disponibles dans différentes bases de données. Une des méthodes les plus utilisées à 

cette fin est BLAST (Basic Local Alignement Search Tool) qui permet d'établir des liens 

évolutifs et fonctionnels quantifiés par des scores entre séquences et d'identifier la famille de 

gènes ou de protéines à laquelle est potentiellement apparentée la séquence de la protéine 

d’intérêt. Plus la protéine homologue présentera de similitude avec la protéine d’intérêt, plus le 

modèle construit sera fiable. 

❖ L’alignement des séquences 

C’est l’étape qui suit une fois la protéine homologue identifiée. Il s’agit à ce niveau de faire un 

alignement total des deux séquences afin de repérer les zones conservées et les régions 

divergentes (insertion ou délétion d’acides aminés) appelées « gap ».  

Différents logiciels tels que Clustal Omega peuvent être utilisés à cette fin. Cette étape est très 

importante car le modèle généré pourrait probablement être faussé si l’alignement est incorrect. 

Un point critique est aussi de vérifier que les régions non conservées ne soient pas situées dans 

le site catalytique de la protéine car il est préférable que la protéine homologue choisie ait un 

site catalytique conservé par rapport à la protéine d’intérêt.   

❖ La construction du modèle  

Cette étape consiste à générer la structure 3D de la protéine d’intérêt à partir de la protéine 

homologue via différents logiciels tels que MODELLER (version 9.2) (Webb and Sali, 2016). 

Ce dernier a été utilisé au début de la thèse pour générer la structure tridimensionnelle de notre 

protéine d’intérêt.  Il permet d'imposer un repliement tridimensionnel particulier à certains 

domaines de la protéine cible tels que les ponts disulfures. De façon simpliste, il suffit de fournir 

un alignement de la séquence à modéliser avec les structures du modèle, les coordonnées 

atomiques des modèles et un fichier de script. Ensuite, MODELLER calcule automatiquement 

un modèle contenant tous les atomes non-hydrogènes, en quelques minutes.  
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Il existe outre MODELLER d’autres logiciels de prédictions de structures. De façon générale, 

ces logiciels peuvent ne pas fournir de modèles couvrant l’intégralité de la structure cible et 

leur précision atomique globale dépend non seulement de la pertinence des modèles, mais 

également de la modélisation des régions sans base de modèle.  

Face à l’avalanche de protéines de structures tridimensionnelles inconnues malgré des 

techniques telles que la résonance magnétique nucléaire (RMN) (Loquet et al., 2010) ou la Cryo 

microscopie électronique (Fujii et al., 2010), il aura fallu attendre lors de la CASP 14 (Critical 

Assessment for Structure Prediction) en 2020, pour voir émerger un logiciel AlphaFold 2 

(Jumper et al., 2021)  qui a surpassé les différents logiciels utilisés pour la construction du 

modèle dans la modélisation par homologie. Cet outil d’intelligence artificiel a particulièrement 

bien réussi à prédire la structure de la façon la plus précise de cibles classées comme les plus 

difficiles par les organisateurs. Développé par DeepMind, filiale de Google, il résulte d’une 

combinaison d’approches bio-informatiques et physiques. Sa précision réside dans le fait qu’il 

incorpore de nouvelles architectures de réseaux neuronaux et des procédures d’entraînement 

basées sur les contraintes évolutives, physiques et géométriques des structures protéiques. La 

prédiction des cordonnées tridimensionnelles des atomes lourds de la protéine cible se fait en 

utilisant la séquence d’acides aminés primaires comme entrée.  

C’est donc cet outil que nous avons finalement utilisé pour la construction de notre modèle. De 

façon pratique, il nous a fallu juste fournir la séquence peptidique de notre protéine d’intérêt et 

le logiciel nous a généré le modèle. Une fois le modèle construit, l’étude de l’interaction de 

notre protéine d’intérêt avec des ligands (des substrats potentiels et AVKs dans notre cas) s’est 

faite dans un premier temps par Docking moléculaire. 

4. Docking moléculaire ligand/protéine  

Le Docking moléculaire est une technique informatique empirique utilisée pour la prédiction 

des interactions probables entre des ligands (substrat, activateur ou inhibiteur) et les acides 

aminés composant la structure d’une protéine. C’est un outil qui est très sollicité pour la 

recherche de nouvelles molécules à visée thérapeutique notamment dans le criblage de plusieurs 

molécules afin d’identifier celles pouvant avoir une forte activité sur une protéine d’intérêt ou 

au contraire de repérer la cible d’une molécule ayant des activités biologiques intéressantes. Par 

ailleurs, il peut aussi être utilisé pour mettre en évidence les résidus à explorer dans une protéine 

d’intérêt dont la structure 3D a été définie, afin d’optimiser l’affinité du ligand. L’amarrage 

moléculaire se déroule généralement en deux étapes : 
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➢ L’étape de positionnement du ligand dans le site actif de la protéine correspondant à 

l’échantillonnage des différentes conformations possibles que peut prendre le ligand 

dans le site actif. Chaque conformation prédite est appelée pose. 

➢ L’étape d’évaluation des interactions énergétiques potentielles entre le ligand et la 

protéine et de classement des conformations prédites grâce à une fonction notation qui 

est le scoring. 

Différents programmes de Docking peuvent être utilisés pour exécuter ces deux étapes. Ces 

logiciels peuvent être répartis en deux catégories selon la méthode choisie : la simulation de 

trajectoire et l’ajustement de fragments. 

Concernant la simulation de trajectoire, cette méthode consiste à explorer à partir d’une position 

initiale aléatoire, plusieurs conformations du ligand par évaluation de l’énergie d’affinité 

ligand/protéine. Le complexe ligand/protéine le plus stable correspond à la position du ligand 

ayant la plus basse énergie. On retrouve comme outils de Docking dans cette catégorie 

AutoDock (Morris et al., 1998) ou encore Glide (Friesner et al., 2004) pour ne citer que ceux-

là. 

Pour ce qui est de la seconde méthode, l’ajustement de fragments, elle est basée sur la 

complémentarité des formes.  Le ligand dans ce cas, est décomposé en plusieurs fragments puis 

reconstruit dans le site actif de la protéine, en essayant de faire correspondre les géométries et 

les fonctions chimiques. Comme outils de Docking utilisés à cette fin, on peut citer entre autres 

les logiciels GOLD (Jones et al., 1997), FlexX (Rarey et al., 1996), DOCK (Ewing et al., 2001). 

Cette méthode est beaucoup plus rapide que la simulation de trajectoire qui bien qu’elle soit 

plus lente prend en revanche mieux en compte la flexibilité du ligand et permet l’exploration 

de régions plus vastes. 

Dans le cas de notre travail, nous avons réalisé nos tests de Docking en ayant recours au logiciel 

AutoDock 4 (Morris et al., 2009) ainsi que son interface graphique AutoDockTools. Cet outil 

qui permet la simulation d’amarrage de ligand flexible sur un récepteur rigide, associe une 

méthode d’évaluation de l’énergie à partir de grilles de potentiels et différentes méthodes 

d’exploration allant de la dynamique moléculaire aux algorithmes génétiques. L’évaluation de 

l’interaction ligand/protéine suit plusieurs étapes : 
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➢ Préparation des fichiers de coordonnées atomiques du ligand et de la protéine 

Il s’agit dans cette étape de vérifier et d’affiner la structure de la protéine et du ligand. La 

protéine doit être représentée avec tous ses hydrogènes polaires ainsi que toutes les charges 

partielles de tous ses atomes. Sur le ligand qui contient également tous ses hydrogènes et 

charges partielles, on définit les liaisons qui seront en libre rotation. Une fois la préparation 

terminée, la protéine et le ligand sont sauvegardés au bon format. 

➢ Génération d’une boîte contenant la grille et calcul des grilles de potentiel d’interaction  

La grille est une matrice tridimensionnelle englobant la région cible (site catalytique dans notre 

cas) de la protéine (figure 21). Les dimensions de la grille prédéfinies par l’utilisateur, défissent 

une boite qui sera la zone à explorer par le ligand.  Chaque point de la grille enregistre le 

potentiel d’interaction entre une sonde, constituée d’un ou plusieurs atomes du ligand, et 

l’ensemble des atomes de la protéine. Le calcul de l’énergie d’interaction est effectué par 

AUTOGRID, un programme d’AUTODOCK. Le but est d’évaluer très rapidement l’énergie de 

liaison pour les différentes configurations du ligand à chaque point de la grille. 

 

Figure 21 : Schéma d'une grille de potentiel englobant le site actif de la protéine d’intérêt 

➢ Recherche et proposition des configurations d’amarrage  

Au cours de cette étape, le programme AUTODOCK va rechercher le complexe protéine/ligand 

le plus favorable en déplaçant et modifiant les conformations du ligand. Les différentes 

positions et configurations du ligand sont échantillonnés rapidement via un algorithme 

génétique lamarckien. La fonction de notation des poses du ligand basée sur un champ de force 

semi-empirique détermine l’énergie d’interaction entre la protéine et le ligand.  
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Les poses les plus favorables sont sauvegardées après avoir défini lors du paramétrage le 

nombre de poses à conserver (100 dans notre cas). Plus le score obtenu pour une pose est négatif 

et plus l’interaction protéine/ligand est forte.  

➢ Analyse des résultats 

A la fin du Docking, un fichier est généré et avec AUTODOCK, l’on peut déjà faire une première 

analyse. Nous y reviendrons dans la partie Analyses des données après Docking moléculaire.   

5.  Dynamique moléculaire 

Alors qu’avec le Docking moléculaire, la protéine est maintenue fixe, la dynamique moléculaire 

permet de prendre en compte la grande flexibilité de la molécule. En effet, celle-ci est dotée 

d’une plasticité conformationnelle qui lui permet d’interagir avec d’autres molécules. La 

dynamique moléculaire permet d’étudier la trajectoire de la molécule en lui appliquant des lois 

de la mécanique newtonienne (Frenkel and Smit, 1996). La molécule étant considérée comme 

un assemblage d’atomes dont les positions spatiales varient au cours du temps, le mouvement 

de chaque atome est déterminé en intégrant les équations de Newton :  

                                                 Fi(t) = mi.ai(t)        

Où :     Fi(t) = Force s’exerçant sur l’atome i ;          mi = Masse de l’atome i  

            ai(t) =Accélération de l’atome i 

L’accélération étant elle-même dérivée des coordonnées d’un atome i à un instant t, il en ressort 

que :  Fi(t) = mi.dvi(t)/dt = mi. d2ri(t)/dt2 

Si r1, r2, …, rn sont les coordonnées des différents atomes à un instant t, il est possible de 

déterminer la force Fi s’exerçant sur un atome donné i par dérivation par rapport à ses 

coordonnées spatiales de la fonction énergie potentielle E (r1, r2,  …,rn). Cette fonction énergie 

potentielle qui correspond à la somme des différentes interactions inter (entre atomes non liés 

chimiquement) et intramoléculaires (entre atomes liés chimiquement) du système, est définie 

par la relation : 

                                                Epotentielle= Eliée + Enon liée  

Avec      Eliée = Eélongation + Eangle + Edièdre       et 

              Enon liée = Eelectrostatiques + EVan der Walls 
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L’énergie « liée » se réfère aux contributions des liaisons, angles et angles dièdres étant donné 

que les atomes sont considérés comme des sphères non déformables. Ainsi, Eélongation, Eangle et 

Edièdre correspondent aux énergies de déformations des liaisons et angles considérés entre 

atomes et de la rotation de l'angle dièdre correspondant. Sachant que pour maitriser le système, 

il faut également nécessairement prendre en compte les interactions entre les atomes éloignés, 

cela a permis l’introduction des termes d’énergie « non liée ». Cette énergie correspond aux 

interactions Van der Waals et électrostatiques entre les atomes. 

Les paramètres et équations nécessaires à l’utilisation de cette méthode sont répertoriés dans un 

champ de force. Compte tenu du fait que la force change suivant la position des atomes, il est 

judicieux pour obtenir la trajectoire de ces derniers de réaliser une intégration numérique sur de 

petits intervalles de temps (pas d’intégration de l’ordre de la femtoseconde à la nanoseconde).  

Plusieurs champs de force (CHARMM, AMBER, MM2, GROMOS...) peuvent être utilisés 

selon le système à étudier (présence de petites molécules ou acides aminés spécifiques, lipides, 

ADN, ARN, champs de force polarisés, etc…).  

De façon pratique, le champ de force utilisé dans le cadre de nos travaux ainsi que les différents 

paramètres appliqués aux simulations de dynamique moléculaire de notre protéine d’intérêt 

suivent un protocole qui est sensiblement toujours le même quel que soit le logiciel utilisé. 

a. Recours au logiciel Gromacs et utilisation du champ de force 
CHARMM36  

Nous avons eu recours à une version actualisée du logiciel GROMACS (Van Der Spoel et al., 

2005) pour préparer nos simulations de dynamique moléculaire. Ce logiciel est bien adapté pour 

les molécules biochimiques (protéines, lipides, acides nucléiques) ayant beaucoup 

d’interactions liées et non liées compliquées. Il permet de fractionner un système simulé en 

groupe d’atomes constituant les différentes entités le caractérisant.  

Composé de plusieurs sous-programmes exécutables en ligne de commande et permettant 

d’améliorer les performances de simulations sans sacrifier la précision, il renferme de 

nombreux champs de force (AMBER, CHARMM, GROMOS, OPLS) pouvant être modifiables 

par l’utilisateur en fonction de l’étude à mener. 

Etant dans une approche tout-atome vu que tous les atomes du système sont considérés et 

simulés, nous avons utilisé comme champ de force, CHARMM36 (Best et al., 2012).  
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C’est un champ de force tout-atome qui est bien adapté aux simulations de dynamique 

moléculaire des protéines et des lipides. 

b. Construction d’un modèle de bicouche lipidique 

C’est une étape cruciale dans la préparation des simulations de dynamique moléculaire portant 

sur des protéines membranaires (cas de notre protéine d’intérêt). De ce fait, en fonction de 

l’étude à mener, il est important de pouvoir simplifier ou modifier la composition de la 

membrane ce qui justifie la mise à disposition de membranes modèles. Le choix d’une 

membrane modèle dépend de sa propriété, de l’interaction à étudier mais aussi des limites de la 

technique envisagée. L’avantage en préparation de dynamique moléculaire est que la membrane 

modèle est prête à l’emploi pour avoir été déjà pré-équilibrée.  

Outre l’existence de ces membranes modèles, il existe des logiciels permettant de générer des 

membranes sur mesure selon l’étude à mener. Cependant, celles-ci requièrent une étape de pré-

équilibration avant leur usage dans la dynamique moléculaire. C’est cette option que nous avons 

retenue pour la construction de notre membrane. 

Ainsi, nous avons généré notre membrane à partir du serveur Membrane Builder (MemBuilder) 

(Ghahremanpour et al., 2014). Il a pour avantages de permettre de choisir le type de membrane 

à construire, la composition et les dimensions de celle-ci et le type de champs de force 

(AMBER, CHARMM, GROMOS) à utiliser. De plus, à la fin de la construction, la membrane 

est présentée en formats .pdb et .gro qui sont des formats pris en compte par GROMACS. Nous 

avons donc construit une membrane lipidique de 300 molécules de DLPC (1,2-dilauroyl-sn-

glycero-3- phosphocholine). 

c. Solvatation et Ionisation du système 

Dans le souci de reproduire le milieu biologique dans lequel les interactions ont lieu, il est 

important que le système soit immergé dans un environnement aqueux. L’eau étant le solvant 

majoritaire du milieu biologique, elle a été choisie dans notre cas et implémentée avec le modèle 

d’eau TIP3P (Price and Brooks, 2004) qui permet de limiter les temps de calcul. 

Dans ce modèle, la géométrie de la molécule d’eau est fixe et chaque atome, assigné d’une 

charge ponctuelle, est un point d’interaction. Par ailleurs, voulant partir d’un système 

totalement neutre pour faire la simulation, certaines molécules d’eau ont été remplacées par des 

ions (en général Na+ ou Cl-) afin de neutraliser les charges partielles de la protéine étudiée. 
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Figure 22 : Exemple de neutralisation du système par ajout de 5 ions Cl-. 

Afin de pouvoir réaliser les simulations de dynamique moléculaire avec contrôle de la 

température et de la pression, la création d’une boite s’avère nécessaire autour de notre système 

d’intérêt. Pour éviter les risques de sortie des atomes lors de la simulation, la boite doit répondre 

aux conditions périodiques aux limites de telle sorte que lorsqu’un atome franchit une des faces 

de la boite, il réapparait automatiquement au niveau de la face opposée. Le système simulé est 

de cette façon virtuellement répété à l’infini (Figure 23).  

 

Figure 23 : Représentation du principe de conditions périodiques aux limites.  

La boite de simulation est délimitée par le cadre central noir à fond blanc. Sur chaque face de 

la boite, sont répétées à l’infini ses copies. Les atomes sont représentés par les formes 

géométriques et le tiret rouge indique le mouvement d’un atome franchissant les limites de la 

boite. 

Ainsi, dans de telles conditions, la boite qui ne peut être que sous certaines formes (cubique, 

octaédrique…), doit être suffisamment grande pour éviter l’interaction de la biomolécule avec 

elle-même par moment, en particulier au travers des forces électrostatiques. Dans notre cas, la 

boite construite avait une forme cubique du fait de la membrane que nous avions générée. 
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d. Minimisation de l’énergie potentielle 

Au cours de cette étape, il s’agit d’arriver à une structuration physiquement réaliste de l’eau et 

des lipides autour de la biomolécule. En effet, avec l’impulsion de l’énergie cinétique, la 

stabilité du système va être rompue. Par conséquent, si la structuration initiale du système 

(biomolécule + solvant) n’est pas stable, il y a des risques de voir apparaitre des clashes 

stériques entre la protéine et les molécules d’eau ou les lipides. La minimisation permet donc 

d’épurer toutes les imperfections d’interactions entre ces molécules. 

 

Figure 24 : Etape de minimisation d’énergie pour s’affranchir des aberrations d’interactions 

entre molécules. 

e. Equilibration de la température à volume constant 

A la fin de l’étape de la minimisation, le système énergiquement stable obtenu se trouve dans 

un état dont la température est à zéro Kelvin (0K). Pour être dans des conditions de température 

reflétant le milieu biologique, l’étape de thermalisation qui passe également par une courte 

simulation de dynamique moléculaire s’avère donc indispensable. Pour cela, un algorithme de 

contrainte est utilisé pour fixer les longueurs et angles de liaison interatomiques de la protéine 

étudiée ainsi qu’un thermostat de Berendsen (Berendsen et al., 1984) qui régule l’énergie 

cinétique des molécules en fonction de la différence de température pour atteindre notre 

température escomptée. Celle-ci a été équilibrée à 310K (37°C) durant une simulation de 100ps. 
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f. Equilibration de la pression à température constante 

Tout comme la température, les conditions physiologiques du milieu biologique imposent une 

certaine pression. Dans notre cas, la pression biologiquement pertinente est fixée à 1 bar. De ce 

fait, étant donné que la pression de notre système ne se trouve pas à cette valeur, il y a lieu de 

faire à nouveau une courte simulation de dynamique moléculaire pour atteindre cet équilibre 

tout en maintenant la température constante.  

Ayant une corrélation avec le volume de la boite de simulation, la pression peut être contrôlée 

en faisant varier la taille de la boite. En effet, ce contrôle s’est fait en utilisant un algorithme 

qui reliant les fluctuations de pression au volume arrive à maintenir la pression constante par 

ajustement des coordonnées atomiques. Cette étape d’équilibration de la pression s’est faite 

pendant 1ns, toujours en considérant les atomes de la protéine comme fixes et les atomes de 

solvant (eau + ions + lipides) libres. 

g. Lancement de la dynamique moléculaire 

Cette étape correspond à l’étape de production des données utiles et pertinentes pour l’étude. 

Soulignons qu’avec le serveur en ligne SwissParam développé par le Swiss Institue of 

Bioinformatics (SIB, http://www.swissparam.ch/), les paramètres topologiques de chaque 

ligand avaient été obtenus. Par la suite, durant les différentes phases d’équilibration, le ligand 

avait été systématiquement couplé à la protéine VKOR pour former une entité unique 

considérée comme notre biomolécule.  

 

Figure 25 : Etape de thermalisation du système (protéine en orange considérée comme fixe, 

molécules vertes libres). 
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C’est cette entité qui avait été ensuite insérée dans la bicouche lipidique. Pour le couplage de 

température et pression, le système avait été subdivisé en 3 entités : VKOR+ligand, bicouche 

lipidique et eau+ions, puis en 2 entités : VKOR+ligand+bicouche lipidique et eau+ions pour la 

suppression des mouvements latéraux durant les étapes de dynamiques. 

 

Figure 26 : Subdivision du système pour l’équilibration de la pression et pour la dynamique 

moléculaire. 

A gauche : Subdivision du système en trois groupes (VKOR+ligand en violet, lipides en vert, 

eau+ions en bleu) pour l’équilibration de la pression. A droite : Regroupement des molécules 

en deux catégories (VKOR+ligand+lipides en violet, eau+ions en bleu) afin d’empêcher les 

mouvements latéraux entre ces deux groupes lors de la dynamique moléculaire 

Ainsi, une fois toutes les étapes de préparation terminées, avant le lancement de la simulation 

dynamique moléculaire dite de production, les contraintes qui avaient été appliquées aux 

coordonnées atomiques de la biomolécule ont été levées afin de lui permettre une exploration 

libre de son espace conformationnel. Enfin, le lancement des simulations a été effectué sur le 

supercalculateur Jean Zay de l'IDRIS (mobilisant 1 GPU pour une vitesse de simulation de 50 

ns/j). 

Pendant cette simulation, toutes les caractéristiques du système à chaque configuration prise 

vont être enregistrées afin de permettre par la suite d’effectuer toutes les analyses nécessaires à 

l’étude. 

 

 

 



 

   Mémoire de Thèse_SDS 96 

6. Analyse des données obtenues 

a. Après Docking moléculaire 

AUTODOCK permet de regrouper les solutions en clusters (présentation en histogrammes) en 

fonction de leur proximité spatiale. En effet, la similarité entre deux configurations est obtenue 

par le calcul de RMSD pour Root Mean Square Deviation (la racine de la moyenne des carrées 

des écarts). Ainsi, deux conformations sont classées dans le même cluster que si leur RMSD est 

inférieur à une valeur seuil définie lors de la génération des paramètres.  

La meilleure conformation est celle ayant la plus basse énergie et qui se trouve idéalement dans 

le cluster le plus peuplé. 

b. Après dynamique moléculaire 

Plusieurs calculs ont été utilisés pour l’analyse des données fournies par les simulations de 

dynamique moléculaire. 

o Calcul de RMSD 

Ce calcul mesure la distance de déplacements des différentes conformations prises par la 

protéine par rapport à sa position de départ. Il permet ainsi de valider la stabilité de la protéine 

durant la simulation.   

Par ailleurs, il est possible aussi avec cette méthode de calculer les déplacements du ligand 

(substrat ou inhibiteur) par rapport à la protéine (à nouveau utilisée comme référence). Cela 

permet également de vérifier la stabilité du ligand vis à vis de la protéine lors de la simulation. 

o Mesure de distance substrat-cystéine catalytique de VKOR 

La mesure de cette distance permet de renseigner sur les probabilités d’interaction entre le 

substrat et la cystéine catalytique de la protéine. Elle facilite le choix du meilleur substrat 

d’interaction avec le site catalytique de la protéine. En effet, plus cette distance est petite et plus 

le substrat a de chance d’interagir avec la protéine. Il existe dans GROMACS une fonction qui 

permet de faire cette mesure. Cette fonction permet de calculer les distances entre les paires 

d’atomes en fonction du temps.   

o Calcul de l’énergie libre de liaison (ELL) avec MM-PBSA 

Le calcul de l’ELL entre deux entités permet d’apprécier leur affinité. Dans notre cas, il s’agit 

d’estimer l’affinité entre nos ligands (substrats et inhibiteurs) choisis et notre protéine d’intérêt.  
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Plusieurs méthodes de calcul de l’ELL sont disponibles mais nous avons opté pour la MM-

PBSA (Molecular Mechanics/Poisson Boltzmann Surface Area). A partir des coordonnées 

extraites de la dynamique moléculaire, cette méthode qui combine mécanique moléculaire et 

modèles de solvant, permet de calculer l’énergie libre d’un système placé dans un milieu 

continu avec une constante diélectrique. Ce milieu continu correspond ici au solvant.  

L’énergie libre du système dans le solvant tient compte de deux énergies :  

→ L’énergie en phase gazeuse (EMM) calculée en mécanique moléculaire.  

→ L’énergie de solvatation (ESolvatation) résultant du potentiel électrostatique obtenu par 

la résolution de l’équation de Poisson Boltzman et de l’énergie associée à la surface 

accessible au solvant. 

Ces deux énergies sont calculées pour chaque élément de la réaction 1 (complexe protéine-

ligand, protéine et ligand) et la différence conduit à l’énergie libre d’interaction du complexe 

protéine-ligand. 

Réaction 1 :    Protéine (P) + Ligand (L)                          Complexe protéine-ligand (C) 

L’ELL est donc donnée par l’expression générale : 

                         ΔEliaison = Ecomplexe – (Eprotéine + Eligand) 

Avec Ecomplexe correspondant à l'ELL du complexe protéine-ligand, Eprotéine à l'ELL de la protéine 

seule et Eligand à l'ELL du ligand seul. 

 

En pratique, il existe un module additionnel dans GROMACS qui nous a permis d’obtenir toutes 

nos ELL.  
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c. Outils de visualisation 

Pour le Docking moléculaire, AutoDock renferme une interface graphique qui permet de 

visualiser toutes les conformations obtenues et les résultats de clusterings. Nous avons utilisé 

cette option. 

Pour ce qui est de la dynamique moléculaire, deux outils ont été utilisés. Il s’agit des 

programmes de visualisation VMD (Visual Molecular Dynamics) (Humphrey et al., 1996) et 

PyMOL (Schrödinger, 2015). VMD nous a servi pour le contrôle des trajectoires générées par 

les différentes simulations de dynamique moléculaire, ce qui nous permettait de nous assurer 

de l’intégrité de notre modèle protéique durant ces simulations. Quant à PyMOL, nous y avons 

eu recours pour effectuer toutes les représentations structurales sur lesquelles sont fondées 

l’analyse de notre protéine d’intérêt. 
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B. Approche expérimentale 

1. Culture bactérienne 

L’obtention de souches bactériennes pour effectuer nos tests sur la motilité a nécessité de faire 

des mises en culture. Pour cela, nous avons utilisé deux voies pour obtenir nos souches :  

Tout d’abord, des souches de leptospires pathogènes (L. interrogans, L. kirschnerii, L. 

borgpetersenii) et non pathogènes (L. biflexa) nous ont été fournies par le Laboratoire 

d’Analyses Vétérinaires (LAV) devenu un pôle de la Plateforme d’Analyses Vétérinaires de 

VetAgro Sup (Campus vétérinaire, Marcy l’étoile, France). Ces souches ont été inoculées dans 

du milieu EMJH et incubées à 30°C pendant une semaine. Le contrôle de leur croissance et de 

leur motilité a été fait par observation au microscope à fond noir. 

Par ailleurs, ces souches fournies par le LAV étant des souches de référence, nous avons voulu 

également faire des tests sur des souches sauvages. Cela nous a amené à faire du terrain en 

participant à deux projets dont l’un portait sur la leptospirose chez les campagnols dans le Puy-

de-Dôme et l’autre sur la leptospirose chez les rats urbains à Lyon et Bordeaux. Au cours de ces 

campagnes, des échantillons de reins et d’urines ont été prélevés sur les animaux capturés et 

mis en culture toujours en milieu EMJH après une série de dilution. Après avoir vortexé les 

tubes de la dernière dilution, ceux-ci ont été incubés à 30°C. La présence et la croissance 

éventuelle des leptospires ont été évaluées de façon hebdomadaire par examen des milieux de 

culture au microscope à fond noir, pendant 10 semaines. Si au bout de cette période, aucun 

leptospire n’était observé, la culture était déclarée négative. Pour les cultures positives, des 

repiquages ont été réalisés.  

Par la suite, des prélèvements ont été effectués pour nos différents tests notamment le suivi du 

comportement motile des leptospires dans leur milieu de culture après ajout de différentes 

concentrations de warfarine. Ce suivi a nécessité la mise en place d’une méthode de 

vidéomicroscopie associée à un script Python. Le reste des cultures positives de départ a été 

conservé à -80°C pour d’éventuelles études futures. 
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2. Caractérisation de l’activité de VKOR 

La caractérisation de l’activité de VKOR a nécessité l’expression de protéines recombinantes 

dans la levure méthylotrophique Pichia pastoris. Ce recours permet un fort taux d’expression 

de la protéine cible en présence de méthanol. En effet, la levure Pichia pastoris a la faculté de 

pouvoir utiliser le méthanol comme seule source carbonée via l’alcool oxydase (AOX1), 

première enzyme de la voie de métabolisation du méthanol chez cette espèce. Son expression 

est contrôlée par le promoteur du gène Aox1, fortement et exclusivement inductible par le 

méthanol. Les ADNc codant les protéines d’intérêt sont placés sous le contrôle de ce promoteur. 

a. Optimisation des séquences nucléotidiques 

Les protéines d’intérêt concernées dans cette étude sont hVKORC1 pour la VKOR humaine, 

rVKORC1 pour la VKOR de rat, lgLept-VKOR pour la protéine VKOR tout entière de 

leptospire et shLept-VKOR pour la protéine VKOR de leptospire sans le domaine thiorédoxine. 

Afin de favoriser l’expression de ces protéines d’intérêt dans Pichia pastoris, la composition 

de leurs séquences nucléotidiques a tout d’abord été optimisée puis sous-clonée pour produire 

les vecteurs pPICZ-hVKORC1, pPICZ-rVKORC1, pPICZ-lgLept-VKOR et pPICZ-shLept-

VKOR. Toute cette étape d’optimisation a été réalisée par Genscript (Piscataway, NJ, USA) 

pour pPICZ-hVKORC1 et pPICZ-rVKORC1 et par Genewiz (Leipzig, Allemagne) pour 

pPICZ-lgLept-VKOR et pPICZ-shLept-VKOR. Les matrices obtenues ont servi pour 

transformer les bactéries compétentes 

b. Transformation des bactéries compétentes 

Dans de la glace, 25µl de bactéries compétentes (Stellar) ont été décongelées puis mises au 

contact de nos plasmides pendant 15 min. Ensuite, les cellules ont été soumises à un choc 

thermique en les plaçant dans un bain marie à 42°C pendant 45 secondes puis refroidies pendant 

5 min dans la glace. Cela étant, les bactéries ont été mises en suspension dans du milieu SOC 

(Ozyme) qui avait été pré-incubé à 37°C. Ensuite, toute la suspension a été incubée à 37°C 

durant au moins 45 min avant d’être étalée sur un milieu LB-Agar, contenant 100 μg/ml de 

zéocine. Les boites de pétri ont par la suite été incubées pendant 1 nuit dans une étuve à 37°C. 

Trois ou quatre colonies résistantes ont été mises en culture dans un milieu LB contenant 100 

μg/mL de zéocine. Les ADN plasmidiques ont ensuite été extraits à partir de ces cultures au 

moyen du kit QIAprep® Spin-miniprep pour la mini-préparation et du kit QIAGEN® plasmid 

midi pour la midi-préparation suivant les recommandations du fournisseur.  
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La séquence des plasmides obtenus a été vérifiée par séquençage à l’aide de l’amorce AOX-

sens par GenoScreen (Lille, France).  

c. Transformations des levures compétentes 

La transformation des levures consiste en l’intégration du gène d’intérêt dans le génome de la 

levure par recombinaison au niveau de la séquence 3’-AOX (Figure 23). 

 

Figure 27 : Principe d’intégration d’un gène d’intérêt dans le génome de la levure Pichia 

pastoris 

Les levures compétentes ont été transformées grâce au kit de transformation Pichia 

EasyCompTM (Invitrogen) en suivant les recommandations du fournisseur. Brièvement, les 

cellules ont été mises au contact de l’ADN plasmidique préalablement linéarisé par l’enzyme 

de restriction PmeI dans un tampon contenant du polyéthylène glycol pendant 1 h à 30°C. La 

transformation a été réalisée en faisant subir un choc thermique aux levures en les plaçant dans 

un bain marie à 42°C pendant 10 min puis en les refroidissant dans la glace pendant 5 min. Les 

levures ont ensuite été mises en suspension dans du milieu YPD (1 % (p/v) extrait de levure, 2 

% (p/v) peptone, 2 % (p/v) D-glucose) et incubées sous agitation à 30°C pendant 3 h. Par la 

suite, elles ont été collectées et re-suspendues dans une solution saline avant d’être étalées sur 

un milieu YPD-Agar (2 % (p/v) Agar) contenant 100 μg/mL de zéocine (Invitrogen).  
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Les boites d’étalement ont été incubées durant 2 jours dans une étuve à 30°C. Trois ou quatre 

colonies résistantes ont été mises en culture dans le milieu YPD comme décrit ci-dessus. 

d. Expression des protéines recombinantes 

La production de nos protéines recombinantes s’est déroulée en deux phases : une phase de 

croissance des levures au cours de laquelle le glycérol a été utilisé comme source carbonée et 

une phase d’induction du promoteur AOX1 durant laquelle le glycérol a été remplacé par du 

méthanol comme source de carbone.  

Les levures ont été cultivées sous agitation dans du milieu BMGY constitué de 1 % (p/v) 

d’extrait de levure, de 2 % (p/v) de peptone, de 0,1 M de phosphate (pH 6,0), de 1 % (v/v) de 

glycérol et de 1,34 % (p/v) de Yeast Nitrogen Base (YNB) pendant 48 h à 30 °C en ajoutant 2% 

de glycérol toutes les 4 h. 

 Ensuite, les levures en croissance exponentielle (densité optique à 600 nm ≥ 6) ont été 

centrifugées à 3000 g pendant 10 min à 4°C, puis elles ont été reprises dans le milieu d’induction 

BMMY (milieu de culture dans lequel le glycérol est remplacé par le méthanol). Cela étant, les 

levures ont été remises sous agitation à 30°C et la production de la protéine d’intérêt a été 

induite par ajout de méthanol (1 % (v/v)) 3 fois par jour notamment matin, midi et soir. Au bout 

de 48 h d’induction, les levures ont été collectées par centrifugation à 3000 g pendant 10 min à 

4°C avant la préparation des fractions membranaires. 

e. Préparation des fractions microsomales 

Nos culots de levures ont été remis en suspension dans un tampon de broyage 50 mM de 

phosphate de sodium (pH 7,4) contenant du KCl 1,15 % (w/v). Ensuite, en se servant de 

l’agitateur Dispermat® LC30 (VMAGETZMANN, Allemagne), les levures ont été broyées par 

des billes de Zircon sous agitation constante à 8000 rpm pendant 30 minutes à 4°C. Le lysat a 

par la suite été centrifugé à 10000 g durant 10 min à 4°C, ce qui a permis l’élimination des 

débris cellulaires, des noyaux et des mitochondries. Le surnageant a été récupéré puis à nouveau 

centrifugé à 100 000 g pendant 1 h à 4°C à l’aide d’une centrifugeuse Sorvall® LYNX 6000 

(Thermo Scientific, USA). Les culots, qui constituent les microsomes, ont ensuite été repris et 

homogénéisés dans un tampon 50 mM HEPES (pH 7,4), contenant du glycérol 20 % (v/v). 

Enfin, les microsomes ont été aliquotés dans des tubes Eppendorf et stockés à -80 °C jusqu’à 

utilisation. 
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f. Dosage des fractions microsomales 

La mesure de la quantité de protéines dans nos différents échantillons a été faite selon la 

méthode de Bradford (1976) dont le principe repose sur la fixation du Bleu Brillant de 

Coomassie G-250 (réactif Bio-Rad, Bio-Rad, Hercules, CA) sur les résidus basiques des 

protéines entraînant une variation du maximum d’absorbance de 465 à 595 nm (effet 

bathochrome). L’absorbance à 595 nm va donc être proportionnelle à la quantité de colorant 

liée et donc à la quantité de protéines dans l’échantillon. La concentration en protéines est 

calculée par rapport à une gamme d’albumine sérique bovine (BSA, fraction V, Sigma) de 0 à 

10 mg/ml traitée dans les mêmes conditions que les échantillons. 

g. Analyse de l’expression des protéines d’intérêt 

Cette étape a consisté à faire un western blot après avoir réalisé dans un premier temps un SDS-

PAGE. En effet, la séparation des protéines en fonction de leur masse moléculaire a été réalisée 

par électrophorèse sur gel de polyacrylamide dans des conditions réductrices. Ce SDS-PAGE 

(6%-12%) a été effectué en suivant le protocole décrit par Laemmli. Ensuite, s’en est suivi le 

western blot qui a consisté à transférer les protéines présentes sur le gel d’électrophorèse sur 

une membrane de Polyvinylidene fluoride (PVDF) qui a subi par la suite divers traitements 

immunochimiques. Le transfert des protéines sur la membrane PVDF a été réalisé en se référant 

au protocole décrit par Towbin et ses collaborateurs en 1979. Les protéines d’intérêt ont été 

décelées par immunorévélation après usage d’anticorps.  

Succinctement, après avoir saturé la membrane avec une solution de BSA 5% diluée dans un 

tampon TBS-T, celle-ci a été incubée toute une nuit à 4°C avec un anticorps primaire anti-c-

myc de lapin(1/2000ème) (Cell Sifgnaling). Après cette incubation, trois rinçages successifs au 

TBS-T ont été réalisés puis la membrane a été mise pendant 1h à température ambiante au 

contact d’un anticorps secondaire anti-IgG de lapin conjugué à une péroxydase (1/2000ème) 

(Cell Signaling). Enfin, la détection terminale a été réalisée en incubant la membrane avec une 

solution ECL RevelBlot® Plus (Ozyme) puis révélée par chimiluminescence à l’aide de 

l’imageur Syngene® (Ozyme).  
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h. Mise au point de l’activité enzymatique 

Toutes nos incubations ont été réalisées dans un tampon HEPES 200 mM (pH 7,4) contenant 

150mM de KCl. Les microsomes hVKORC1 utilisés pour la mise au point, ont d’abord été pré-

incubés avec le système NADPH/TrxR/Trx (NADPH 200 µM, 0,5 µM TrxR, 50 µM Trx) seul 

ou complété par un système de recyclage du NADPH (1,3 mM NADP, 3,3 mM glucose-6- 

phosphate, 0,4 U/mL glucose-6-phosphate-déshydrogénase) pendant 30 minutes. Ensuite, la 

réaction qui s’est faite dans un volume final de 1mL, a été déclenchée en ajoutant 200 µM de 

substrat c’est à dire la vitamine K1>O. 

Pour les essais pilotés par le système dithiothréitol (DTT), les microsomes ont été pré-incubés 

dans le tampon décrit précédemment pendant 30 minutes, avant l'ajout de la vitamine K1>O. 

La réaction a été amorcée par l'ajout de 1 mM de DTT.    

Les milieux réactionnels des deux systèmes ont été incubés pendant 30 minutes à 37°C. Ensuite, 

les réactions ont été arrêtées par ajout de 2 ml d'isopropanol suivi d’une centrifugation à 3000 

g pendant 5 minutes, puis ajout de 2 ml d’hexane. Après une nouvelle centrifugation à 3000 g 

pendant 5 min, la phase organique a été récupérée et évaporée à sec sous flux d’azote. Les 

résidus secs ont été immédiatement remis en suspension dans 200 µL de méthanol et analysés 

par chromatographie liquide-spectrométrie de masse (LC/MS). 

La séparation des produits a été réalisée par chromatographie inverse sur une colonne Xbridge 

BEH C18 (2.1mm × 50mm, 2.5μm, Waters, Milford, MA, USA) maintenue à 48°C. La 

séparation a été assurée en condition isocratique par utilisation d’une phase mobile 

méthanol/eau/acide formique (96/4/0.1). Le débit était de 0.4 ml/min. Le volume injecté était 

de 1μl. Les échantillons étaient protégés de la lumière. La détection du produit a été réalisée 

par MS avec une source APCI en mode positif.  

La pression du nébuliseur a été réglée à 60 psi, la température de gaz sec à 280°C, le flux de 

gaz sec à 5 l/min, et la température de vaporisation à 380°C. La tension du capillaire a été fixée 

à 4000V, et l’aiguille corona utilisée était 10µA. L’ion initial (451.4) correspondait à la vitamine 

K. Les critères d’identification de la vitamine K1 était le temps de rétention (4.1min) et la 

production du fragment 187 à partir de l’ion 451. La vitamine K époxyde correspondait à la 

fragmentation de l’ion initial (467.1). Le critère d’identification de la vitamine K1>O était le 

temps de rétention (3.1min). La linéarité et la précision ont été testées de 50 à 4000 ng/ml.  
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La réponse était linéaire sur toute la gamme de concentration testée avec un coefficient de 

corrélation (R2) au-dessus de 0,99. La précision était comprise entre 80 et 120% des 

concentrations théoriques. 

i. Analyse statistique 

L'analyse statistique a été réalisée à l'aide de GraphPad Prism version 9.3.1 pour Windows, 

GraphPad Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com. La valeur de Km et 

Vmax ont été déterminées par régression non linéaire à partir de l’équation de Michaelis-

Menten :       V = (Vmax x S) / (Km + S)  

Où    V, représente la vitesse initiale  

          Km, la constante de Michaelis-Menten  

           S, la concentration en substrat (mM) 

           Vmax, la vitesse maximale de la réaction.  

La détermination des constantes d’inhibition Ki des différents inhibiteurs utilisés a été effectuée 

par régression non linéaire en utilisant le modèle log(inhibiteur) vs réponse normalisée avec la 

même version de GraphPad Prism. Les comparaisons entre les groupes ont été réalisées à l'aide 

du test d'interaction non paramétrique de Kruskal-Wallis suivi du test de comparaison multiple 

de Dunnett, ou du test de Mann-Whitney.  
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V. RESULTATS 
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A. Analyse structurale de la VKOR de Leptospira sp. 

1. Objectifs 

Comme nous avions eu à le mentionner précédemment, il existe dans le génome des leptospires 

un gène VKOR proche du gène VKORC1 retrouvé chez les mammifères et intervenant dans le 

cycle de la vitamine K. Cependant, il se trouve qu’aucune étude portant sur ce gène ne soit 

disponible à ce jour à notre connaissance alors qu’il pourrait être une cible pour le 

développement d’une alternative thérapeutique au regard de l’émergence de phénomènes 

d’antibiorésistance.  

Du fait de la diversité des souches de leptospires reparties de façon simpliste en souches 

pathogènes et saprophytes, nous nous sommes attelés dans cette partie à faire une analyse de la 

séquence de ce gène afin de faire ressortir les variabilités pouvant exister entre les différentes 

souches et à construire sa structure 3D.  

2. Méthodes 

Plus de 700 séquences de différentes souches de leptospires récupérées sur différentes bases de 

données ont été alignées et analysées. Ensuite, grâce aux outils et techniques (Docking et DM) 

de modélisation moléculaire, nous avons construit la structure tridimensionnelle de notre 

protéine d’intérêt. Partant du modèle construit, nous avons étudié les substrats potentiels 

(Vitamine K quinone, ubiquinone 1 et ubiquinone 4) de la VKOR des leptospires ainsi que son 

affinité avec la warfarine. 

3. Résultats principaux 

L’analyse des séquences VKOR de leptospires obtenues a permis de confirmer la présence de 

notre protéine cible chez ce groupe bactérien. La taille de la séquence de la VKOR était 

différente selon qu’on soit dans le groupe pathogène (404 acides aminées) ou saprophytes (408 

acides aminés).  

Les séquences des espèces saprophytes semblaient plus conservées que celles des espèces 

pathogènes avec respectivement 68 acides aminés conservés pour le premier groupe contre 34 

pour le second. La cartographie des résidus conservés sur la structure de la protéine a révélé 

qu'ils formaient le cœur hydrophobe du domaine thiorédoxine (Trx) ou qu'ils entouraient la 

cavité du domaine VKOR.  



 

   Mémoire de Thèse_SDS 108 

La région non conservée identifiée à partir de l'alignement des séquences correspondait à la 

cinquième hélice transmembranaire du domaine VKOR et à la première hélice du domaine 

Trx.10 résidus étaient strictement conservés, spécifiques à chaque groupe et partageant le même 

emplacement sur la structure protéique. Pour les espèces pathogènes, il s’agissait de I25, K27, 

S44, S53 retrouvés dans le domaine VKOR et G203, F346, R347, I359, V363, I399 présents 

dans le domaine Trx. Quant aux leptospires saprophytes, il était question des acides aminés 

A25, E27, G45, A54 localisés dans le domaine VKOR ainsi que des résidus D208, L351, K352, 

L364, I368 et L403 situés dans le domaine Trx.   

Au niveau des interactions structurales entre notre protéine d’intérêt et les différentes 

molécules, l’amarrage moléculaire a révélé un positionnement commun de tous les ligands 

notamment qu’ils faisaient tous face au site catalytique C129-C132. Après dynamique 

moléculaire, les distances de positionnement mesurées par rapport au résidu C132 étaient 

proches de l’ordre de 4 Å. Toutefois, le calcul de l’énergie de liaison a fait ressortir une 

meilleure affinité de notre protéine pour la vitamine K quinone et l’ubiquinone 4 avec 

respectivement -60 Kcal/mol et -52 Kcal/mol. 6 résidus principaux ont été identifiés comme 

étant systématiquement impliqués dans la liaison des ligands : L24, V52, I71, D114, L117 et 

C132 avec l’acide aminé D114 qui était le seul à contribuer défavorablement à l’énergie de 

liaison des différentes molécules. 

L’ensemble des résultats de cette étude ont fait l’objet d’un article accepté dans le journal 

Biomolecular Structure and Dynamics et présenté ci-après :  

Article 1 : Structural investigation of vitamin K epoxide reductase domain-containing 

protein in Leptospira species: a potential target for the development of new leptospirosis 
treatments as an alternative to antibiotics 
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Abstract 

 

Leptospirosis is a widely spread zoonosis worldwide, and is induced by the motile bacteria 
Leptospira. This disease can lead to hemorrhagic symptoms, multi-visceral and renal failures, causing 
one million cases and around 60,000 deaths each year. The motility of Leptospira is highly involved in 
their virulence and is ensured by the presence of two flagella in the periplasm. Several proteins that 
require disulfide bridges formation are essential for flagellar function. In Leptospira, these redox 
reactions are catalyzed by the vitamin K epoxide reductase domain-containing protein (VKORdcp). The 
aim of the present work was the study of VKORdcp conservation among Leptospira species and of its 
interactions with putative substrates and inhibitor. Our results evidenced the presence of ten amino 
acids specific of either pathogenic or saprophytic species. Moreover, structural investigation indicated 
a higher affinity of the enzyme towards vitamin K1 quinone, compared to ubiquinone. Finally, 
characterization of the binding of a potential inhibitor revealed the involvement of some VKORdcp 
amino acids that have not been present in the human enzyme, especially the polar residue D114. Our 
study thus paves the way for the future development of Leptospira VKORdcp inhibitors, capable of 
blocking the bacteria motility. Such molecules might therefore offer a promising therapeutic alternative 
to antibiotics, especially in the event of the emergence of antibiotic-resistant strains. 
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Introduction 

 

Leptospirosis is the most widespread zoonosis worldwide [1] and is endemic in many tropical and 
subtropical areas due to the warm, humid climate, which is conducive to the development of Leptospira 
[2], the motile bacteria responsible for the disease. The geographical areas that reported the highest 
number of leptospirosis epidemics are Latin America (35.8%), South Asia (12.9%) and North America 
(10.7%) [3]. Indeed, frequent epidemics were observed in Brazil [4], India [5] or Malaysia [6]. 

Symptoms of leptospirosis are highly variable, remaining limited to a simple flu-like syndrome with 
no sequelae in most cases [7].  However, this syndrome may be followed by a sudden worsening of 
symptoms in 10% of cases [8], leading to severe ictero-hemorrhagic forms in the most severe cases: 
multi-visceral failure leading to death [7], [9], renal failure responsible for the death of 50% of severe 
cases of leptospirosis [8]. Hemorrhagic manifestations have also been reported, possibly leading to 
acute respiratory distress syndrome [1]. Worldwide, the annual morbidity and mortality of the disease 
have been estimated at 15 cases and 1 death per 100,000 inhabitants respectively, i.e., 1.03 million 
sufferers and 58,000 deaths per year [10]. The use of antibiotics is the most recommended method in 
suspected or confirmed clinical forms [11], [12]. Although some strains of Leptospira showed 
spontaneous resistance to streptomycin and spectinomycin [13], they currently remain susceptible to 
antibiotics used in human medicine [14]. 

The pathogenicity of Leptospira is due to several factors. Sphingomyelinases, responsible for the 
hydrolysis of host membrane sphingomyelins into ceramides and phosphorylcholine, are produced by 
exclusively pathogenic Leptospira [15]. More than 30 surface proteins were identified as being involved 
in immune escape, invasion, dissemination, and colonization of host tissues [16]. These motor skills are 
accentuated by the atypical morphology of Leptospira (spirochetes), further enhancing their virulence 
[17], [18]. 

The motility of Leptospira is therefore strongly implicated in their virulence. This motility is induced 
by the presence of flagella in the bacterial periplasm [19], which enable them to move in a wide variety 
of environments: liquid media, solid surfaces [20] and viscous media [21]. Several proteins requiring 
the formation of disulfide bridges, such as FliG1, are essential for flagellar function [22]. Many other 
periplasmic proteins are functionalized via disulfide bridge formation [23], [24]. 

The enzyme responsible for these redox reactions was first identified in Escherichia coli: Disulfide 
bond A (DsbA) [24]. The catalytic site of DsbA is composed of the oxidoreductase specific CxxC motif 
[25] (two cysteine residues separated by two random amino acids), the oxidized state of which 
constitutes the active form [26]. DsbA is reoxidized by a second oxidoreductase, DsbB [27], via electron 
transfer to its substrate ubiquinone [28]–[30]. The DsbA/DsbB complex is thus involved in the 
production of bacterial toxins and in several virulence mechanisms [31], its inactivation caused a 
reduction in the virulence of several microbial species (Vibrio cholerae [32], Pseudomonas aeruginosa 
[33], Salmonella enterica [34], Helicobacter pylori [35]). 

The DsbA/DsbB complex has therefore been studied in several bacterial strains, such as 
Mycobacterium tuberculosis [36]. However, in some bacteria, including Synechococcus and Leptospira, 
this complex is replaced by a single enzyme: the vitamin K epoxide reductase domain-containing 
protein (VKORdcp) [23], which has a thioredoxin domain equivalent to DsbA and a vitamin K epoxide 
reductase (VKOR) domain equivalent to DsbB (Figure 1). This VKORdcp enzyme can substitute vitamin 
K1 quinone for ubiquinone as an electron acceptor. Furthermore, warfarin (a well-known VKOR 
inhibitor used in human therapy) was described to inhibit DsbB activity in Mycobacterium tuberculosis 
and VKOR activity in Synechococcus sp [36]. Nevertheless, no study of interactions between warfarin 
and Leptospira VKORdcp was reported to the best of our knowledge. 
 



 

Figure 1. DsbA/DsbB complex and vitamin K epoxide reductase domain-containing protein enzyme in 
bacteria. Dashed transmembrane helix TM5 was found in DsbB protein of Mycobacterium tuberculosis 
but not of Escherichia coli. Electron transfers are indicated by green arrows, cysteine residues involved 
in these transfers are shown as red circles. 

 

The aim of our study was thus the structural characterization of the Leptospira vitamin K epoxide 
reductase domain-containing protein by molecular modelling, and the investigation of its potential 
substrates (vitamin K1 quinone, ubiquinone 1 and ubiquinone 4) and warfarin binding. Inhibition of 
this enzyme in Leptospira would prevent the formation of disulfide bridges in the periplasm, thereby 
inhibiting toxin production and blocking bacterial motility, thus ultimately reducing their virulence. 

This new control strategy could therefore provide an alternative to the drugs currently in use, and 
thus prevent the emergence of antibiotic-resistant strains. The results of our study demonstrated the 
conservation of several hydrophobic amino acids in the protein active site among all Leptospira species. 
10 amino acids specific to pathogenic and saprophytic species were also identified, enabling us to 
distinguish species according to their pathogenicity based on the enzyme peptide sequence. We also 
identified a preferential structural interaction with vitamin K1 quinone, followed by ubiquinone 4. 
Finally, as the residues contributing most to substrate binding and especially warfarin binding were 
globally different compared to the human VKOR, our study opens the way to the search for future 
enzyme-specific inhibitors in Leptospira, which would constitute a promising alternative to antibiotics. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Results 

 

Conservation of vitamin K epoxide reductase domain-containing protein in Leptospira species 

 

An alignment was performed including 747 peptide sequences of Leptospira vitamin k epoxide 
reductase domain-containing protein (VKORdcp) retrieved from databases (details about Leptospira 
species, sequences numbers and pathogenicity are given in the Material & Methods sections, the 
complete alignment is presented in Supporting Information S1). 91 amino acids were strictly conserved 
among all the considered species (Figure 2), mostly hydrophobic: 66 residues (73 % of conserved 
residues) compared with 25 non-hydrophobic ones (27 %). 27 conserved residues were located in the 
vitamin K epoxide reductase (VKOR) domain, from residue 1 to residue 150. Four conserved cysteine 
residues were identified: C40 and C49 in one hand and C129-C132 in the other hand, the latter pattern 
(CxxC) constituting the oxidoreductases specific active site. The 64 remaining conserved residues were 
all in the thioredoxin-like (Trx) domain, from residues 200 to 404. Strikingly, no conserved residues were 
identified in the region linking these two domains (between residues 150-200), that appeared as less 
conserved compared to VKOR and Trx domains (roughly 60-80 % versus 80-100 %). 

 



 

Figure 2. Consensus sequence of vitamin K epoxide reductase domain-containing protein in Leptospira 
species. The sequence is written in bold, with amino acid positions in grey italics. Strictly conserved 
residues are highlighted in blue. The percentage of residue conservation is shown as blue bars. 

 

Mapping of the conserved residues onto the protein structure revealed that they either formed the 
hydrophobic core of the Trx domain or surrounded the cavity of the VKOR domain (Figure 3A). Indeed, 
side chains of these amino acids provided hydrophobic interactions that stabilised the Trx domain 
helices together (Figure 3B) or litteraly delimitated the cavity inside the VKOR domain (Figure 3C). The 
non-conserved region previously identified from the sequences alignment corresponded to the fifth 
transmembrane helix of the VKOR domain and the first helix of the Trx domain. 
 



 

Figure 3. Structure representation of the conserved residues of Leptospira vitamin K epoxide reductase 
domain-containing protein. A/ Full protein structure. B/ Thioredoxin-like domain. C/ Vitamin K epoxide 
reductase domain. The protein structure is depicted as cartoon, the VKOR domain is coloured in 
lightorange, the Trx domain in lightblue. Cavities are shown as transparent green surfaces. Strictly 
conserved amino acids are presented as spheres (α-carbon atoms), sticks (side chains) and coloured in 
dark blue. Sulfur atoms of the conserved cysteine residus C40, C49, C132 and C135 and shown as yellow 
spheres. 
 

Afterwards, Leptospira species were considered according to their pathogenicity: VKORdcp sequences 
from pathogenic and saprophytic species were respectively aligned. Consensus sequence of pathogenic 
Leptospira carried 404 amino acids, whereas saprophytic Leptospira revealed a 408 residues-length 
consensus sequence (Figure 4).  



 

Figure 4. Consensus sequences of vitamin K epoxide reductase domain-containing protein in pathogenic 
and saprophytic Leptospira species, respectively. Amino acid positions are written in grey. Strictly 
conserved residues in all species are highlighted in blue. Strictly conserved amino acids either in 
pathogenic or in saprophytic species are written in bold green. Specific residues for pathogenic or 
saprophytic species are written in bold red. 
 

34 amino acids were strictly conserved among pathogenic species, 22 of which were hydrophobic 
ones (65 %). Saprophytic species sequences appeared as more constant, with 68 conserved residues 
including 45 hydrophobic ones (66 %). 10 residues were identified as specific of either pathogenic or 
saprophytic species. In other words, 10 residues were strictly conserved among pathogenic Leptospira 
but were never detected in saprophytic strains, and vice versa. Specific residues of pathogenic species 
were I25, K27, S44, S53 in the VKOR domain and G203, F346, R347, I359, V363, I399 in the Trx domain. 
Amino acids A25, E27, G45, A54 (VKOR domain) were specific of saprophytic Leptospira, as well as 
residues D208, L351, K352, L364, I368 and L403 (Trx domain). 

From a structural perspective, conserved residues of the Trx domain in pathogenic species only were 
mostly located in the hydrophobic core (Figure 5A), whereas they were more evenly distributed in 
saprophytic species (Figure 5B) and were also found at the surface of the protein. Location of conserved 
residues in the VKOR domain were very similar for both pathogenic and saprophytic Leptospira, at the 
top of transmembrane helices and at the underside of the loop, around the protein pocket (Figure 5). 
The 10 specific residues of either pathogenic or saprophytic species logically shared the same location 
on the protein structure of both groups: they were essentially in the hydrophobic core of the Trx 
domain, with a few amino acids at the protein surface (Figure 5) and they were close to the protein 
cavity in the VKOR domain (especially I25/A25, K27/E27 and S53/A54, Figure 5, side frames). 

 

 

 

                                                  10                    20                    30                    39                    49                    59 

Pathogenic      MNQFSKNKIS IILSVLGLIF SFLLIQKYYG DP-SSVGETI CNALSESGSC DKVSESAYSA 

Saprophytic     MNRKNLALAG VVGGVIGLIV SFLLAIEYFG IGTENIANSA CSALGGGDSC LKVAESSYSA 
                                                  10                    20                    30                    40                    50                    60 
      

                                                  69                    79                    89                    97                   107                   117 

Pathogenic      IRNVPGLGDL PIALFGFLFY GFVGFLFVFS EIKKE--SAE ANLRLAFYVL VLGLVADLGL 

Saprophytic     IPGVPFLGNV PIALLGFGFY GLLTYSFFLV TKAKSNEEVS KFISLLFPVL VLGLLFDLIL 
                                                  70                    80                    90                   100                   110                   120 
 

                                                 127                   137                   147                   157                   167                     178 
Pathogenic      FLLSVGVIKA LCGLCAATYV VTIALLIVNF PTFKSLSDKS IGTVLNSLNG NVFNFIIVILS 

Saprophytic     FGISVGIIGT ICQLCFVTYI VTIALLGILF LLWKTEGKPK LNVPVALKEG -ITTLGLVYFF 
                                                 130                   140                   150                   160                   170                     180 
 

                                                 188             195                         205                   215                   225                   235  
Pathogenic      FFVLGLYGGK ISTGGAR--- LVSGAANGEK SISEQLKEFG TTPTVSIDLK DVPVVGDPNA 

Saprophytic     SFSLGFATSK MWVSGASSNT LATSRGMDSA EIQSKIAAYF QEPTLGINVT GSPFIGKKDA 
                                                 190                   200                   210                   220                   230                   240 
 

                                                 245                   255                   265                   275                   285                   295 
Pathogenic      PITIVKYADF NCGHCMHTSK ILKSFLSEYN GIIKVAYKNF PLDGNCNRLV GRKSPEASSC 

Saprophytic     PITIVKYADY NCGHCLHTSH ILHTVLSEYD GMVRVVYKNF PLDGTCNRLM QQPRPGASSC 
                                                 250                   260                   270                   280                   290                   300 
 

                                                 305                   315                   325                   335                   345                   355 
Pathogenic      VAASAALCAN EQKKFYPVYT GLYDDNEAGV MHTAVTVTRL AEKNGLNMNQ FRSCMSSTKI 

Saprophytic     VAAIAAICAD KQGKFEPMYR GLYDNLEKGV AHSGSSVVNL ANSIGLNVNS LKACMASKEA 
                                                 310                   320                   330                   340                   350                   360 
 

                                                 365                   375                     386                   396               404 
Pathogenic      RDQINREVDE AEKLKINSTP TLFINNKPLPK SGTPNVDFLH QLIRQLIN 

Saprophytic     QNQLNAEIDE AEKLNIQSTP SLYINDRRI-E SGTPNPIFLK TLLEQIIQ 
                                                 370                   380                     390                   400               408 



 

Figure 5. Structural location of conserved and specific residues of vitamin K epoxide reductase domain-
containing protein in pathogenic and saprophytic Leptospira species. A/ Structure of pathogenic species 
protein. B/ Structure of saprophytic species protein. Side frames/ Focus on the cavity of the VKOR 
domain. The protein structure is depicted as cartoon, cavities are shown as transparent green surfaces. 
Strictly conserved residues either in pathogenic or in saprophytic species are shown as green spheres. 
Specific residues of pathogenic and saprophytic species are depicted as red sticks. Sulfur atoms of the 
conserved cysteine residus C40, C49, C132 and C135 and shown as yellow spheres. 
 

 

 



Binding of putative substrates and inhibitor to vitamin K epoxide reductase domain-containing 
protein of Leptospira interrogans 

 

Structural interactions between the VKORdcp of the pathogenic Leptospira interrogans and three 
potential quinone substrates was then evaluated, as well as the binding of a well described VKOR 
inhibitor: Warfarin. Vitamin K1 quinone, ubiquinone 1 and ubiquinone 4 were considered as putative 
subtrates (Table 1). The enzyme catalytic site (C129-C132) was considered in the partially oxidized state 
for the investigation of susbtrates binding, and as fully oxidized for the study of warfarin binding [17]. 
Molecular docking of the four molecules revealed a common positioning between all ligands: They 
were all facing the C129-C132 oxidoreductase active site. Distance to C132 residue was measured over 
molecular dynamics simulations to assess the likelyness of each potential substrate to be reduced by 
the protein. The binding free energy was also calculated to estimate both substrates and inhibitor 
affinity towards the enzyme. 
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Vitamin K1 quinone 
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Warfarin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Distance to 
C132 (Å) 

3.86 ± 0.25 4.06 ± 0.38 3.99 ± 0.31  

Binding Free 
Energy 

-60.01 ± 7.24 -34.02 ± 2.51 -52.35 ± 4.63 -40.50 ± 2.46 

Van der 
Waals 

-61.81 ± 6.28 -36.44 ± 2.55 -55.68 ± 5.07 -45.22 ± 2.27 

Electrostatic -0.72 ± 0.19 -0.77 ± 0.22 -0.65 ± 0.18 -0.93 ± 0.18 

Polar 8.89 ± 1.38 7.13 ± 0.90 10.00 ± 1.40 10.00 ± 1.23 

Non-polar -6.35 ± 0.39 -3.94 ± 0.17 -6.01 ± 0.40 -4.31 ± 0.18 

Table 1. Binding of potential substrates and inhibitor towards the vitamin k epoxide reductase domain-
containing protein of Leptospira interrogans. Ligands chemical structure and position obtained after 
molecular docking are presented in the first raw. Distance to C132 is shown as cyan dashes on structural 
representations, for each substrate. The measured values (in Å) and the calculated binding free energy 
(in kcal/mol) of each ligand are indicated in bold. Energetic components of the global binding energy 
are written in grey italics. 
 

The measured distances with respect to C132 residue remained tightly close for the three potential 
substrates, around 4 Å. Although the slight differences between them were statistically significant, they 
were extremely low (0.2 Å maximum, Supporting Information S2) and were therefore considered 
negligible.  



However, the calculated binding energies revealed major and statistically significant differences 
(Supporting Information S3), implying distinct affinities of the substrates and warfarin towards the 
enzyme. Vitamin K1 quinone appeared as the best candidate for binding to the enzyme, with a value 
of -60 kcal/mol. It was followed by ubiquinone 4, whit a binding energy value of -52 kcal/mol. 
Ubiquinone 1 proved to have the lowest affinity with the protein, with a -34 kcal/mol binding energy. 
Its affinity was even lower than that of warfarin, that showed a binding energy around -40 kcal/mol. 

Main contributions of the amino acids of VKORdcp to the binding energy of substrates or inhibitor 
were then investigated. 6 major residues were identified as systematically involved in ligands binding: 
L24, V52, I71, D114, L117 and C132 (Figure 6). Profiles of vitamin K1 quinone and ubiquinone 4 were 
virtually identical, with the main contribution of 2 more residues: F74 and F78. Residue S58 contributed 
to the binding of both ubiquinone 1 and warfarin. Finally, residues A72 and L120 in one hand, and Y28 
and Y136 in the other hand, were involved in the binding of ubiquinone 1 and warfarin, respectively. 
Amino acid D114 was the only residue that revealed an unfavourable contribution to the binding energy 
of the different ligands. A complete and detailed summary of the amino acids contribution is presented 
in Supporting Information S4). 

 

Figure 6. Contribution of the VKORdcp residues to the binding energy of the different ligands. Numbers 
of the protein amino acids are written on the x axis. Contributions of the residues are indicated as a 
percentage of the total binding energy, for each ligand. Contributions for vitamin K1 quinone, 
ubiquinones 1 and 4, and warfarin are show as green, pink, violet and orange bars, respectively. 
 



Finally, location of the previously identified contributing residues on the Leptospira interrogans 
VKORdcp structure was studied. Amino acids L24, Y28, V52, S58, L120Q, C132 and Y136 only interacted 
with the naphthoquinone/ubiquinone/hydrocoumarin head of the considered ligands (Figure 7). The 
substrates and inhibitors core was thus kept close to the C132 catalytic site via hydrophobic contacts 
(leucine, tyrosine and valine residues) and polar interactions (tyrosine and serine residues). VKORdcp 
amino acids I71, A72 and L117 were involved in both head and hydrophobic tail contacts. F74, F78 and 
D114 were only involved in contact with the hydrophobic tail of ligands, which was thus stabilised solely 
by hydrophobic contacts (F74 and F78), with residue D114 contributing unfavourably to the binding 
energy. 

 

Figure 7. Main structural contributions of VKORdcp residues to the binding of substrates and inhibitor. 
Protein structure is presented as lightorange cartoon. Vitamin K1 quinone, ubiquinone 1, ubiquinone 4 
and warfarin are depicted as green, pink, violet and orange transparent sticks, respectively. Mainly 
contributing residues are shown as blue sticks and spheres. The non-favourably contributing residue 
D114 is indicated by red sticks and spheres. 
 

 

 

 

 



Discussion 

 

The aim of our study was to characterize the structure of the vitamin K epoxide reductase domain-
containing protein (VKORdcp) enzyme in Leptospira for the future design of a new class of drugs. These 
molecules might expand the therapeutic arsenal available for the treatment of leptospirosis, especially 
in cases of proven resistance to current antibiotics. Indeed, VKORdcp is a particularly interesting target 
because of its crucial involvement in Leptospira motility, via its major role in the formation of disulfide 
bridges that allow the functionalization of many proteins.  

The obtained results revealed amino acids that were strictly conserved across all Leptospira species 
(Figure 2). These residues were predominantly hydrophobic, and mainly located around the active site 
(VKOR domain) and in the hydrophobic core of the thioredoxin domain (Figure 3). In addition, 
considering Leptospira species according to their pathogenic or saprophytic nature could reveal amino 
acids specific to one group or the other. So, the peptide sequence appeared to be more conserved in 
saprophytic species, with 68 conserved residues versus 34 in pathogenic species (Figure 4). However, 
these results should be treated with caution: only 57 sequences from saprophytic species were 
included in our study, while 676 sequences from pathogenic strains were considered. This bias could 
be explained by the fact that most studies focused on pathogenic species, which are of major interest 
in human and animal health. Nevertheless, 10 residues were identified as specific to pathogenic or 
saprophytic species (Figure 5), as they were strictly conserved in one group but never found in the 
other. This characteristic suggested the possibility of deducing the pathogenic or saprophytic character 
of a Leptospira strain from the peptide sequence of VKORdcp, although other already proven methods 
have been commonly used (microscopy, cultures, serology or molecular biology [12], [51], [52]). The 
identification of these 10 specific amino acids also opened the way to the search for inhibitors specific 
to pathogenic Leptospira. However, a more in-depth study was required to assess the involvement of 
these 10 residues in the binding of potential VKORdcp substrates and inhibitors. 

We therefore investigated the potential binding of three possible substrates (vitamin K1 quinone, 
ubiquinone 1 and ubiquinone 4) to the VKORdcp of pathogenic Leptospira interrogans. The choice of 
this strain was induced by its involvement in most severe cases of human leptospirosis. Vitamin K1 
quinone was found to have the best affinity for the enzyme, followed by ubiquinone 4 (Table 1). These 
molecules occupied the same space in the enzyme cavity, and the amino acids contributing most to 
their binding were strictly identical (Figures 6 and 7). The difference in affinity between the two 
substrates was therefore due solely to a difference in overall binding energy (Table 1) and not to the 
involvement of amino acids specific to one or another molecule. The use of vitamin K1 quinone as an 
electron acceptor by VKORdcp would partly explain the bleeding disorders observed in some cases of 
leptospirosis [1]: as vitamin K is essential for blood coagulation [53], Leptospira could therefore cause 
host depletion, leading to a coagulation defect. Finally, ubiquinone 1 had a low binding energy with the 
enzyme: this molecule, by analogy with vitamin K3 in humans, carries a too short hydrophobic tail to 
ensure correct binding to the protein [54]. Indeed, unlike vitamin K1 quinone and ubiquinone 4, 
ubiquinone 1 could not interact with residues F74 and F78 of VKORdcp, largely contributing to 
substrates binding (Figures 6 and 7). Substrates stabilization in the VKORdcp cavity was ensured by 
exclusively hydrophobic interactions, via residues L24, V52, I71, F74, F78, L117 and C132. Amino acids 
L24, V52, F78, L117 and, of course, the catalytic C132 residue were strictly conserved among all 
Leptospira species. Thus, they could constitute a reliable basis to be targeted for the design of VKORdcp 
specific inhibitors. To refine this hypothesis, we therefore needed to describe VKORdcp amino acids 
involvement in the binding of a putative inhibitor. 

Thus, we finally characterized the interactions between VKORdcp from Leptospira interrogans and 
warfarin: this historic and well-described VKOR inhibitor, used in human therapy, has been reported as 
capable of inhibiting VKOR from Mycobacterium tuberculosis and Synechococcus sp [36]. The binding 
energy between warfarin and VKORdcp nevertheless appeared to be relatively low, closer to the value 
obtained for ubiquinone 1 than for vitamin K1 quinone or ubiquinone 4. This low affinity could again 
be explained by the absence of interactions with residues F74 and F78 of the protein (Figures 6 and 7). 
Residues that contributed most to warfarin binding were L24, Y28, V52, S58, I71, L117, C132 and Y136, 



with L24, V52, S58 and L117 conserved between all Leptospira species. Interestingly, and in contrast to 
the substrates, polar interactions via tyrosine and serine residues were thus identified between the 
inhibitor and the enzyme. However, residues Y28, V52, L117 and Y136 corresponded to mammalian 
conserved residues Y25, V54, L120 and Y139 respectively, all four of which were reported as involved 
in warfarin binding in both rodents and humans. Indeed, Y25F, L120Q, Y139C, Y139F, Y139S mutations 
in rats and mice [55], [56] and V54L and Y139H mutations in human [57], [58] have been described as 
inducing warfarin resistances: in rodents or patients carrying one of these mutations, the dose of 
warfarin required to inhibit the VKOR enzyme is significantly higher (i.e. 7.95 µM for the human V54L 
mutant versus 1.65 µM for the wild-type enzyme [57]). The conservation of the four Y28, V52, L117 
and Y136 amino acids between Leptospira and mammals enzymes could therefore complicate the 
development of inhibitors specific to Leptospira VKORdcp. Furthermore, the use of warfarin for the 
inhibition of Leptospira VKORdcp would not be suitable: firstly because of its poor affinity towards the 
enzyme, and more importantly because it would also inhibit patients VKOR, leading to severe blood 
coagulation troubles in addition to those potentially induced by leptospirosis. The fact is that the VKOR 
enzyme is crucial for the blood coagulation mechanism in humans: it is responsible for recycling vitamin 
K1, which is essential for activating several coagulation factors [59]. The inhibition of human VKOR 
enzyme would thus result in the disruption of blood coagulation. 

But the presence of a particular residue could change the situation: D114, identified as unfavorable 
for interactions between VKORdcp and warfarin (as well as substrates, Figure 6). This polar amino acid 
interacted with the hydrophobic tail of substrates and the side chain of warfarin (Figure 7), hence its 
negative role in inhibitor and substrate affinity. However, this residue has not been found in human 
VKOR, paving the way for the search for inhibitors with a polar group on their side chain. Such a feature 
could make it possible to design future molecules with high affinity for Leptospira VKORdcp, while 
minimizing their interaction with human VKOR: the inhibitor's polar group would be unfavorable to its 
interaction with the hydrophobic binding site of the human enzyme. 

A final noteworthy piece of information was the lack of involvement of residues specific to 
pathogenic Leptospira in interactions with warfarin. The development of VKORdcp inhibitors specific 
to pathogenic Leptospira strains therefore appears to be very complex, potential future molecules 
would therefore be generic to all Leptospira species. On the other hand, targeting L24, S58, F78 and 
especially D114 residues appeared as a promising strategy for the specific inhibition of Leptospira 
VKORdcp: our results demonstrated the involvement of these amino acids in the binding of substrate 
and inhibitor, as well as their conservation among all Leptospira species. Since they have not been 
found in human VKOR, structure-based design of molecules binding to these residues might lead to 
VKORdcp inhibitors that would exhibit poor affinity for the human protein, a mandatory feature for 
leptospirosis drugs development. 

In conclusion, our study laid the structural foundations for the development of future inhibitors 
specific to Leptospira VKORdcp. These molecules would inhibit post-translational oxidations of 
periplasmic proteins, thus preventing their functionalization [Dutton 2008, Beckwith 1991]. As these 
proteins include bacterial toxins and proteins essential for flagella function [Lasica 2007, Dailey 1993], 
inhibition of VKORdcp would greatly reduce the virulence of targeted bacteria. Such a control strategy 
would be a promising alternative to the antibiotics currently in use and would limit the risk of resistant 
strains emerging. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Material & Methods 

 

Leptospira vitamin K epoxide reductase domain-containing protein sequences and alignments 

747 sequences of Leptospira VKORdcp protein were retrieved from the Leptospira core genome 
multilocus sequence typing (cgMLST) of the Institut Pasteur [37] and from the GenBank databases [38]. 
676 sequences came from pathogenic Leptospira species and 57 referred to saprophytic strains, the 
pathogenicity of the 14 remaining sequences were not defined. All species and numbers of VKORdcp 
sequences are listed in the table below. 
 

Leptospira species Number of VKORdcp sequences Pathogenic / Saprophytic 

abararensis 1 Pathogenic 

adleri 2 Pathogenic 

ainlahdjerensis 1 Pathogenic 

alstonii 2 Pathogenic 

barantonii 2 Pathogenic 

borgpetersenii 99 Pathogenic 

ellisii 2 Pathogenic 

interrogans 330 Pathogenic 

kirschneri 66 Pathogenic 

kmetyi 9 Pathogenic 

mayottensis 23 Pathogenic 

noguchii 30 Pathogenic 

santarosai 33 Pathogenic 

stimsonii 3 Pathogenic 

tipperaryensis 1 Pathogenic 

weilii 15 Pathogenic 

yasudae 8 Pathogenic 

broomii 2 Pathogenic 

dzoumogneensis 1 Pathogenic 

fainei 1 Pathogenic 

fletcheri 1 Pathogenic 

fluminis 1 Pathogenic 

haakeii 1 Pathogenic 

hartskeerlii 1 Pathogenic 

inadai 6 Pathogenic 

langatensis 2 Pathogenic 

licerasiae 7 Pathogenic 

saintgironsiae 3 Pathogenic 

sarikeiensis 1 Pathogenic 

selangorensis 3 Pathogenic 

semungkisensis 1 Pathogenic 

venezuelensis 5 Pathogenic 

wolffii 13 Pathogenic 

ainazelensis 1 Saprophytic 

bandrabouensis 7 Saprophytic 

brenneri 1 Saprophytic 

chreensis 1 Saprophytic 

congkakensis 3 Saprophytic 

harrisiae 3 Saprophytic 

kemamanensis 4 Saprophytic 

meyeri 15 Saprophytic 

montravelensis 2 Saprophytic 

mtsangambouensis 4 Saprophytic 

perdikensis 1 Saprophytic 

vanthielii 3 Saprophytic 

wolbachii 5 Saprophytic 

yanagawae 2 Saprophytic 

ilyithenensis 1 Saprophytic 

ognonensis 1 Saprophytic 

Unkown 3 Saprophytic 

Unkown 14 Unknown 

 



Leptospira vitamin K epoxide reductase domain-containing protein molecular modelling 

All Leptospira VKORdcp structural models were built using AlphaFold [39] Colab notebook [40]. The 
VKORdcp consensus sequence (Figure 2) was used as input to generate the model presented in Figure 
3 (depiction of structural location of conserved residues between all Leptospira species). The VKORdcp 
consensus sequences of pathogenic and saprophytic Leptospira (Figure 4) were used as inputs to 
generate the 3D models used in Figures 5A and 5B, respectively (location of conserved and specific 
residues among pathogenic and saprophytic Leptospira strains). The VKORdcp sequence of Leptospira 
interrogans was retrieved from UniProt [41] (entry identifier: Q8F9R4) to build the 3D model used for 
investigation of structural interactions of substrates and warfarin towards VKORdcp. 

 

Molecular docking procedures 

Chemical structures of vitamin K1 quinone, ubiquinone1, ubiquinone 4 and warfarin were first 
drawn using ChemDraw software, energy minimization was performed using MM94 in Chem3D then 
structures were exported as a mol2. 

Molecular docking was performed using AutoDock 4.2 software [42]. Ligands mol2 and protein pdb 
files conversion to pdbqt files was performed using AutoDock routines. 100 Genetic Algorithm runs 
were carried out for each compound, with 150-sized populations, a maximum of 2500000 evaluations 
(medium level), no more than 27,000 generations and gene mutations and crossover rates of 0.02 and 
0.8, respectively. 

 

Molecular dynamics simulations 

Molecular dynamics (MD) systems were built and prepared as described in our previous paper [43]. 
MD simulations were performed using GROMACS 2018 package software [44], the CHARMM-36 force 
field was applied [45]. Compounds force field parameters were obtained using the SwissParam 
webserver [46], from structures in mol2 format files. Each ligand-VKORdcp complex was first embedded 
into a previously equilibrated DLPC membrane [47] using the membed function of GROMACS software. 
Solvation, energy minimization, 100-ps temperature and 1-ns pressure equilibrations were carried out 
using GROMACS routines. Two 100-ns MD simulations were finally performed on each ligand-VKORdcp 
complex, then the two trajectories were concatenated and analysed as one 200-ns MD simulation. 

 

Distances measurement, binding free energy and residues contributions calculations 

Distance measurements between the C132 residue of VKORdcp and vitamin K1 quinone, 
ubiquinone 1, ubiquinone 4 or warfarin over MD simulations were performed using the dist function 
of GROMACS. The binding free energy of VKORdcp-ligand complexes and the contributions of VKORdcp 
residues to the binding energy were calculated using the Molecular Mechanics Poisson–Boltzmann 
Surface Area (MM-PBSA) method [48] implemented for GROMACS software [49]. 
 

Graphics 

Vitamin K1 quinone, ubiquinone 1, ubiquinone 4 and warfarin chemical structures were drawn using 
ChemDraw software. Graphics were drawn using GraphPad Prism software and 3D figures were 
prepared using PyMOL software [50]. 
 

Hardware 

MD simulation was performed on GENCI Jean-Zay supercomputer (HPE SGI 8600) at IDRIS, CNRS. 
All MD analyses and molecular docking procedures were performed on a Dell Precision Tower 7910 
workstation, with an Intel Xeon E5-2650v4 CPU and a Quadro M4000 GPU. 
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B. Développement d’une approche enzymatique de caractérisation 
de l’activité VKOR par le système NADPH/Trx/TrxR dépendant : 
Application sur la VKORC1 de mammifère 

1. Objectifs 

De nombreuses études de caractérisation de l’activité de VKORC1 existent du fait de 

l’implication de cette enzyme dans le cycle de la vitamine K et dans les phénomènes de 

résistance aux anticoagulants. En revanche, chez son homologue bactérien qui intervient dans 

la formation des ponts disulfures indispensables dans le repliement et la stabilité des certaines 

protéines cruciales pour la survie de la bactérie, très peu de travaux ont été réalisés. Chez les 

leptospires, aucune étude d’ailleurs à notre connaissance ne porte sur cette protéine. Bien 

qu’ayant des fonctions très différentes, ces 2 protéines (mammifère et bactérienne) ont un 

mécanisme d’oxydoréduction assez similaire. 

Le cycle de réaction catalysée par la VKORC1 laisse entrevoir qu’elle ne peut fonctionner toute 

seule et qu’elle a besoin d’un partenaire enzymatique redox ayant un domaine thiorédoxine 

pour être ramenée à des équivalents de réduction. Même si ce partenaire n’a pas encore été 

clairement défini, le candidat probable serait la PDI ou un membre de la famille TMX. Chez la 

bactérie Mycobacterium tuberculosis, ce partenaire serait la DsbA ; cette dernière étant 

fusionnée à VKOR chez les leptospires. 

Pour les études de mesure de l’activité de la VKORC1 dans la plupart des essais in vitro, le 

partenaire réducteur utilisé pour initier la réaction est le dithiothréitol (DTT). Ce choix reste 

assez discutable d’autant plus que ce n’est pas une référence physiologique. Certaines études 

ont suggéré le système Trx au détriment du DTT. Convaincus que cette méthode serait plus apte 

à refléter la réalité physiologique chez les mammifères et plus transposable pour la 

caractérisation de l’activité de la VKOR bactérienne, nous nous sommes fixés pour objectif de 

valider la méthode de caractérisation de l’activité VKORC1 par le système NADPH/Trx/TrxR.    

2. Méthodes 

Dans un premier temps, les protéines hVKORC1 et rVKORC1 ont été exprimées en levures 

Pichia pastoris. Ensuite, afin de valider notre méthode de caractérisation de l’activité VKOR, 

notre travail a consisté à comparer les propriétés catalytiques (Km, Vmax) de nos protéines et 

leur sensibilité à la warfarine en utilisant le test classique ayant recours au DTT et le test 

NADPH/Trx/TrxR seul ou avec système de recyclage du NADPH.  
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3. Résultats principaux 

Tout comme dans le test avec DTT, l’activité enzymatique de la VKORC1 était maintenue avec 

le système NADPH/Trx/TrxR. Trx est le facteur limitant de la réaction. Le transfert d'électrons 

du NADPH à la Trx médié par la TrxR étant assez lent, ce qui a pour conséquence une oxydation 

de tout le NADPH réduit, l’activité VKOR était maintenue plus longtemps en couplant notre 

système avec le mécanisme auto-régénérant (NADP, du glucose-6-phosphate et de la glucose-

6-phosphate déshydrogénase) du NADPH.  

L’ensemble des résultats obtenus dans cette partie sont présentés dans un article en cours de 

finalisation et exposé ci-après : 

Article 2 : A more physiological reduction of VKOR for in vitro enzymatic assays 

 

À la suite de la mise au point de cette méthode avec la VKORC1 de mammifères, il est bon de 

souligner que des travaux sont en cours pour la caractérisation enzymatique de la VKOR des 

leptospires. Les données préliminaires obtenues laissent entrevoir des résultats encourageants 

qui sont présentés dans la section « Perspectives ».  
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INTRODUCTION 

Vitamin K is involved in several biological processes, including coagulation, calcium 

metabolism and various cytoprotective processes. These actions are achieved through a post-

translational modification, the gamma carboxylation of Glu residues into Gla residues of a 

group of proteins called vitamin K dependent proteins (VKDP) leading to their activation. 

Gamma carboxylation involves an enzyme, the gamma-glutamyl-carboxylase (GGCX), which 

uses vitamin K in the hydroquinone form (KH2), which is converted to vitamin K epoxide (K>O) 

during the reaction. VKORC1 reduces K>O to KH and then to KH2. It therefore reduces vitamin 

K epoxide and recycles vitamin K hydroquinone, significantly limiting the dietary requirement 

for vitamin K. 

VKORC1 is inhibited by vitamin K antagonists (VKAs). These drugs are still widely used in 

humans to prevent and treat thrombotic syndromes.  These VKAs are also widely used in 

rodents as rodent poisons. In humans, more than thirty mutations distributed throughout the 

protein have been described in patients requiring more or less increased doses of VKA to 

prevent thrombotic syndromes (Hodroge et al. 2011; Watzka et al 2011. Nevertheless, the 

causes of variations in VKA dosage in humans are very diverse and the association between 

VKORC1 mutation and resistance to VKA is sometimes difficult to establish with certitude. In 

rodents, particularly rats and mice, VKORC1 mutations have also become extremely frequent 

as a result of intense selection and have been demonstrated, contrary to humans, to lead to 

a drastic decrease in the efficacy of VKAs, resulting in the development and use of VKAs that 

are more effective but also extremely persistent in tissues and therefore often very ecotoxic. 

Robust, biologically relevant methods for measuring VKORC1 enzymatic activity are therefore 

essential for assessing the consequences of VKORC1 mutations in humans and rodents. 

Understanding the impact of mutations is essential for adapting the choice and dose of 

anticoagulant therapies in humans, for implementing appropriate rodent population 

management strategies, and for developing new, less ecotoxic molecules. 

VKORC1 is an ER-anchored transmembrane protein of 163 amino acids with 4 transmembrane 

domains, a luminal loop and a catalytic site where K>O is reduced to KH and KH to KH2. It has 

four cysteine residues (C43, C51, C132 and C135) strictly conserved across all species. Residues 

C132 and C135 form the catalytic site of VKORC1 - the CxxC motif being the active site of most 

proteins in the oxidoreductase family - while residues C43 and C51 transfer the redox power 

to this catalytic site (Figure 1). The reducing power of VKORC1 is conferred by thioredoxin 

(Trx)-type oxidoreductases. Various proteins have been suggested as possible protein partners 

for VKORC1, such as PDI, TMX1 and 4, Erp18. However, the precise identity of VKORC1's 



protein partner(s) remains to be elucidated. The protein partner enables to reduce the 

disulfide bridge present in the luminal loop (C43 and C51). The resulting thiol groups in the 

luminal loop enable the reduction of the disulfide bridge present in the catalytic site (C132 

and C135). The presence of thiol groups in the catalytic site enables reduction of the substrate, 

vit K>O. 

VKORC1 homologous have been described in certain bacteria. Synechococcus VKOR has been 

sequenced and subsequently crystallized (Weikai Li et al. 2010). This protein has an N-terminal 

part of about 160 amino acids relatively similar to mammalian VKORC1, with 4 

transmembrane domains and the highly conserved amino acids identified as important for 

catalysis in mammalian, including the 4 cysteines (C50, C56, C130 and C133) involved in the 

two disulfide bridges associated with the transfer of reducing power (Figure 1). However, 

Synechococcus VKOR has an additional fifth C-terminal transmembrane domain containing 

two additional cysteines (C209 and C 212) and a luminal C-terminus compared with 

mammalian VKORC1. This additional amino acid part of VKOR is similar to thioredoxin, a 

bacterial enzyme involved in disulfide bridge reduction. This part acts as the protein partner 

of mammalian VKORC1 and is reduced by a thioredoxin reductase enzyme (TrxR). (Goodstadt 

et al. 2004.) (Weikai Li et al. 2010. 

Several in vitro assays have been used to measure VKORC1 activity in microsomal fractions 

and assess the impact of VKORC1 mutations on VKA sensitivity. In practice, chemical agents 

such as DTT have been often used to mimic the protein partner of VKORC1 and thus reduce 

VKORC1 to enable it to function. However, these reducing agents appear problematic, as some 

authors have suggested that DTT may directly access the interior of the catalytic site and thus 

reduce the disulfide bridge between C132 and C135, or even directly reduce K>O to KH and 

the latter to KH2. Bypassing the first step of the catalytic mechanism, corresponding to the 

reduction of the disulfide bridge between C132 and C135 by cysteines C43 and C51 of the 

luminal loop during activity assays, would prevent any characterization of consequences of 

VKORC1 mutations in the luminal loop, might bias the results obtained for the other mutations 

located on the rest of the protein, and might even lead to major background noise if DTT 

directly would reduce K>O. Therefore, we attempted to propose a more physiological way of 

testing VKORC1 activity by replacing DTT with a potential protein partner. Since the identity 

of the mammalian VKORC1 protein partner has not been fully elucidated and the 

Synechococcus VKOR domain is reduced by a domain homologous to bacterial thioredoxin, we 

tested the effects of bacterial thioredoxin, in the presence of thioredoxin reductase and 

reduced NADP, on the catalysis of mammalian VKORC1, and we compared the reducing effects 

of this system with the reducing effect of DTT, thereby establishing a method for studying 

VKORC1 on a more physiological basis. 



 

 

Fig. 1 :  

 

MATERIALS AND METHODS 

Materials 

Vitamin K quinone (VQ, Alfa Aesard, L10575), Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase (Alfa 

Aesard, J61181), NADP (Acros Organics, 227575000), Glucose-6-Phosphate (Acros Organics, 

446980010), Yeast Extract (xxxx), HEPES (xxxx), NaCl (xxxx), KCl (xxxx), Glycerol (Acros 

Organics, xxxx), AccuPrime Taq polymerase high fidelity (InvitrogenTM, 12346086), ZeocinTM 

(GibcoTM, R25001), Pichia EasyCompTM Transformation Kit (InvitrogenTM, K173001), Ampicillin 

and Kanamycin were provided by Fisher Scientific, France. DTT (PanReac AppliChem, 

A1101,0025) was provided by VWR France. Vitamin K epoxide (Kox) was synthetised from VQ 

using a very well-established protocol (Fasco Principe 1980), and its purity higher than 99 % 



was estimated by LC/MS. E. coli thioredoxin 1 (Trx) and thioredodowin reductase (TrxR) were 

produced and purified as described previously (Mössner, et al 1998, Mulrooney et al. 1997.  

Methods 

Heterologous expression of recombinant rVKORC1 and hVKORC1 proteins in Pichia pastoris 

yeast 

P. pastoris SMD1168 strain was transformed with human (i.e., wild type hVKORC1, hVKORC1-

C43A, hVKORC1-C51A) or rat (rVKORC1-Y139F) constructions in pPICZB plasmid using Pichia 

EasyCompTM Transformation Kit (InvitrogenTM) Transformants were then selected on YPD 

plates (1% yeast extract, 2% peptone, 2%  dextrose) containing 100 g/mL Zeocin (Invitrogen), 

and precultured in a classical medium containing 10 g·L-1 yeast extract, 20 g·L-1  peptone and 

10 g·L-1 glycerol with 100 µg·mL-1 ZeocinTM, for 48 hours at 30°C in a rotary shaker (200 rpm). 

The transformed yeast culture was then inoculated and grown in a BMGY growth medium (1% 

yeast extract, 2% peptone, 100 mM potassium phosphate, pH 5.0, 1.34% yeast nitrogen base, 

and 1% glycerol) for 72 hours. Expression was induced by 1% methanol for 48 h at 30 °C in a 

rotary shaker (200 rpm). Yeast cells were collected by centrifugation (3000g, 10 min, 4°C) and 

immediately frozen at - 20 °C. 

Preparation of VKORC1 overexpressing yeast microsomal fractions 

After pellet (30 to 60 g) resuspension in 100 mM HEPES, 250 mM sucrose, 1 M NaCl, 5 mM 

EDTA, 1 mM PMSF, 10 mM DTT (pH 8) to a final volume of 100 mL, yeasts were broken down 

with 450 g zirconium oxide beads (0.5 mm diameter) at 0 °C with a DISPERMAT® LC50 (VMA-

GETZMANN, Germany) at 8000 rpm for 20 minutes. The yeast grist was centrifuged at 4°C and 

at 500 x g for 5 min, then at 20 000 x g for 10 min and supernatants were further centrifuged 

at 4 °C and 100 605 x g for 2h. Pellets were resuspended in 100 mM HEPES, 150 mM KCl, 20 % 

glycerol (pH 7.4) with a tight-fitting Potter-Elvehjem grinder and membrane fractions were 

aliquoted and kept at -80 °C.  

Enzymatic assays for the measurement of kinetic parameters 

All incubations were performed in a 200 mM HEPES, 150 mM KCl buffer (pH adjusted to 7.4 

with saturated NaOH, 1 mL final). For assays involving the Trx system, P. pastoris VKOR 

microsomes (from 0 to 2 mg of total proteins) were pre-incubated with the NADPH/TrxR/Trx 

system (NADPH 200 µM, 0,5 uM TrxR, 50 uM Trx) alone or supplemented with an NADPH 

recycling system (1,3 mM NADP, 3,3 mM glucose-6-phosphate, 0,4 U/mL glucose-6-

phosphate-dehydrogenase) for 30 minutes, and the reaction was then started by adding 200 

uM of substrate vitamin K epoxide (Kox). For DTT-driven assays, the VKOR microsomes were 

preincubated in buffer for 30 minutes, before addition of Kox, and the reaction was started 

with 1 mM DTT. The reaction media were incubated at 37°C for 30 minutes, and the reaction 

was then quenched with 2 mL isopropanol, and 2 mL hexane was added for liquid-liquid 

extraction. After 10 minutes of centrifugation at 5000 g, the hexane layer was recovered and 

dried under a flow of nitrogen. Dried residues were resuspended in 200 uL methanol and run 

through liquid chromatography-mass spectrometry (LC/MS). 

Commenté [SR1]: On pourrait mettre un schéma du 

système couplé de base/ avec régénération de NADPH ? 



The LC/MS used was an Agilent Technologies (Palo Alto, CA, USA) 6120 Quadrupole LC/MS 

with an Atmospheric Pressure Chemical Ionisation (APCI). Detection was made with APCI 

source in positive mode. The parameters used are described in [ref Hodroge, 2011, Matagrin 

2013, Fourel, 2020). Identification criteria for vitamin K quinone (VQ) (retention time tr : 3.9 

min, m/z (+) 451.3, vitamin K epoxide (Kox) (tr : 2.9 min for Kox,  m/z ratio (m/z(+) =467,3).  

Determination of kinetic constants Vmax, Km and Vmax and statistical analysis: 

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism version 9.3.1 for Windows, GraphPad 

Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com. Km was determined by nonlinear 

regression using the GraphPad Prism Michaelis-Menten model. IC50 of warfarin, phenindione 

and brodifacoum were determined by nonlinear regression using the log(inhibitor) vs 

normalized response model with the same version of GraphPad Prism. Comparisons between 

groups were made using either non-parametric Kruskal-Wallis interaction test followed by 

Dunnett’s multiple comparison test, or Mann-Whitney test. For each of these tests, p value < 

0.05 is considered significant (*), as well as p value < 0.01 (**), p value <0.001(***), and p 

value <0.0001 (****).  

RESULTS 

The NADPH/TrxR/Trx system sustains mammalian VKORC1 activity. 

First, we tested the effectiveness of the NADPH/TrxR/Trx system as a redox partner for 

VKORC1 in an in vitro system. For this, yeast microsomes overexpressing human VKORC1 (0.2 

mg) were incubated with K>O in the presence or absence of purified bacterial TrxR and Trx 

expressed by E. coli, in the presence or absence of NADPH. In the figure 2 are presented the 

results obtained with the complete and incomplete Trx system (NADPH, Trx R, TRX). The 

results obtained showed that the complete system (Trx+TrxR+NADPH) sustained the VKOR 

activity catalyzed by recombinant human VKORC1 with an efficiency similar to that of DTT and 

that each element of the Trx system was clearly necessary. 
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Fig. 2: Assessment of VKOR activity with an in vitro NADPH/TrxR/Trx-driven assay. 

VKOR activity (pmol vitamin K quinone/min/mg of microsomal proteins) is presented using as the redox partner 

either 1 mM DTT or the complete or uncomplete system NADPH 200 µM +/- TrxR 0.5 µM +/- TRX 50µM. The 

results are presented as median, quartiles, minimum and maximums for at least 8 totally independent 

experiments with two replicates for each of these experiments. Non-parametric Kruskal-Wallis’ test, followed by 
Dunnett’s multiple comparison test, were performed to assess the differences between each group, which were 
represented by *. The difference between positive control DTT-VKOR (lane 5) and lanes 2, 3, and 4 is obviously 

significant but was not represented for the sake of readability. 

After verifying the dependence of the VKOR activity catalyzed by yeast microsomes 

overexpressing hVKORC1 on each component of the TrX system, the linearities of the VKOR 

activity as a function of the enzyme concentration using an incubation time of 30 minutes, and 

as a function of the incubation time using 0.2 mg of microsomal proteins were tested. Results 

are presented in Figure 3 and demonstrated that VKOR activity catalyzed by human VKORC1 

was linear as a function of time (at least for 45 min) and as a function of the quantity of 

proteins (at least up to 0.4 mg of total proteins). 
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Fig. 3: VKOR activity catalysed by microsomal fractions of yeasts overexpressing human VKORC1 A/ 

as a function of the quantity of yeast proteins added in the incubation (with an incubation time of 

30 min) and B/ as a function of the incubation time (with 0.2 mg of total proteins incubated). VKOR 

activity was determined with 200 µM of K>O in a presence of a complete NADPH/TrxR/Trx system or in the 

presence of DTT (1 mM) 

 

To ensure we were not hindering VKOR activity by providing it with a limiting amount of 

reducing power, we also evaluated VKOR activity in the NADPH/TrxR/Trx-driven system by 

independently increasing concentrations of NADPH, TrxR, and then Trx. VKOR activity 

increased with TrxR concentration, as well as with NADPH and Trx concentration, until 

reaching a plateau at around 0,5 uM for TrxR, at around 200 uM for NADPH and at 

approximately 50 uM for Trx, which decided us on using these TrxR and Trx concentrations for 

the subsequent assays. Nevertheless, to be sure to maintain a constant reductive pressure 

(NADPH > 200µM), we decided to generate NADPH in continuous excess via a self-

regenerating system comprising NADP, glucose-6-phosphate, and glucose-6-phosphate 

dehydrogenase (1,3 mM NADP, 3,3 mM glucose-6-phosphate, 0,4 U/mL glucose-6-phosphate-

dehydrogenase), and pre-incubated this self-regenerating NADPH system, TrxR, Trx and VKOR 

microsomes together in buffer for 30 minutes before prompting the reaction with the K>O 

substrate. 

The NADPH/TrxR/Trx system allows physiological activation of VKOR. 

In an attempt to respond to repeated concerns of the scientific community regarding non-

physiological K>O reduction with the traditionally used DTT, we compared the 

NADPH/TrxR/Trx system with DTT regarding two putative unnatural reactions reported to 

occur with DTT assays. Indeed, it has been suggested DTT can bypass the whole VKORC by 

reducing K>O directly, as well as bypass the luminal loop disulfide Cys43-Cys51 thought to 

relay the reducing power to the active site’s disulfide Cys132-Cys135 (Figure 1). 

DTT or Trx-system were not able to reduce K>O directly in incubation buffer when tested 

without any microsomes. When blank P. pastoris microsomes were used to evaluate the 

possibility of non-specific enzymatic reduction involving a membrane-bound protein different 

from VKORC1, neither DTT nor the Trx system drove the production of vitamin KH product 

(Fig. 4).  
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Fig. 4: The NADPH/TrxR/Trx system is not responsible for non-enzymatic side reactions 

Enzymatic assays were performed with either DTT (1 mM) or the Trx-system (see Material and Methods), in plain 

buffer, with “blank” VKOR-free Pichia pastoris microsomes, with wild type hVKORC1 microsomes or with C43A 

or C51A hVKORC1 mutants, as described on the graphs above. Products of the reaction were analysed by LC/MS. 

Each result is presented as median with quartiles of at least 5 independent experiments, with two replicates for 

each of these experiments. Non-parametric Kruskal-Wallis’ test, followed by Dunnett’s multiple comparison test, 
were performed to assess the differences between each group and significant differences were represented by 

*. 

To further decipher the mechanism of reduction of VKOR by the Trx system, we expressed in 

P. pastoris human VKORC1 in which each one of the loop cysteines, Cys51 or Cys43, was 

mutated into Ala and prepared microsomes. The NADPH/TrxR/Trx-driven enzymatic assays 

performed using these loop cysteine mutants showed no activity (Fig.4). Therefore, both loop 

cysteines are essential to the VKOR reduction pathway with the Trx system in vitro. Likewise, 

Cys51Ala and Cys43Ala mutants were also unable to drive K>O reduction in the reference DTT-

driven in vitro assay, under experimental conditions similar to those used for the Trx-driven 

assay (see Fig.4), showing that both VKOR loop cysteines are essential for in vitro VKOR activity 

regardless of its partner reductant. These results also exclude the direct reduction by DTT of 

the cysteines 132 and 135 of the catalytic site in our experimental conditions.  

Kinetic parameters obtained with the NADPH/TrxR/Trx system are comparable to those 

obtained in the presence of DTT. 

To compare the ability of redox systems to support VKOR activity, kinetic constants were 

compared in the presence of DTT or the complete TrX system complemented by the NADPH-

regenerating system. VKOR activity was determined at different K>O concentrations. Reaction 

rates of human VKORC1 towards vit K>O followed the Michaelis-Menten model (Fig.5), in both 

DTT and Trx systems, enabling determination of kinetic parameters. Km values were 44 µM 

[CI95%: 33-57] and 67 µM [CI95%: 46-96] for the Trx-driven assay and the DTT-driven assay, 

respectively and difference was statistically different (p-value=0.0038). Vmax values were 296 

pmol/min/mg of total proteins [CI95%: 273-322] and 512 pmol/min/mg of total proteins [CI95%: 



449-593] for the Trx-driven assay and the DTT-driven assay, respectively and difference was 

statistically different (p-value<0.0001). 
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Fig. 5: VKORC1 activity as a function of the K>O concentration using the DTT (red line) or the  

NADPH/TrxR/Trx-driven assay (black line). 

The curve was fitted by non-linear regression using the Michaelis-Menten model on GraphPad Prism (R²=0.9828 

for TrX-driven assay and R2=0.9666 for DTT-driven assay). Each value plotted above is the mean+/- SD of two or 

three individual determinations.  

 

To compare the ability of VKAs to inhibit VKOR activity according to the nature of the reducing 

partner (i.e. either DTT or the complete Trx system under saturating conditions), the VKOR 

activity catalysed by yeast microsomes overexpressing hVKORC1 was determined in the 

presence of different concentrations of warfarin or phenindione, and the IC50s determined 

(Fig.6). For warfarin (Fig.6, panel A) and phenindione (Fig.6, panel B) inhibition, the IC50s 

obtained in the DTT-driven assay or the Trx complete system (with an NADPH-regenerating 

system)-driven assay were not statistically significant. For warfarin, IC50 were, respectively, 

2.5 µM [CI95%: 1.5-6.1]and 1.0 µM [CI95%: 5.5-6.7], for the DTT- or the Trx complete system-

assay. For phenindione, IC50 were, respectively, 0.6 µM [CI95%: 0.3-2.8]and 0.6 µM [CI95%: 0.4-

1.3], for the DTT- or the Trx complete system-assay. 

To avoid any effect when VKORC1 is mutated and has a mutation conferring severe resistance 

to VKAs, we assessed the effect of VKAs on the rVKORC1-Y139F protein, described as highly 

resistant to first-generation VKAs. In both systems, rVKORC1-Y139F was resistant to first-

generation VKAs (IC50>100µM). However, it remained sensitive to second-generation VKAs, 

as shown in panel C of figure 6. For brodifacoum, IC50 were, respectively, 0.07 µM [CI95%: 0.03-

0.2]and 0.09 µM [CI95%: 0.05-0.3], for the DTT- or the Trx complete system-assay and were not 

statistically significant. 
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Fig. 6: Susceptibility of VKOR activity catalysed by yeast microsomes overexpressing VKORC1 

enzymes to VKAs. A/ Susceptibility of hVKORC1 to warfarin using the DTT-driven assay (red line) or the 

NADPH/TrxR/Trx-driven assay (black line), B/ Susceptibility of hVKORC1 to phenindione using the DTT-

driven assay (red line) or the NADPH/TrxR/Trx-driven assay (black line), A/ Susceptibility of rVKORC1-

Y139F to brodifacoum using the DTT-driven assay (red line) or the NADPH/TrxR/Trx-driven assay (black 

line). 

 



DISCUSSION 

VKORC1 mutations have been described in many animal species, including humans, and have 

physiological and pharmacodynamic consequences that can be very significant in both 

humans and rodents. The characterisation of the effects of VKORC1 mutations is an important 

issue that is being addressed in a variety of ways. One of the most widely used methods is the 

measurement of VKORC1 activity on microsomes using DTT as a reducing agent. However, 

other indirect methods are also described, such as methods using HEK-type cell cultures, in 

vivo approaches in animals and even in silico approaches. 

The method of measuring VKORC1 activity using DTT could cause a direct reduction of the 

disulphide bridge of the active site (C132-C135) short-circuiting the luminal cysteines, which 

would imply a shunt in the reaction mechanism of VKOR reduction. This leads to difficulties in 

interpreting the consequences of mutations in the loop and does not allow, in particular, work 

on the interactions between the proteins providing the reducing power to VKORC1 in 

mammals. Hodroge et al (J Thromb Haemost 2012; 10: 2535-43) worked on these mutations 

in human VKORC1 and observed that of the 26 mutations described 17 were present in the 

luminal loop and 9 of these were completely inactive. It would be important to repeat this 

work and show that the proteins biologically involved in the reduction of VKORC1 interact with 

VKORC1 and in particular with the luminal loop, which could explain these results. 

Indirect methods such as those using cellular approaches developed in particular by the Tie 

team (Tie J-K, Jin D-Y, Straight DL, Stafford DW. Functional study of the vitamin K cycle in 

mammalian cells. Blood. 2011;117(10):2967-74) (culture of HEK cells) expressing VKORC1 also 

have limitations because VKOR activity is measured indirectly, for example by measuring 

gamma carboxylated coagulation factor IX in the presence of vit KH2 or by assessing the ratio 

between KO and KH. This type of method has a major limitation relating to the entry of vit KH 

or vit KO into the cultured cell. However, this approach involves a VKORC1 reduction 

mechanism that is perfectly physiological. 

The in vivo efficacy of a VKA obviously depends on its ability to inhibit VKORC1, but more 

importantly on its pharmacokinetic properties, which vary considerably from one VKA to 

another. Using Wistar rats into which genes from mutant wild-type rodents have been 

introduced, it is possible to compare the effects of a VKA according to the mutation of the 

introduced gene (Grandemange A et al. 2009),). The resistance factor corresponding to the 

ratio of lethal doses 50 of VKAs as a function of the VKORC1 gene mutation is highly correlated 

with the ratio of IC50s obtained using the classical enzymatic approach. 

Each of these approaches has its limitations. However, when compared to the assessment of 

enzymatic activity in the presence of DTT, a major limitation, corresponding to the non-

physiological aspect of VKORC1 reduction, remains controversial. For this reason, we sought 

to develop a method using a protein partner to assess VKORC1 activity. Given the structural 

proximity between human VKORC1 and VKORC1 from Synecochoccus sp, the development of 

a method based on the use of bacterial thioredoxin was essential. 

The development of this method has shown that the activity is dependent on cysteines 

43 and 51 of the luminal loop, is proportional to the incubation time and the amount of protein 



incubated, and that the catalytic and inhibition constants are in agreement with the results 

obtained using the DTT method. The Vmax observed is slightly lower. However, this method 

requires the availability of Trx and TrxR and verification that the catalysed reaction is not 

dependent on the concentrations of Trx or TrxR or NADPH. However, this method opens up 

important prospects for understanding the interaction between VKORC1 and its protein 

partners. It would be important to be able to use this method to test the proteins potentially 

involved in the reduction of VKORC1, such as PDI, TMX1, TMX4 and ERP18. It will be necessary 

to test the reducing power of TrxR on these proteins or to replace TrxR with an ERO1-type 

enzyme. It would then be particularly interesting to compare the efficacy of these proteins to 

assess the role of these proteins in VKORC1 activity and then to consider testing the 

consequences of mutations in the luminal loop on the efficacy of mutant VKORC1 

.A similar application could be envisaged to determine the protein partner of 

VKORC1L1, an enzyme that is a paralog of VKORC1 but expressed mainly in extrahepatic 

tissues. 

Finally, such a method, which avoids the use of DTT, is essential to work on the second 

action of VKORC1, namely the reductase activity of VKORC1 on vitamin K quinone, 

transforming it into vitamin K hydroquinone. The reducing effect of DTT on vitamin KH is very 

significant and it seems unlikely that a method using DTT would be acceptable. 
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C. Etudes de portage leptospirosique chez des campagnols 
terrestres et des rats urbains ayant conduit à l’obtention de nouvelles 
souches de terrain 

1. Objectifs 

Les souches de référence mises à notre disposition ayant subi plusieurs cycles de repiquage, il 

a été jugé judicieux pour notre étude d’avoir également des souches bactériennes de terrain pour 

s’assurer que la motilité des leptospires n’était pas trop impactée par ce paramètre de repiquages 

successifs. Pour ce faire, nous avons eu à participer à deux projets de recherche portant sur le 

portage leptospirosique chez des campagnols terrestres dans le Puy de Dôme (article 3) et des 

populations de rats urbains à Lyon et Bordeaux (article 4).    

2. Méthodes  

Au cours de ces deux projets, des rongeurs ont été capturés et autopsiés. Outre, les prélèvements 

d’échantillons de reins et éventuellement d’urine pour la détection des leptospires, des mises en 

culture de prélèvements rénaux dans des milieux EMJH ont également été effectués. Incubées 

entre 28 et 30°C, ces cultures ont été contrôlées chaque semaine par observation au microscope 

à fond noir. Au bout de deux mois, les cultures négatives ont été jetées. Quant aux cultures 

positives, une partie a été utilisée pour nos différents tests et la seconde partie a été conservée 

à – 80°C. 

3. Résultats principaux 

Brièvement, ces deux études nous ont permis d’obtenir des nouvelles souches de leptospires 

pour nos travaux. De plus, elles ont permis de mettre en évidence le portage de Leptospira 

Kirschnerii serogroupe Grippotyphosa dans les populations de campagnols terrestres (Arvicola 

terrestris) dans le Puy-de-Dôme et de Leptospira interrogans serogroupe Icterohaemorrhagiae 

dans des populations de rats urbains à Lyon et Bordeaux.  

Les résultats de l’étude sur les campagnols terrestres (article 3) ont fait l’objet d’un article publié 

dans le journal « Pathogens » sous le titre « Identification of pathogenic Leptospira 

kirschneri serogroup Grippotyphosa in water voles (Arvicola terrestris) from ruminant 

pastures in Puy-de-Dôme, Central France. ». Quant aux résultats de l’étude sur les rats 

urbains (article 4), un article est en cours de finalisation. Ces deux articles sont présentés ci-

après. 
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Grippotyphosa in Water Voles (Arvicola terrestris) from
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Abstract: Rodents are the primary reservoirs for pathogenic Leptospira species, which cause lep-

tospirosis. Among the key potential carriers are water voles, whose population outbreaks can

consequently pose a major threat to human and animal health. We studied the prevalence, promi-

nence, and epidemiology of pathogenic Leptospira species in water voles in central France. First,

46 voles were captured, and DNA was extracted from kidney, lung, liver, blood, and urine and

tested for the presence of Leptospira using three molecular methods: PCR, O-antigen typing, and

variable number tandem repeat (VNTR) typing. We also attempted to culture leptospires from

kidney and urine samples. In addition, we investigated leptospiral antibodies in serum sam-

ples from 60 sheep using microscopic agglutination testing. These animals co-occurred with the

voles, so we sought to assess their degree of exposure and involvement in pathogen dynamics.

The overall prevalence of infection was 76.1% (CI95% [61.2%, 87.4%]). The only strain found was

L. kirschneri serogroup Grippotyphosa and a similar VNTR profile was acquired. Leptospires were

successfully cultured from kidney and urine samples for four voles. Three sheep had low anti-

body titers against the Leptospira serogroup Grippotyphosa. Taken together, our results suggest the

exclusive carriage of L. kirschneri serogroup Grippotyphosa among water voles in central France.

Nevertheless, their ability to act as reservoir hosts that transmit the pathogen to co-occurring livestock

remains unclear and merits further research.

Keywords: leptospirosis; water voles; maintenance hosts; reservoir; diagnosis; epidemiology

1. Introduction

Leptospirosis is considered to be the world’s most widespread bacterial zoonosis
and is responsible for 1.03 million cases of illness and 60,000 deaths annually [1,2]. The
clinical manifestations of the disease depend on the host. For example, infections may
be asymptomatic and highly persistent in rodents, lead to subclinical and chronic disease
in domestic ruminants, or cause severe, potentially fatal illness in humans [2–6]. Trans-
mission in humans and animals is mainly indirect, and incidence is higher in warm and
humid climatic zones [7,8]. Global climate change is likely behind the recent increase in
leptospirosis incidence and outbreaks [9,10], a trend that has been observed in the human
population of mainland France since 2014 [11]. Awareness is thus growing that leptospiro-
sis represents a significant threat to public health [12–14]. That said, little is known about
many fundamental aspects of leptospirosis epidemiology, such as pathogen ecology and
pathogen dynamics in wildlife hosts. Consequently, we have a limited understanding of
disease drivers and effective prevention strategies.

Pathogens 2023, 12, 260. https://doi.org/10.3390/pathogens12020260 https://www.mdpi.com/journal/pathogens
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The genus Leptospira currently comprises 68 species of highly diverse bacteria that form
two clades—the pathogens and the saprophytes—that each, in turn, contain two subclades
(P1 and P2 vs. S1 and S2); these groups differ in their virulence and genetic characteris-
tics [15]. Among the pathogenic species, L. interrogans, L. kirschneri, and L. borgpetersenii
predominate and circulate worldwide; L. interrogans is most commonly seen in individual
cases of leptospirosis, while L. kirschneri is regularly associated with outbreaks in hu-
mans [5,16,17]. Leptospira species are categorized into serogroups that are further divided
into serovars [18]. In epidemiological studies conducted in nature, it is essential to reliably
characterize Leptospira serogroups via standardized laboratory tests [1] because there are
strong associations between certain serogroups and hosts [5,19].

Pathogenic Leptospira species can infect all mammal species, but their dynamics and
dissemination are host specific. For example, some mammals may act as maintenance
hosts for particular serogroups, while others act as accidental hosts. In the latter group,
the outcome of infection is either recovery or death. The pathogen does not naturally
persist in accidental hosts; however, except in the case of humans, accidental hosts can
contribute to ecosystem-level pathogen persistence if they co-occur with hosts of either
type [20]. Conversely, maintenance hosts tend to be infected by particular serogroups that
colonize the kidneys and are shed in the urine over long periods of time [21]. They may act
as chronic selective carriers of particular Leptospira serogroups in a range of ecosystems
and possibly transmit the pathogen to accidental hosts [1]. For example: brown rats (Rattus
norvegicus) are thought to be selective carriers of the serogroup Icterohaemorrhagiae and
cause accidental infections in humans [22,23]. Cattle (Bos taurus) are selective carriers of
the serogroup Sejroe [24]; dogs (Canis familiaris) of the serogroup Canicola [25]; and swine
(Sus scrofa) of the serogroups Australis and Pomona [5,26–28]. Although rats, cattle, dogs,
and pigs might serve as maintenance hosts for other Leptospira serogroups, experimental
research has yet to explore this question. Particular Leptospira serogroups persist within
ecosystems thanks to specific host–pathogen relationships and ecological interactions,
which means that ecosystems each possess their own set of maintenance mechanisms and
levels of environmental contamination [20,29]. The hosts making the greatest contributions
to these dynamics form the maintenance community and can end up infecting target species
of concern [20,21]. Over the past 50 years, mainland France has witnessed dramatic shifts
in land cover as a result of agricultural development, leading to decreased biodiversity [30].
In the current pasture ecosystems of central France, water voles (Arvicola terrestris) and
domestic ruminants are the dominant fauna [31]. They co-occur and may share a number
of epidemiological connections.

Outbreaks of water vole populations occur every 6 years on average, with densities
peaking at 500–1000 individuals/hectare for 1–3 years [32,33]. If a vole population is headed
toward an outbreak and is hosting a pathogenic Leptospira species, humans, livestock, and
other animals in the same environment may be at risk [34]. Recently in Europe, the
presence of Leptospira species has been reported in a variety of voles, such as common voles
(Microtus arvalis), field voles (Microtus agretis), water voles (Arvicola terrestris), and bank
voles (Myodes glareolus). These studies were mainly conducted in Germany and Spain and
specifically identified L. kirchneri, L. borgpeterseni, and L. interrogans [35–38]. A handful of
more detailed studies have been carried out on European water vole populations, including
two in eastern France. One showed that water voles were carrying Leptospira species but did
not identify any genetic profile [39]. The second found L. kirschneri to be the only species
present [40]. However, research has yet to address the prevalence of Leptospira species in
water voles in central France while also examining the voles’ potential role in transmitting
leptospires to hosts such as domestic ruminants. This issue is particularly important to
address given the regular occurrence of vole outbreaks.

Our study’s major aim was to investigate the potential role of water voles and sheep
in Leptospira epidemiology in pasture ecosystems in central France. To this end, our
specific objectives were as follows: (1) characterize Leptospira prevalence in vole populations
during outbreaks; (2) determine whether leptospires were present in vole tissues to clarify
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potential infection type (chronic vs. acute) and transmission pathways; (3) obtain complete
genetic profiles, namely serogroup identity, and assess whether selective carriage could
be occurring; and (4) ascertain whether water voles might transmit leptospires to co-
occurring sheep.

2. Materials and Methods

2.1. Ethics Statement on Vole Sampling

The authors confirm that all the research described herein complied with national and
institutional regulations related to the care and use of animals (APAFiS, no. 37713, project
authorization no. 2238).

2.2. Provision of Sheep Blood Samples

Sheep blood samples collected for annual herd prophylaxis program were used in this
study after obtaining owner consent.

2.3. Sampling Sites

We trapped water voles in three different livestock breeding sites over a single day
in November 2021. The pastures were separated by 1.4 to 1.6 km and were located in the
French administrative department of Puy-de-Dôme. This department is in central France
and nearly 50% of its surface area (400,000 ha) is dedicated to agriculture, mainly in the
form of grasslands [41]. Vole outbreaks are common in Puy-de-Dôme; population densities
can exceed 500 voles/ha [42,43]. We selected these three study sites because they had large
vole populations and displayed specific environmental characteristics, notably agricultural
lands with crops organized into plot systems (Figure 1).

Our study’s major aim was to investigate the potential role of water voles and sheep 

 

Figure 1. Location of the three study sites in Puy-de-Dôme, France. The map was created with

DIVA-GIS (v. 7.5) and data from Corine Land Cover (2018 Edition, mainland France); it was designed

with QGIS 3.16.1 Hannover.

2.4. Vole Trapping and Sampling

Voles were live captured using tube traps and lethally captured using Topcat traps.
The 26 living voles were immediately anaesthetized using isoflurane and euthanized via
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cardiac puncture and cervical dislocation. They were quickly dissected to take tissue
samples, which were then stored at −20 ◦C for 4 weeks, at which point the molecular
analyses were conducted. These animals are hereafter referred to as the euthanized voles.
Twenty voles were lethally captured. Their entire bodies were immediately frozen and
then stored at −20 ◦C. Dissection and tissue sampling occurred 10 weeks later and were
immediately preceded by a 24-h thawing period. These animals are hereafter referred to
as the cold-stored voles. For each vole, we noted the following: sex (presence of genital
tract = females, presence of testes/penis = male), length (body = from nose to anus and
overall = from nose to tail), and state of sexual maturity (developed uterus for females,
presence of seminal vesicles for males).

For both groups, dissection and tissue sampling took place as follows. Three sets of dis-
secting instruments were alternated during these processes. To prevent cross-contamination,
the instruments were regularly cleaned and disinfected, notably between tissue sampling
within animals and between dissections across animals. When possible, samples of kidney,
lung, liver, blood, and urine were collected for each animal. Kidney and lung samples were
obtained to evaluate evidence of renal colonization and pulmonary carriage, respectively;
the latter has been described in rats [44]. Blood and liver samples were obtained to assess
the occurrence of acute septicemic infection, and urine was obtained to evaluate the possi-
bility of leptospire excretion. All the samples were stored individually in 2-mL Eppendorf
tubes at −20 ◦C until the molecular analyses could be carried out.

2.5. Sheep Sampling

Serological diagnosis is considered adequate to define Leptospira-status among sheep
herds and determine circulating leptospiral antibodies (with antibodies persisting several
months) by the World Organization for Animal Health (WOAH) [45]. At least 10% of the
herd was sampled, in order to gather relevant data at the herd level as recommended by
the WOAH [45].

Site 3 hosted a herd of nearly 200 sheep. Consequently, samples were taken from
2 batches of 30 sheep at 2 time points: 6 months after the grazing period and 6 months after
the initial sampling period, which was 2 weeks immediately after the next grazing period.

2.6. Culturing Leptospires from Urine and Renal Tissue

We attempted to culture Leptospira bacteria from urine and kidney samples using
Ellinghausen–McCullough–Johnson–Harris (EMJH) medium. First, EJMH and EJMH
STAFF media were prepared under sterile conditions, as described elsewhere [46]. Briefly,
a volume of 1 mL of urine was collected and a piece of fresh kidney tissue of about 1 cm3

was crushed inside the tube of a sterile syringe of 5 mL using the plunger. A volume
of 1 mL of both preparations was independently added to a first tube containing EJMH
STAFF medium. The tubes were vortexed for a few seconds, yielding a 1/10 dilution. Next,
1 mL of the diluted solutions was transferred to a second set of tubes that contained EJMH
medium. These tubes were vortexed for a few seconds, yielding a 1/100 dilution. The tubes
were then incubated at 30 ◦C. Over a two-month period, we regularly assessed the presence
or potential growth of leptospires on the medium via dark-field microscopy (DFM) [47]. If
no leptospires were observed during that period, culture was considered negative.

2.7. Extraction and Detection of Leptospira DNA

DNA was isolated from kidney, lung, liver, blood and urine using a DNeasy Blood
and Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany) and from successful cultures (containing at least
5 × 106 cells) using a QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France). In both cases,
we followed the manufacturer’s instructions. The quantitation of the β-actin endogenous
housekeeping gene using real time PCR (RT-PCR) was used to assess the efficiency of DNA
extraction and the absence of inhibitors for each sample and served as an internal control
for the target gene expression [48]. RT-PCR targeting the 16S rRNA gene was performed
using AgPath-ID™ One-Step RT-PCR Reagents (Applied Biosystems) and specific primers



Pathogens 2023, 12, 260 5 of 15

previously described to detect for pathogenic Leptospira species [49]. The PCR conditions
were as follows: 10 min at 95 ◦C as the denaturation step, and 40 cycles of (a) 15 s at 95 ◦C
as the amplification step and (b) 1 min at 60 ◦C as the annealing step. Each run included a
negative control (the PCR mix without the target DNA) and a positive control (DNA from
the L. interrogans serovar Icterohaemorrhagiae ENVN strain). When a sample had a cycle
threshold (CT) that was equal to or less than 40, it was considered to be positive for Leptospira.

2.8. Genetic Characterization of Leptospira

2.8.1. Conventional PCR Targeting the 16S rDNA Gene

Samples found to be positive for Leptospira via RT-PCR were then subject to con-
ventional PCR (cPCR) targeting the 16S rDNA gene, using specific primers described
elsewhere [50]. We used a HotStarTaq DNA Polymerase Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France)
and the following cPCR conditions: 15 min at 95 ◦C as the first denaturation step; 40 cycles
of (a) 15 s at 95 ◦C for the second denaturation step, (b) 30 s at 57 ◦C as the annealing
step, and (c) 1 min at 72 ◦C as the initial elongation step; and 10 min at 72 ◦C as the final
elongation step. Each run included a negative control (the PCR mix without the target
DNA) and a positive control (DNA from the L. interrogans serovar Icterohaemorrhagiae
ENVN strain). The amplified products were verified utilizing electrophoresis on 1% agarose
gel (30 min at 100 v). Under ultraviolet light (UV) conditions, the products’ molecular
weights were assessed via comparisons with a 100-bp ladder (Invitrogen) and the positive
control. The products were then subject to Sanger sequencing (performed by Genoscreen,
Lille, France). ChromasPro (v. 2.6.6) was used to assemble the sequences, creating contigs.
We then identified the Leptospira species present using an NCBI Nucleotide BLAST search
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov, (accessed on 1 November 2022)).

2.8.2. Molecular Typing of Leptospira DNA Based on O-Antigen and Variable Number
Tandem Repeat (VNTR) Methods

To identify the Leptospira strains present, we used two forms of molecular typing, one
using O-antigen and one using VNTR. O-antigen typing was performed on positive samples
(CT ≤ 40) obtained from renal tissue and successful cultures, using primers conceived in
previous article [51]. The cPCR conditions were as follows: 15 min at 95 ◦C as the first
denaturation step; 30 cycles of (a) 30 s at 94 ◦C as the second denaturation step, (b) 30 s at
60 ◦C, and (c) 1 min at 72 ◦C as the initial extension step; and 10 min at 72 ◦C as the final
extension step. Each run included a negative and a positive control. The PCR mix without
the target DNA was the negative control. DNA from the L. kirschneri serovar Grippotyphosa
Moskva V strain and from the L. interrogans serovar Icterohaemorrhagiae ENVN strain
were the positive controls; they allowed serogroup differentiation. The amplified products
were verified utilizing electrophoresis on 1% agarose gel (30 min at 100 v). Under UV
conditions, the products’ molecular weights were assessed via comparisons with a 100-bp
ladder (Invitrogen) and the positive control.

VNTR typing was performed on positive samples (CT < 35) obtained from renal tissue
and successful cultures. VNTR-4, VNTR-7, and VNTR-10 loci were amplified using primers
described elsewhere [52]. The cPCR conditions were as follows: 15 min at 95 ◦C as the first
denaturation step; 40 cycles of (a) 30 s at 95 ◦C as the second denaturation step, (b) 30 s at
54 ◦C (VNTR-4/VNTR-7) or 52 ◦C (VNTR-10) as the annealing step, (c) 1 min at 72 ◦C as
the initial extension step; and 10 min at 72 ◦C as the final extension step. Each run included
a negative control as well as VNTR-specific positive controls: there were 4 controls for
VNTR-4 (copies 0-1-2-3), 2 controls for VNTR-7 (copies 1 and 2), and 4 controls for VNTR-10
(copies 4-7-11-12). The amplified products were verified utilizing electrophoresis on 1%
agarose gel (30 min at 100 v). Under UV conditions, the products’ molecular weights were
assessed via comparisons with a 100-bp ladder (Invitrogen) and the positive controls. Band
sizes were used to deduce the copy number of the repeats relative to each VNTR and, thus,
establish a VNTR profile for each sample.
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2.9. Microagglutination Testing

Microscopic agglutination test (MATs) were carried out on the sheep’s blood samples
using a panel of live isolated leptospires. We considered a series of 12 serogroups (and their
associated serovars): Australis (Australis, Bratislava, Munchen), Autumnalis (Autumnalis,
Bim), Ballum (Castellonis), Bataviae (Bataviae), Canicola (Canicola), Grippotyphosa (Grip-
potyphosa, Vanderhoedoni), Icterohaemorrhagiae (Icterohaemorrhagiae, Copenhageni),
Panama (Panama, Mangus), Pomona (Pomona, Mozdok), Pyrogenes (Pyrogenes), Sejroe
(Sejroe, Saxkoebing, Hardjo, Wolffi), and Tarassovi (Tarassovi) (Table S1). Leptospire agglu-
tination was assessed using DFM. Any samples with an agglutination level of at least 50%
were further diluted to establish the titer endpoint for each of the 22 serovars tested. A titer
of 1:100 was used as the cut-off threshold for seropositivity, as per WOAH guidelines [45].
MAT results were analyzed at the serogroup level [53]. The putative serogroup responsible
for an infection was identified when a titer was obtained against one or more serovars in a
given serogroup or when the maximum titer against a given serogroup was at least three-
fold higher than those against any other serogroups. We classified samples as displaying
equal dominance when they reacted to two or more serogroups but there was less than a
threefold difference in titers. In such instances, the result was deemed to be inconclusive;
such is a frequent outcome given cross reactions.

2.10. Data Analysis

A vole was considered to be infected with Leptospira if at least one specimen was tested
positive. The characteristics of infected and uninfected voles were compared using Rstudio
(v. 1.3.1093, Apricot Nasturtium). An ANOVA (t.test function) was performed to evaluate
the influence of length on infection status. A Chi-square test (chisq.test function) was
used to assess the influences of sex, sexual maturity, category, and study site on infection
status, including the estimate of p-value to consider small populations. The 95% confidence
intervals for prevalence were calculated using the binom.test function.

3. Results

3.1. Vole Characteristics

Among the voles sampled, there were more females than males (56.5% [26/46] vs.
43.5% [20/46], respectively). Over half had reached sexual maturity (56.5% [26/46]). Their
average body length (nose to anus) was 15 cm, and average overall length (nose to tail) was
20.5 cm. Vole characteristics differed among the three study sites (Figure 2).

Most voles displayed an absence of morphological abnormalities in their tissues. Just
three euthanized voles were found to have liver cysts. Additional information is available
in Table S2.

3.2. Vole Infection Status

3.2.1. Cultures

Leptospires were successfully cultured from the tissues (n = 4 kidney samples, n = 1
urine sample) of four euthanized voles.

3.2.2. Characteristics of Infected Voles

Based on the RT-PCR results for the kidney samples, infection status was unrelated to
vole sex, sexual maturity status, or site of origin. However, euthanized voles were more
likely than cold-stored voles to be infected; the same was true for voles with greater overall
lengths (Table 1).
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Figure 2. Differences in vole characteristics across the three Puy-de-Dôme study sites. (Top left): Sex.

(Top right): Sexual maturity status. (Bottom left): Overall average length. (Bottom right): Sampling category.

Table 1. Relationship between infection status (positive vs. negative) and vole characteristics based

on the RT-PCR results for kidney samples.

Characteristics Subcategory
Total (%)
(n = 46)

Positive (%)
(n = 35)

Negative (%)
(n = 11)

p-Value *

Sex Male 20 (43.5) 15 (42.9) 5 (45.4) 1
Female 26 (56.5) 20 (57.1) 6 (54.5)

Sexual maturity Mature 26 (56.5) 22 (62.9) 4 (36.4) 0.2
Immature 20 (43.5) 13 (37.1) 7 (63.6)

Sampling category Euthanized 26 (56.5) 25 (71.4) 1 (9.1) 0.001
Cold-stored 20 (43.5) 10 (28.6) 10 (90.9)

Site Site 1 16 (34.8) 15 (42.9) 1 (9.1) -
Site 2 9 (19.6) 8 (22.9) 1 (9.1) 1
Site 3 21 (45.6) 12 (34.2) 9 (81.8) 0.3

Overall length (cm) Median (Q1–Q3) 21 (18.25–22.6) 21 (19.5–22.8) 17 (16.5–21.8) 0.03

* determined using the most appropriate test (Chi-squared test or Anova exact test).

3.2.3. Detecting Leptospira Infection in Voles

Based on the RT-PCR results, 35 of the 46 voles were positive for Leptospira DNA,
resulting in an overall prevalence of 76% (CI95% [61%, 87%]). Although the differences were
not statistically significant, prevalence tended to vary among the study site: site 1 had a
prevalence of 93.7% (CI95% [69.7%, 99.8%], n = 16); site 2 had a prevalence of 88.9% (CI95%

[51.7%, 99.7%], n = 9); and site 3 had a prevalence of 57.1% (CI95% [34%, 78,2%], n = 21)
(Figure 3).

All the voles that tested positive had positive kidney samples. In most cases, their
other specimens (urine, lung, liver, and blood) also tested positive (Figure 4). Among the
25 positive euthanized voles, all but one had multiple infected specimens. Among the
10 positive cold-stored voles, infections were detected solely in the kidney specimens (9/10)
or in both the kidney and urine specimens (1/10).
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Figure 3. Prevalence (±CI95%) of Leptospira infection in voles across the three study sites.
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Figure 4. Presence of infection across specimens in voles testing positive for Leptospira via RT-PCR.

3.2.4. Molecular Typing of Leptospira Strains in Voles

We obtained the predicted 330-bp fragments when we conducted cPCR on Leptospira
DNA obtained from the vole specimens (i.e., kidney, lung, liver, blood, and urine) and
successful cultures that had tested positive via RT-PCR (CT ≤ 40); the positive controls
confirmed result reliability [54]. In the BLAST search, all the sequences displayed high
nucleotide affinity (97–100%) with L. kirschneri (GenBank accession number MK726123.1).

O-antigen typing was applied to DNA obtained from kidney samples (n = 19 samples) and
successful cultures (n = 4) that had tested positive via RT-PCR (CT ≤ 40); the positive controls
confirmed result reliability. Evidence was found for the presence of the Leptospira serogroup
Grippotyphosa (GRIP) but not for the Leptospira serogroup Icterohaemorrhagiae (IH).

Two VNTR profiles were observed in the DNA obtained from the kidney samples.
The 1-2-11 profile was complete and had 1 TR copy at the VNTR 4 locus, 2 TR copies at the
VNTR 7 locus, and 11 TR copies at the VNTR 10 locus. The 1-2-X profile was incomplete
and had 1 TR copy at the VNTR 4 locus, 2 TR copies at the VNTR 7 locus, and no observable
amplification at the VNTR 10 locus. The first profile was seen in 9 of the 14 samples, and
the second profile was seen in 5 of the 14 samples. The first VNTR profile was also seen
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in all four of the DNA samples from the successful cultures. A summary of the molecular
typing results for the DNA obtained from the kidney samples is provided in Table 2.

Table 2. Molecular results for Leptospira DNA extracted from renal tissue.

Voles
RT-PCR
Positive

Presence of
L. kirschneri

O-Antigen—
GRIP

VNTR
Profile 1-2-11

VNTR
Profile 1-2-X

Nb/Nbt 35/46 35/35 19/35 9/14 † 5/14 †

Nb, number of voles testing positive; Nbt, total number of voles tested; RT-PCR, real time PCR; GRIP, Grippoty-
phosa; VNTR, variable number of tandem repeat; †, positivity threshold: CT < 35.

3.3. Leptospira Seroprevalence in Sheep

Microagglutination Testing

In the first sampling round, four sheep were seropositive (MAT titers ≥ 1:100). Their re-
actions to the Leptospira serogroups were as follows: two reacted to IH (titer values = 1:100);
one reacted to IH and GRIP (both titer values = 1:100); and one reacted to Sejroe (SJ)
(titer value = 1:200).

In the second sampling round, two sheep were seropositive (MAT titers = 1:100), and
both reacted to GRIP.

4. Discussion

This study shows the important and potential exclusive carriage of L. kirschneri
serogroup Grippotyphosa in water vole populations across three Puy-de-Dôme pastures,
as well as the seroconversion of sympatric sheep likely exposed to Leptospira serogroup
Grippotyphosa following their grazing on site 3.

Leptospira infections in water voles
Across all three water vole populations, the prevalence of Leptospira infection was

76% (CI95% [61%, 87%]). In infected animals, pathogenic Leptospira DNA was consistently
found in the kidneys, which is unsurprising since these organs are frequently colonized by
leptospires [1,55,56]. What is surprising is that this prevalence is markedly higher than that
seen in R. norvegicus in France (26%, CI95% [20%, 33%]) [57], an intriguing result because
R. norvegicus is considered to be the primary reservoir host for the pathogen causing human
leptospirosis [23]. Such findings underscore that Leptospira prevalence can be extremely
high in water vole populations, which highlights the need to explore their role in the
epidemiology of leptospirosis.

If anything, it seems likely that 76% was an underestimate given that 20 of the 46 voles
making up our sample belonged to the cold-stored group, which was less likely than the
euthanized group to test positive for infection. This pattern may stem from methodological
differences. The euthanized voles immediately underwent dissection and tissue sampling,
and the molecular analyses occurred after just four weeks of sample cold storage. In
contrast, the cold-stored voles went about ten weeks before dissection and tissue sampling
were conducted. DNA concentrations start to decline after such lengths of time [58] because
freezing affects bacterial richness and abundance; consequently, the likelihood of detecting
any Leptospira DNA probably fell [59–61]. In addition, compared to the euthanized voles,
the cold-stored voles experienced one additional cycle of freezing/thawing prior to the
molecular analyses. It is known that the number of freezing/thawing cycles can cause
DNA degradation and reduce amplification success, leading to a higher probability of false
negatives [62–64]. Finally, the thawing period experienced by the cold-stored voles could
have allowed the intestinal microbiota to trickle through the permeable intestinal tissue. If
leptospires were present, their concentrations could have been diluted by this other source
of bacteria, reducing the detectability of Leptospira DNA. That said, no such phenomenon
has ever been reported in the literature.

In past research, certain rodent characteristics have been associated with infection
status. Indeed, females are at greater risk of Leptospira infections than are males [65–67].
Furthermore, sexually mature rodents have a higher probability than juveniles of acquiring
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the pathogen because they can experience direct transmission during copulation and they
spend more time exploring the outer environment [68]. Our study’s small sample size
(n = 46) might be inadequate for testing whether sex and sexual maturity influence infection
status in water voles.

Evidence of chronic Leptospira infection in water voles
To better understand how water voles contribute to Leptospira epidemiology in pasture

ecosystems, it is necessary to determine whether they experience acute or chronic infection.
Indeed, if the infection is chronic and has a limited impact on host health, the bacteria
could more easily be maintained in the kidneys and shed over prolonged periods of time,
such as occurs in rats [22]. The tissue infection patterns we observed provide insight
into this question. None of the voles we captured displayed morphological abnormalities
(e.g., nephritis or hemorrhaging) that could be attributed to Leptospira [69,70]. At the
same time, leptospires were clearly present in one or more of the voles’ tissues. Out of
the 35 infected voles, 14 had positive kidney or kidney and urine samples but negative
lung, liver, and blood samples. Such results suggest that bacterial presence is long lasting
and stable in the kidneys. This pattern is seen in chronic infections in rats: leptospires
remain in the kidneys long after they have been cleared from other organs (~one week
post infection) [71]. In the other infected voles, Leptospira was simultaneously present
in multiple tissues. The latter was unlikely to be evidence of an acute infection because
leptospires were absent from the blood in all but one case.

Potential modes of Leptospira transmission in water voles
To assess whether voles could shed Leptospira in their urine, it is necessary to evaluate

whether leptospires in the urine are viable, which can be assessed by culturing bacteria from
urine samples [72,73]. In the case of one infected animal (euthanized vole 10), we obtained
a successful culture from both urine and kidney samples. This finding provides evidence
of leptospire viability and suggests that the other voles with positive urine samples could
have been shedding viable Leptospira. Overall, samples from 4 of the 26 euthanized voles
gave rise to successful cultures, even though Leptospira bacteria are notoriously challenging
to isolate because of their slow growth [74]. One reason that successful cultures were
not obtained for the other infected voles could relate to pathogen concentrations. The
greater the pathogen concentration in a sample, the lower the CT value and the higher the
probability of obtaining a successful culture [75,76]. Indeed, kidney and urine samples
with CT values exceeding 22 never resulted in successful cultures. These results indicate
that culturing is a far less sensitive technique than is PCR, as highlighted by numerous
studies [77,78].

Observations supporting selective Leptospira carriage by water voles
In our study, genotype related to serogroup GRIP was reported for most of the infected

voles (expect for those for which CT ≥ 34) through O-antigen typing, a finding that suggests
selective carriage is occurring.

The VNTR results provide additional support for this idea. Nine of the 14 voles with
low CT values (≤28) were found to carry Leptospira with the same genetic profile: 1 TR copy
at VNTR4; 2 TR copies at VNTR7; and 11 TR copies at VNTR10. Five voles with higher CT

values (range: 29.8–34.4) carried Leptospira with a similar but incomplete profile: 1 TR copy
at VNTR4; 2 TR copies at VNTR7; and X TR copies at VNTR10. Voles are territorial and live
in colonies whose members display restricted movements. Therefore, a given population
is likely to maintain a given Leptospira strain. We hypothesize that the incomplete second
profile is actually the same as the first. Our second profile is the same as an incomplete
L. kirschneri profile obtained from voles in eastern France [40]; as such, it might also be
identical to our complete genetic profile. These findings provide support for the notion that
even voles in distant ecosystems selectively carry Leptospira with similar genetic profiles.
The complete profile we obtained does not match up with any of the profiles described
previously [52], which may suggest it is an unreported profile for the serogroup GRIP.
Future research should use next-generation sequencing to completely characterize the
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genomes of these strains. The results should reveal the regions that best differentiate the
strains, allowing for easier identification.

Role of water voles in Leptospira epidemiology
O-antigen and VNTR typing both yielded support for the hypothesis that voles se-

lectively carry and maintain Leptospira related to the serogroup GRIP. Thus, the pathogen
is likely present in large concentrations in pasture soils. The MATs revealed that 3 of
the 60 sheep tested had antibodies (titer = 1:100) against the serogroup GRIP, suggesting
they had previously been infected by the latter serogroup. Previous research using MATs
found similarly low antibody titers in sheep [79–81]. We might have expected higher
seropositivity in the sheep given the markedly high pathogen prevalence in the water
voles. Furthermore, Puy-de-Dôme experiences climatic conditions (e.g., regular rainfall
and stable relative humidity) that should promote the survival of any leptospires present
in diluted animal urine [82,83]. However, it may be that sheep rarely come in contact
with water vole urine. In grasslands, most voles remain underground in burrows that
are permanently sealed, although they may occasionally open up during dry periods; as
a result, the animals rarely come up to the soil surface [84]. It is also possible that sheep
display a low rate of seroconversion following infection [5]. Consequently, the frequency of
transmission between water voles and sheep remains unclear, as does the degree to which
sheep may be accidental hosts. Beyond understanding that water voles are maintenance
hosts for L. kirschneri serogroup GRIP, we know little about the role played by these rodents
in leptospirosis epidemiology.

Studying the water vole’s predators could be instructive. Research in mainland France
characterized the Leptospira bacteria behind renal infections in various wildlife species and
discovered that genetic profile diversity was greater in species that prey upon rodents [85].
Notably, L. kirshneri serogroup GRIP was detected in certain mustelids, while foxes (Vulpes
vulpes) tended to harbor L. interrogans. In contrast, no wolves (Canis lupus) were found to be
infected. Furthermore, other studies found that canines were seropositive for the serogroup
GRIP in France [86], as were wolves in Italy [87]. It is evident that further research is needed
to clarify how the water vole’s predators might contribute to Leptospira transmission.

Over recent years, several leptospirosis outbreaks in human populations in France
have been linked to L. kirschneri associated to the serogroup GRIP [14,88]. In addition,
these same Leptospira strain have been found to cause accidental infections in domestic
animals [89–91]. To date, a single study has sought to characterize the genetic profiles of
pathogenic Leptospira serogroups in wild mammals in France: none of the animal species
tested appeared to be a maintenance host for the serogroup GRIP [85]. Consequently,
none of them seem to be responsible for cases of leptospirosis provoked by this Leptospira
serogroup. Given that our results strongly support the water vole’s role as a maintenance
host of L. kirschneri serogroups GRIP, they can inform future work tracking the sources of
Leptospira infections in humans and domestic animals.

5. Conclusions

This study found a high prevalence of Leptospira infection in water vole populations in
central France. Across infections and sites, a single profile emerged: L. kirschneri serogroup
GRIP. This finding suggests that water voles selectively carry this Leptospira strain, an idea
supported by results from RT-PCR, cPCR, O-antigen typing, and VNTR typing. At the same
time, the water vole’s contribution to infections in domestic animals remains undetermined
given the low seroprevalence observed in sheep co-occurring in the same habitat. It is
important to take this research further because the water vole is the first species to be
identified as a selective carrier of L. kirschneri serogroup GRIP. To clarify the epidemiology
of leptospirosis in France, additional studies should be conducted on voles as well as on
the wild and domestic animals that share the same habitat.
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1 Introduction 

Leptospirosis, a zoonosis of worldwide occurrence (Levett 2001), caused by a 
Leptospira spirochete, is a genuine public health issue, with significant consequences 
for both humans and animals (Haake 2015 ; Ellis 2015). In humans, symptoms are 
highly variable, making diagnosis complex, ranging from a mild flu-like syndrome to 
severe forms with multi-organ failure resulting in pulmonary hemorrhage, jaundice, 
meningitis, often leading ultimately to respiratory and/or renal failure with high mortality 
rates (Seijo 2002; Silva 2002; Dolhnikoff 2007; Daher 1999; Rajapakse 2022). 
Approximately 1 million individuals worldwide are afflicted by this disease, which 
causes nearly 60,000 deaths every year (Costa 2015). This variability in clinical signs, 
found in many other disorders, and the lack of awareness among clinicians contribute 
to misdiagnosis of the disease, despite the existence of commonly used diagnostic 
tests (Levett 2001 ; WHO 2003). In animals, it can lead to significant economic losses 
for farmers due to abortions and stillbirths (Ellis 2015). 
Leptospirosis, once considered a bacterial disease that mainly affected rural 
populations (Levett 1999 ; Baranton 2006), is now deemed a re-emerging public health 
concern in many countries. The disease is on the rise in developed countries where 
certain leisure sports (Boland 2004 ; Guillois 2018) and the presence of unhealthy 
urban environments (Socolovschi 2011) exacerbate the issue, making it an increasing 
threat to urban health. Metropolitan France is not exempt as it has one of the highest 
incidence rates in Europe (Baranton, 2006), estimated to be at 1 case per 100,000 
inhabitants in 2014 and 2015 (Bourhy, 2017). 
Transmission to humans or animals occurs through direct or indirect contact with 
infected animals' urine or body secretions, or via contaminated environments (Who, 
2003; Xue, 2009; Haake, 2015). A range of animal species, such as fish, amphibians, 
reptiles, birds, and mammals, can act as hosts for leptospires, as revealed by various 
studies (Who 2003, Adler 2010, Haake 2015). Some species are susceptible and 
considered accidental hosts, presenting a severe form of the infection with severe 
clinical signs but excreting a limited quantity of leptospires; others are chronic, 
asymptomatic carriers, hosting the bacteria in the kidney and excreting it abundantly 
and intermittently in their urine. These chronic carriers thus ensure the persistence of 
leptospires in the environment, to which accidental hosts are exposed. Among chronic 
carriers, the brown rat (Rattus norvegicus) is considered the main known reservoir for 
Leptospira infections (Twigg 1973, Faine 1999, Haake 2015, Himsworth 2014) and 
plays a major epidemiological role in the transmission of leptospirosis as they are 
prevalent in urban areas and strongly linked to human activities. Indeed, the brown rat 



is a synanthropic species (Shochat 2010), requiring humans to maintain its population 
(Aplin, 2003). They are also able to adapt quickly and easily to a variety of 
environments. As a result, they massively colonize urban areas, and can reach very 
high population densities in certain zones, particularly in areas of insalubrious and 
dilapidated infrastructures (Bradley 2007; Despommier 2006), which present favorable 
environmental conditions for their proliferation: abundant food sources and easy 
nesting areas. Because of its destructive behavior, its proliferation is the cause of 
numerous conflicts (Aplin 2003). 
Nowadays, many large cities have problems with rat infestations and must therefore 
deal with this leptospirosis risk. According to the prevalence reported in the literature 
(Easterbrook, 2007 ; Koizumi, 2009 ; Krøjgaard, 2009 ; Shao et al, 2022 ; Bedoya-Pérez 

et al, 2023), this risk seems to vary between cities, and even within the same city (Ayral 
et al, 2015). Indeed, prevalence ranging from a few percent to almost 70% are reported 
in the literature.  Unfortunately, the "age" factor is never considered as an adjustment 
variable. Depending on the mode of intraspecific transmission, the "age" factor may be 
crucial, depending on whether the rat is contaminated mainly via the environment or 
through contact with its congeners. Considering the difficulty of trapping brown rats in 
cities, studying the dynamics of leptospirosis infections within the same brown rat 
population is a real challenge. However, this is a crucial question, and a more 
comprehensive understanding of the dynamics of leptospirosis infections in brown rats 
could help to mitigate the role of brown rats in the spread of the disease, by contributing 
to the implementation of appropriate surveillance program and possibly measures to 
prevent their contamination. 
The aim of this study was (1) to describe the prevalence of leptospires carriage in two 
different brown rat populations located in poor urban areas with high human population 
densities and under different climatic constraints, (2) to identify the age-related 
influence on leptospires carriage and (3) to identify the mode(s) of contamination within 
the rat population. To achieve this, an innovative and original trapping method was 
used to access the entire population, rather than a very limited and unrepresentative 
sample. 

2 Materials and methods 

2.1 Ethics status  
This study benefited from pest control campaigns carried out by approved social 
landlords around social housing, following multiple complaints from residents. The 
social landlords commissioned pest control operators (PCO) to biologically manage 
the outbreaks without the use of rodenticides, using ferrets to dislodge rats from their 
galleries and trapping them with nets when they emerged from their galleries. 
After trapping, experimental procedures on the rats was performed according to an 
experimental protocol following international guidelines and with approval from the 
ethics committee of the Veterinary School of Lyon and French authorities (authorization 
n°#37713-2022042712262465).This study complied with the ethical standards of 
European regulations governing the care and use of animals in research (Directive 
2010/63/EU) and it did not involve any endangered or protected species, or protected 
areas. 
2.2 Study area and period 

The captures were carried out between February and June 2023 around social housing 
units with high human population densities, high levels of insalubrity, and high brown 



rat population densities, with numerous signs of presence and rats visible in vegetation 
areas in the middle of the day. Captures were made in all surrounding vegetated plots 
where rat galleries were visible, to capture all or almost all of the rat population present 
in the vicinity of the housing. Two social housing sectors were included in the study. 
The largest area of social housings was in the city of Lyon (more than 500,000 
inhabitants), capital of the Auvergne-Rhône-Alpes region (Figure 1, on the right). This 
city is in southeastern of France (Blanchard 1918) and has a semi-continental climate 
with Mediterranean influences (Annick 2010), with more rainfall in summer than in 
winter. The social housings area was in the 8th arrondissement, south-east of Lyon. 
The trapping area covered approximately 6 hectares around 10 buildings. Trapping 
lasted from February to June 2023, with 2 to 3 trapping sessions per spot of vegetation 
in which galleries and/or signs of presence were detected. The last trapping confirmed 
that there were no more individuals in the spot. The second area of social housings 
was in Bordeaux (more than 250,000 inhabitants), capital of the Nouvelle-Aquitaine 
region (Figure 1, on the left). This city is in southwestern of France (Blanchard 1918) 
and has an oceanic climate. The social housings area was located to the north of the 
Grand Parc district. The capture area was more limited, covering around 0.3 hectares 
around a single building. Trapping lasted a full week, with 2 to 3 trapping sessions per 
spot of vegetation. The last trapping confirmed that there were no more individuals in 
the spot. 

Figure 1 : Trapping areas in Bordeaux and Lyon, France 

2.3 Trapping method 

The rodents were captured by PCO commissioned by the social landlords. The PCO 
implemented an innovative biological trapping method that enabled us to capture all or 
almost all the rats present in our study areas.  The rats were captures alive using 
specially trained ferrets (15 ferrets were used to cover all the areas). The first step was 
to detect all the galleries present in the study areas. For trapping rats, after sealing off 
the area around the gallery(ies) with robust fine-meshed nets, the ferrets were released 
within the restricted perimeter. The ferrets infiltrated the tunnels, prompting the rats to 
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abandon their burrows and resurface. The rats were then captured alive by the PCOs 
using landing nets. Once all the rats had been dislodged, the ferrets left the galleries. 
When all the ferrets had finished their hunting work, the galleries were dismantled with 
shovels and picks by the PCOs to ensure that all the rats had left and to retrieve any 
offspring remaining in the nests. The rats were then transported in cages to a laboratory 
in Lyon and Bordeaux to be anaesthetized and euthanized for sampling. 
2.4 Collection of individual morphological parameters 

In the laboratory, the rats were promptly anesthetized with isoflurane and euthanized 
by cardiac puncture and cervical dislocation. In accordance with the guidelines of 
Herbreteau et al (2011), various metrics including sex, weight, height, body length, and 
tail length were meticulously documented for each animal. The height, body length, 
and tail length were all measured in centimeters with a precision of 0.5 cm. The weight 
was measured using an electronic scale to an accuracy of 0.5 g. Sex was determined 
based on ano-genital distance and/or observation of testicles and verified at autopsy. 
All data, including the date and trapping location, were recorded in a database. 
2.5 Sampling of kidney tissue and possibly urine and embryos and isolation of 

Leptospira 

Each animal was autopsied aseptically. One kidney was removed, transferred to sterile 
tube, and stored at -80°C until DNA extraction. To evaluate potential excretion of 
leptospires by the rats, urine when present was also collected by direct puncture in the 
bladder using sterile needle and syringe, and part of it was stored for DNA extraction. 
The second kidney of a series of rats was also collected, crushed using a sterile single-
use syringe and transferred, along with the second part of the aseptically harvested 
urine, into EMJH medium tubes for isolation of Leptospira. After following dilutions 
cascades (1/10, 1/100, 1/1000), the culture tubes were incubated aerobically at 28-
30°C for two months with weekly dark-field microscopic observation to assess the 
potential presence and growth of leptospires (Picardeau 2013). 
Embryos of all pregnant females were also carefully individually collected to avoid 
contamination with maternal tissue, then measured to determine gestational stage, in 
accordance with the procedure outlined by Butler (2018).  When embryonic 
development permitted, kidneys were also collected. Embryos and kidneys from 
embryos were placed in sterile tubes and stored at -80°C until DNA extraction. 
2.6 DNA extraction 

Prior to extraction, sterile phosphate-buffered saline was used to rinse kidneys and 
embryos to remove environmental debris and contaminants (Azhari 2018). A sterile 
single-use syringe was then used to grind them.  DNA was extracted from the kidney 
or embryo grindings as well as from the preserved urine portion that had been 
preserved using the BioExtract SuperBall kit (Biosellal, Dardilly, France) in accordance 
with the manufacturer's guidelines.  The efficiency of DNA extraction and the presence 
of inhibitors were assessed by quantification of the endogenous β-actin housekeeping 
gene by real-time PCR (qPCR) (Toussaint 2007). DNA extracts were then stored at -
20°C until used for Leptospira molecular analysis. 
2.7 Leptospira detection and species identification  
Detection of pathogenic leptospires was performed by qPCR targeting a partial region 
of the 16S rRNA gene using specific taqman primers and probe, as described by 
Waggoner et al. (2014). Amplification reactions were performed using the AgPath-ID™ 
One-Step RT-PCR kit (Life technologies, Courtaboeuf-Les Ulis, France) according to 



the manufacturer's instructions. The Mx3000P® RT-PCR detection system (Agilent 
Technology, Courtaboeuf-Les Ulis, France) was used for all tests. Each reaction was 
performed in a total volume of 25 µl containing 2X PCR buffer, 400 nM of each primer, 
400 nM TaqMan probe and 4 µl DNA. Amplification conditions were : 95°C for 10 
minutes for denaturation phase, followed by 40 cycles of 15 seconds at 95°C for 
amplification step and 1 minute at 60°C for annealing phase. 
Leptospira-positive samples were then subjected to further L. interrogans strain-
specific qPCR, as described by Ferreira et al. (2014). Amplification reactions were also 
carried out using the AgPath-ID™ One-Step RT-PCR kit (Life technologies, 
Courtaboeuf-Les Ulis, France) according to the manufacturer's instructions and the 
Mx3000P® RT-PCR detection system (Agilent Technology, Courtaboeuf-Les Ulis, 
France). For this PCR, 25 µl of reaction mixture were prepared containing 2X PCR 
buffer, 400 nM of each primer, 400 nM or 120 nM TaqMan probe and 4 µl of DNA. The 
amplification program used started with a denaturation step at 95°C for 10 minutes, 
followed by 40 cycles of 15 seconds at 95°C for the amplification phase and 1 minute 
at 60°C or 63°C for the annealing phase. A positive control (DNA from the ENVN 
serovar Icterohaemorrhagiae strain of L. interrogans) and a negative control (4 µl of 
nuclease-free water) were included in each PCR protocol, and data analysis was 
performed using the detection system RT-PCR equipment according to the 
manufacturer's instructions. 
2.8 Determination of serogroup and serovar of Leptospira for positive samples 

For sample positive for L. interrogans carriage, serogroup was determined by PCR 
amplification of the O antigen using specific priers for serogroup Icterohaemorrhagiae 
(Cai 2010). Each reaction was performed using Platinum SuperFi II Green PCR Master 
Mix (Fisher Scientific, Illkirch, France), in a final volume of 20 µl containing 500 nM of 
each primer and 2 µl of DNA. Amplification was achieved by an initial denaturation at 
98°C for 30 seconds followed by 35 cycles of denaturation at 98°C for 10 seconds, 
annealing at 60°C for 10 seconds and polymerization at 72°C for 30 seconds, followed 
by a 5 min terminal elongation. A positive control (DNA from L. interrogans serovar 
Icterohaemorrhagiae ENVN) and a negative control (2µl of nuclease-free water) were 
included for each analysis. Amplification products were analyzed by electrophoresis 
on a 1% agarose gel. Fragments were visualized using a UV transilluminator and their 
molecular weight was compared to a 100 bp ladder (Invitrogen) and to the positive 
control. PCR products were sequenced by Genoscreen (Lille, France) for serogroup 
confirmation. 
The serovar was identified using the lic12008 gene-centered method. The presence of 
an insertion at the 5' end of the lic12008 gene in serovar Icterohaemorrhagiae, but not 
in serovar Copenhageni enabled the differentiation between both serovars (Santos, 
2018). PCR amplification was carried out according to the same conditions than 
previously. The PCR products obtained, after verification by electrophoresis on 1% 
agarose gel, were sequenced by Genoscreen (Lille, France). Sequences were read 
with ChromasPro 2.6.6 software and analyzed using CLC sequence viewer 7.6.1 
software. 
2.9 Statistical analysis 

Statistical modeling was conducted to assess the utility of rat-related and urban criteria 
as predictors of leptospirosis infection in rats. Simple logistic regression (SLR) was 
employed to investigate the association between the prevalence of leptospirosis and 
the explanatory variables. Subsequently, a multivariate logistic regression model 
(GLM) was implemented, incorporating weight, sex, and location as variables. 



Variation inflation factors were calculated using the ‘car’ package in R to confirm the 
absence of significant collinearity (VIF < 5). 
In the context of real-time PCR cycle threshold (Ct) analysis, a Kruskal-Wallis test was 
utilized, followed by a post hoc Dunn’s test, to assess the impact of weight on this 
parameter. Additionally, a multivariate linear regression model was constructed to 
identify the influence of city, sex, and weight. Normality of residuals and 
homoscedasticity were assessed graphically. 

3 Results  

3.1 Characteristics of rat populations 

A total of 508 rats (R. norvegicus) were trapped and included in this study, comprising 
407 rats trapped between February and June 2023 in the 6 ha-trapping area in Lyon 
and 101 rats trapped in June 2023 in the 0.3 ha-trapping area in Bordeaux. R. 
norvegicus species was confirmed by morphological measurements and cytochrome 
b sequencing. The “Lyon” sampling consisted of 180 female rats, 180 male rats and 
47 juvenile rats whose sex was not determined. Median weight of mature adult rats 
(i.e., >200g) was 362.8 g [CI95%: 349.4-381.9] with median head/body and tail lengths 
of 22.5 cm [CI95%: 22.0-22.9] and 19.0 cm [CI95%: 19.0-19.5], respectively. The 
“Bordeaux” sampling consisted of 48 female rats and 53 male rats. Median weight of 
mature adult rats (i.e., >200g) was 347.1 g [CI95%: 288.9-394.6] with median head/body 
and tail lengths of 22.0 cm [CI95%: 21.0-23.0] and 20.5 cm [CI95%: 19.0-21.0], 
respectively. Rats of all ages (from newborns to very old adults) were present at both 
sites and were divided by weight category (Table 1). Proportions of animals between 
weight categories were not statistically significant between spots of trapping (X²=11.74, 
df=6, p=0.0681). 
 

Table1: Characteristics of rat populations according to sex and weight class 

Population of rats 
6 ha-trapping area in Lyon 

n=407  
0.3 ha-trapping area in Bordeaux 

n=101 

Sex ratio 
Males: 44.2% (n=180) 

Females: 44.2% (n=180)  
Not identified: 11.6% (n=47) 

Males: 52.5%(n=53) 
Females: 47.5% (n=48) 

W
ei

gh
t c

la
ss

 

0-50g 18.4% (n=75) 15.8% (n=16) 

50-100g 8.4% (n=34) 14.9% (n=15) 

100-200g 11.8% (n=48) 17.8% (n=18) 

200-300g 16.0% (n=65) 18.8% (n=19) 

300-400g 23.8% (n=97) 13.9% (n=14) 

400-500g 16.5% (n=67) 11.9% (n=12) 

 > 500g 5.2% (n=21) 6.9% (n=7) 

 

3.2 Overall prevalence of Leptospira infection in rat populations in the study areas 

Based on qPCR targeting a partial region of the 16S rRNA gene performed from kidney 
DNA, 210 of the 407 rats trapped in the study area of Lyon were positive for Leptospira 
DNA, resulting in an overall prevalence of 51.6% [CI95%: 46.8-56.4]. In the study area 



of Bordeaux, 29 of the 101 rats were positive for Leptospira DNA, resulting in an overall 
prevalence of 28.7% [CI95%: 20.8-38.2]. 
 
For rats captured in the Lyon study area, leptospires were successfully cultured from 
the tissues (kidneys and urine) of 22 rats (13 females and 9 males) out of 157 (14%, 
[CI95%: 9.4-20.3]) for which culture was performed. Cultures considered negative 
were either cultures in which no leptospire was detected after 7 weeks of culture at 
30°C, or cultures in which contaminants were detected very quickly after inoculation 
preventing the detection of any leptospire. Among the positive cultures, 2 were from 
rats with weight higher than 500g (n=9); 6 from rats with weight comprised between 
400 and 500g (n=44); 10 from rats with weight comprised between 300 and 400 g 
(n=54); 4 from rats with weight comprised between 200 and 300 g (n=24); 0 from rats 
with weight lower than 200 g (n=26). Among rats with positive culture, two were not 
detected as positive by qPCR. For other, Ct obtained for qPCR were comprised 
between 17.4 and 39.5. 
For rats captured in the Bordeaux study area, leptospires were successfully cultured 
from the tissues (kidneys and urine) of a single female rat weighing over 500g.  This 
rat was also found positive by qPCR. This low success rate was linked to a high rate 
of contamination by Proteus and E.coli.  
 
Considering the positive results obtained by qPCR and culture, the overall prevalence 
in Bordeaux remained unchanged from that calculated on the basis of qPCR results, 
i.e. 28.7% [CI95%: 20.8-38.2]. In Lyon, the overall prevalence increased slightly to 
51.8% [CI95%: 47.0-56.3]. 
 

3.3 Molecular typing of Leptospira strain in R. norvegicus in Lyon and Bordeaux study 
areas 

L. interrogans-specific qPCR was applied on all the 239 positive samples. All the rats 
positive for leptospira was found positive for Leptospira interrogans irrespective of their 
location. 

O-antigen typing was applied to DNA obtained from kidneys (10% of positive samples) 
and successful cultures; positive controls confirmed the robustness of the results. O 
typing revealed the presence of serogroup Leptospira Icterohaemorrhagiae (IH) in all 
samples analyzed, in both the Lyon and Bordeaux study areas. Diagnostic marker 
lic12008 enabled us to identify the serovar of the strain in positive rats (10% of positive 
samples + successful cultures) from both cities, which was Leptospira interrogans 
Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae. 
 

3.4 Infection status of rats according to weight category, sex, period of trapping and 
city. 

Infection status was analyzed based on weight categories. Results are presented in 
Figure 2.  In Lyon, the Leptospira prevalence was 21.3% [CI95%: 13.6-31.9] among 
individuals weighing less than 50g, 23.5% [CI95%: 12.4-40] among individuals weighing 
less than 50g and between 30-40% among those weighing between 50 and 300g. The 
prevalence exceeded 80% for individuals weighing above 300g. In Bordeaux, the 
prevalence of Leptospira was below 35% for all weight categories except those 



weighing over 400g, where carriage exceeded 80%. The graphical illustrations of the 
prevalence rates are displayed in Figure 4. 
 
 

 
 

Figure 2: Evolution of prevalences of Leptospira infection in trapped rats according to the weight 
categories. In A/ globalizing all the rats included in the study, B/ considering only the rats included in 

the study area of Lyon and in the study area of Bordeaux. 
 
 
Infection status was also analyzed according to the sex. Results are presented in 
Figure 3. More females were found positive for Leptospira in both study areas of Lyon 
and Bordeaux. 
 

 
 
Figure 3: Prevalences of Leptospira infection in trapped rats according to the sex. In A/ globalizing all 
the rats included in the study, B/ considering only the rats included in the study area of Lyon and in the 

study area of Bordeaux. 
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To statistically analyze the results, the weight categories were grouped based on the 
trend of prevalence in each category. As a result, our redefinition has created four 
weight categories: 0-200g, 200-300g, 300-400g, and over 400g. In the simple logistic 
regression (SLR) model, Leptospira positivity was not influenced by gender regardless 
of city. On the other hand, the probability of being positive increased with increasing 
weight. 
 

Table 2: Odds ratio using the SRL model for testing positive for Leptospira interrogans to determine 
factors affecting Leptospira prevalence by study areas. 

  Lyon study area  Bordeaux study area 

Covariates  OR CI95% p  OR CI95% p 

Sex F Ref    Ref   
M 0.48 0.32-0.70 <0.001  0.44 0.17-1.04 0.066 

Weight <200g Ref    Ref   
200-300g 1.39 0.77-2.49 0.268  3.00 0.64-14.2 0.152 
300-400g 11 6.51-19.3 <0.001  6.25 1.4-30 0.016 

>400g 13.8 7.78-25.5 <0.001  60 13.9-362 <0.001 

Month of 
trapping 

April Ref       
February 0.57 0.35-0.91 0.020  - - - 

June 0.41 0.06-2.16 0.313  - - - 
March 1.0 0.69-1.53 0.902  - - - 

SRL, Simple Logistic Regression; OR, odds ratio; p-value<0.05: statistically significant compared to corresponding 
reference (ref) 
 
 
In the generalized linear mixed model (GLMM), Leptospira positivity showed an 
increase with higher weight, but it was also associated with the city (Table 3). However, 
there was no discernible difference in the correlation between sex and Leptospira 
positivity. 

Table 3: Odds ratio using the GLMM model for testing positive for Leptospira interrogans among Rattus 
norvegicus included in the study, and incorporating the study area, the sex and the weight category. 

Covariates  OR CI95% p 

Study area Bordeaux area Ref   
 Lyon area 3.55 2.01-6.50 <0.001 

Sex F Ref   
M 0.68 0.44-0.1.06 <0.09 

Weight <200g Ref   
200-300g 1.05 0.57-1.88 0.88 
300-400g 7.03 3.99-12.73 <0.001 

>400g 19.58 9.93-41.76 <0.001 

GLMM, Generalized linear mixed model; OR, odds ratio; p-value<0.05: statistically significant compared to 
corresponding reference (ref) 
 

3.5 Analysis of the CT-values obtained by PCRq targeting a partial region of the 16S 
rRNA gene in positive rats according to their weight categories. 

The CT (cycle threshold) is defined as the number of cycles required for the fluorescent 
signal to exceed background levels. The lower the Ct is, the higher the bacterial load 
is. Positive animals were grouped by Ct category (i.e. animals with a Ct value <25, 
between 25 and 30, between 30 and 35 and >35) and by weight category (animals 
weighing less than 200 g were grouped together, due to the lower number of positive 
individuals in these categories). The percentages of positive animals in each category 
are shown in figure 5. On the basis of the qPCR results, and after taking into account 



the new weight categories, it was evident that the PCR Ct value characterizing bacterial 
load depended on weight rather than city. The majority of Leptospira-positive animals 
in the higher weight categories had a PCR Ct value below 30 in both study areas of 
Lyon and Bordeaux (Figure 5, panel B). On the contrary, in rat categories weighing 
less than 200g, Ct-values were predominantly higher than 35. 

In the study area of Bordeaux, a significant difference in Ct was observed between 
animals weighting more than 400 g and those weighing less than 200 g (Figure 5, panel 
C). In the study area of Lyon where number of trapped animals was higher, significative 
differences were observed between animals weighing more than 300 g and animals 
weighting less than 300 g (Figure 5, panel C). 

 

 
 

Figure 4: Distribution of Leptospira-positive rats according to their Ct value and median Ct value by 
weight category. In A/ Distribution of rats according to their Ct, including all the positive rats of the 

study, B/ Distribution of rats according to their Ct, including only the positive rats detected in the study 
area of Lyon or in the study area of Bordeaux, C/ median Ct value by weight category. Statistical 
analysis of Ct values between weight categories was done using Kruskall-wallis test, followed by 

pairwise comparison using Dunn’s test with a Bonferroni adjustment (p-value<0.05, difference 
statistically significant). 

 
 
In the generalized linear mixed model (GLMM), the weight factor had a significant effect 
on the Ct PCR value compared to sex (Table 4). 

Table 4: Odds ratio using the GLMM model for Ct values obtained with the Leptospira-testing qPCR 
targeting a partial region of the 16S rRNA gene incorporating the study area, the sex and the weight 
category for R. norvegicus with Ct<40. 

Covariates  OR CI95% p 
Study area Bordeaux area Ref   

 Lyon area 1.09 1.00-1.19 0.04 

Sex F Ref   
M 0.98 0.93-0.1.04 0.58 

Weight <200g Ref   
200-300g 0.97 0.87-1.07 0.50 
300-400g 1.21 1.12-1.31 <0.001 

>400g 1.23 1.14-1.33 <0.001 

GLMM, Generalized linear mixed model; OR, odds ratio; p-value<0.05: statistically significant compared to Ref. 
 

3.6 Leptospira infection status of rat embryos 

In the Lyon study area, 32 females out of 180 (17.8%) were pregnant, including 14 
weighing over 300g, 6 over 400g and 9 over 500g. Of the 32 females, 28 were positive 
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for leptospires carriage. At necropsy, all embryos were carefully collected separately 
to avoid contamination. Litters of 13 positive females were selected based on the 
maternal weight, the Ct value of leptospira-testing qPCR performed on females and 
embryo size. The total number of embryos collected from these females was 98, with 
an average number of embryos per female of 7.5 ± 2.6 (Table 5). The smallest embryos 
were at least 1cm in size, indicating that all females were in the last stage of gestation. 
When possible (embryo weight >3 g), embryo kidneys were isolated from the rest of 
the body. Leptospira carriage assays were performed by leptospira-testing qPCR using 
either DNA extracted from the embryo crush or DNA extracted from the kidney and the 
rest of the body. All analyses were negative. 

Table 5: Characteristics of pregnant females ang their litter used for Leptopsira-testing qPCR 

 
weight 

category 
Ct Leptospira-testing 

qPCR for female 
n embryos 

(n analyzed) 
weight (g) 
mean ± SD 

Female 1 300-400 26.10 2 (6) 0.95 ± 0.05 

Female 2 300-400 25.93 8 (8) 0.95 ± 0.08 

Female 3 300-400 26.89 9 (9) 4.86 ± 0.11 

Female 4 300-400 37.11 8 (9) 1.84 ± 0.05 

Female 5 300-400 20.47 5 (5) 2.12 ± 0.08 

Female 6 300-400 23.99 9 (9) 1.49 ± 0.11 

Female 7 300-400 25.01 1 (1) 6.00 ± 0.00 

Female 8 400-500 17.77 9 (9) 1.76 ± 0.09 

Female 9 400-500 30.17 8 (9) 1.71 ± 0.10 

Female 10 400-500 29.11 8 (8) 2.84 ± 0.07 

Female 11 400-500 38.75 1 (5) 1.50 ± 0.00 

Female 12 500-600 26.17 10 (10) 3.28 ± 0.17 

Female 13 600-700 28.30 10 (10) 3.16 ±0.13 

 

4 Discussion 

The study provides evidence of the existence of Leptospira interrogans in brown rat 
populations in densely populated urban regions in Lyon and Bordeaux. Additionally, 
the research reveals the dynamics of leptospirosis in these rat populations, thus 
enhancing comprehension of the persistence and transmission of zoonotic pathogens 
in urban settings (Blasdell 2019). The findings suggest that the prevalence of 
Leptospira increases with the growth in weight of the animals. This finding supports 
previous research by Easterbrook (2007), Krøjgaard (2009), Vanasco (2003), and 
Himsworth (2013), indicating a greater incidence of leptospirosis in adult rats 
compared to juvenile rats due to the positive correlation between age and weight 
(Davis, 1953). However, in these studies, not all age categories of rats were accounted 
for in the categorization into mature and immature, as very young animals that did not 
venture far from the nests were not captured. This limitation is common in rat studies, 
where Sherman type traps and other rat traps are placed on the surface, making it 
impossible to capture all ages. It should be noted that only adults and subadults leaving 
the nest were captured, hence the originality of the trapping method with ferrets used 
in our study. These predatory animals having the ability to access the interior of rat 
burrows, flushed out all animals present, enabling us to capture all individuals on the 
trapping site and obtain data on all age categories therefore weights. 



An aspect of our study worth noting is that the obtained prevalence can be designated 
as the "real prevalence" of the area as it considers all animals present at the trapping 
site, due to the implementation of our capture method. This contrasts with the majority 
of leptospirosis prevalence studies in rats, where animals are captured at different 
locations. Given that environmental factors can influence the transmission of 
leptospires, it is evident that the risk of rats carrying these bacteria will vary depending 
on the location of traps. This variability creates bias in determining the prevalence rate 
and can be referred to as "relative prevalence." We should bear in mind that previous 
studies did not consider very young rats when assessing the prevalence of 
leptospirosis in "immature" rats, whereas our study does. 
Moreover, rats weighing over 300g in Lyon and rats weighing over 400g in Bordeaux 
had 2 to 4 times greater prevalence than lower weight rats. This can be attributed to 
the colonial nature of rats, as well as environmental exposure. Typically, rats in this 
weight category are the most dominant and therefore have a greater chance of 
observing aggressive behavior amongst these rodents. This aggressive behaviour is 
observed during foraging activities as well as territorial defence or acquisition of new 
territories, resulting in multiples bites on these animals (Barnett 1963, Barnett 1951, 
Clapperton 2006), an important source of transmission of L. interrogans present in the 
environment. In addition, the possible involvement of the environment in the mode of 
transmission may explain the high overall prevalence observed in Lyon (50.9%) 
compared to Bordeaux (28.7%). The rats sampled in Bordeaux were captured in an 
area around a residential block without access to underground pipes. However, in 
Lyon, the rats had access to underground wastewater, providing an environment 
conducive to the survival of leptospires. However, caution must be exercised when 
interpreting the difference in prevalence between these two cities, as the sample sizes 
were not equal and captures were not made during the same periods. 
In addition to the high prevalence rate found in rats weighing over 300g, these rats also 
displayed a significant bacterial load, as demonstrated by the Ct values. The 
correlation between the Ct value and the concentration of pathogens in a sample 
dictates that the lower the Ct value, the higher the concentration of the pathogen 
(Public Health Ontario, 2020). This observation indicates enduring carriage but above 
all establishes the nonexistence of pathogenic consequences of Leptospira infection 
in rats (Athanazio 2008). 
Although the prevalence of bacteria in smaller rats was lower compared to larger ones, 
our results suggest that they can also carry the bacteria. Transmission of the germs 
among young individuals can occur through various modes, with social play behavior 
being one of them. During social play, young rats learn and mimic adult behaviors 
(Schweinfurth 2020), which increases their exposure to contaminated environments. 
Transmission through breast milk has also been suggested by DE Oliveira et al. (2016) 
as they demonstrated the presence of leptospires in milk and breast tissue. However, 
this mode of transmission does not appear to have a significant epidemiological impact 
and necessitates further confirmatory studies. Futhermore, It is possible that smaller 
rats, in which bacteria was found, may have lost their immunity since it appears that 
with the transfer of maternal antibody, infection could be delayed (Dohmae 1995). In 
addition to transmission through milk, contamination of infants may arise through the 
infected mother's urine or saliva, during urogenital grooming and while cleaning her 
young. In utero transmission has been proposed as a possibility (Warp, 1940), and 
Schnurrenberger et al. (1970) confirmed it by isolating L. icterohaemorrhagiae from 
fetuses. However, our findings are not similar to theirs as we obtained negative results 
for all tested embryos. It is important to note that our embryos were stored in cold 



conditions for several weeks. Cold storage for long periods can cause a decrease in 
DNA concentrations (Romanazzi, 2015), which may have reduced the chances of 
detecting Leptospira DNA in our embryos, as seen in other studies (Bahl 2012, 
Kwambana 2011 ; Metzler-Zebeli 2016). 
Our research findings indicate also that globally the prevalence of infected animals was 
unrelated to sex. This can be attributed to the fact that if we take into account the role 
of the contaminated environment in transmitting leptospires between rats, gender does 
not seem to be a factor. This finding is consistent with the previous results reported by 
Nuttall et al. (1929). However, when considering the outcomes from each city, we 
observed a consistent conclusion regarding the prevalence of infection in Lyon. On the 
other hand, in Bordeaux, sex seemed to influence the prevalence since we found many 
more infected females compared to males, which further corroborates the findings of 
Easterbrook et al. (2007). 
Leptospires were cultured from kidney and urine samples, showing rat involvement in 
contaminating their environment by excreting viable leptospires. Only 22 positive 
cultures were obtained demonstrating the difficulty of isolating these slow-growing 
bacteria (Benacer 2013). The low percentage of positivity of this approach justifies its 
decreased use as a means of detecting leptospires in routine diagnosis. This prompted 
us in our study to deem an animal positive was which had a positive qPCR outcome 
even if its bacterial culture was negative. 
Genotyping the leptospiral DNA allowed for the demonstration of the maintenance and 
circulation of L. interrogans belonging to the Icterohaemorrhagiae serogroup with 
specificity for the Icterohaemorrhagiae serovar within the rat colonies trapped in Lyon 
and Bordeaux.  This discovery confirms the role of rats as a reservoir and supports the 
theory that a leptospira strain is linked to a colony of rats (Ayral 2015). Furthermore, 
the implication of this strain in severe cases of human leptospirosis highlights the 
potential infection risk incurred by the population. This is especially relevant because 
the capture sites in both Lyon and Bordeaux were situated in areas with high population 
density and environmental factors conducive to rat proliferation. As a result, there is an 
increased likelihood of human exposure to this strain in these aeras. 
 

5 Conclusions and perspectives 

This study has unveiled an association between L. interrogans infection and weight in 
two urban rat populations residing in high human density areas of Lyon and Bordeaux. 
The findings show that rats with high weight are more prone to contracting a Leptospira 
infection than their lighter counterparts. As a result, these findings call for a revision of 
the urban rat control strategy which relies on trapping and poisoning in the context of 
leptospirosis prevention. Additionally, it has been highlighted that L. interrogans 
Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae is prevalent strain in the various capture 
zones. As the incidence of human leptospirosis associated with urban rats appears to 
be on the rise (Himsworth 2013), it would be valuable interesting to undertake 
additional studies such as an evaluation of the disease's occurrence within the local 
human population. 
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D. Développement d’une méthode de vidéomicroscopie couplée à un 
script Python pour l’évaluation du comportement motile des 
leptospires en présence d’inhibiteurs de la VKOR 

1. Objectifs 

Comme explicité précédemment, la VKOR serait indispensable au repliement et à la stabilité 

de certaines protéines notamment des protéines flagellaires qui sont cruciales pour l’intégrité et 

le bon fonctionnement du flagelle. Cette enzyme pourrait être sensible aux Anticoagulants 

Antivitamine K qui sont inhibiteurs de la VKORC1 des mammifères.  

Ainsi, outre la caractérisation structurale in silico de la VKOR et la validation d’une méthode 

pour la caractérisation in vitro de son activité enzymatique, nous avons entrepris une étude qui 

a nécessité de mettre au point une méthode pour apprécier le comportement motile des 

leptospires puis, à l’avenir, évaluer l’efficacité d’inhibiteurs potentiels de la VKOR.  

2. Méthodes  

Partant des cultures de souches bactériennes de terrain obtenues mais aussi des souches de 

référence mises à notre disposition par le Laboratoire d’Analyses Vétérinaires, des échantillons 

ont été prélevés. Après différents temps d’incubation bien définis à 30°C, la motilité des 

bactéries a été observée. Pour cela, un microscope à fond noir associé à une caméra a été utilisé 

pour la visualisation et l’enregistrement des leptospires. Ensuite, nous avons élaboré un script 

Python regroupant l’intégralité de l’analyse de motilité par microscopie : choix de la zone de la 

vidéo à analyser, de la plage de temps et de la fréquence d’images à considérer, puis traitement 

de l’image pour l’identification et le suivi des leptospires. 

3. Résultats principaux 

Des plages d’observations ont été définies et toutes les leptospires présentes ont été prises en 

compte. Ensuite, les leptospires ont été regroupés en 3 catégories (selon leur type de 

déplacement : fixed, spinning ou mobile) et la vitesse de déplacement des leptospires du groupe 

mobile a été calculée, ce qui a permis d’apprécier le comportement motile des leptospires 

suivant le temps d’incubation. Les résultats de cette section sont consignés dans l’article 5 

également en cours de finalisation. 

Article 5 : Leptracker: a bioinformatics tool to automatically detect, track and calculate 

Leptospira motility from microscopy pictures 
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Après la mise au point de notre outil de suivi de motilité des leptospires, celui-ci a été utilisé 

pour évaluer le comportement motile des leptospires en présence d’anticoagulants. Les résultats 

de cette évaluation ne sont pas totalement concluants et donc seront discutés ultérieurement.  
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Materials and Methods 

 

Bacterial culture 

The pathogenic strain Leptospira interrogans serovar icteroheamorrhagiae strain verdun, used for 

this study, was provided by the veterinary analysis laboratory of Vetagro-sup in Lyon, France. The cells 

were grown for 7 days at 30° C in liquid Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH) medium until 

they reached the mid-exponential phase (optical density at 420 nm, approximately 0.3). The cells were 

observed under a dark-field microscope to assess their condition.  

 

Microscopy analysis 

At a given incubation time, 5µl of bacterial culture were collected and observed with darkfield 

microscope (Olympus BX 53) on which a camera (Canon EOS 250D) was connected. 20 seconds videos 

were recorded, focusing on different regions of each microscope slide. A recording frequency of 50 

frames per second was applied, with a high-definition resolution (1280 x 720 pixels). Leptospira 

motility was then characterized using our home-developed program. 

 

Motility analysis: Leptracker program 

We developed an all-in-one Python script (v 3.2) for Leptospira detection, tracking and for their 

motility calculation. Some requirements have to be complied with before running the code: the three 

libraries Skimage, Numpy and Matplotlib need to be implemented.  Skimage is used for movies 

conversion into binary black and white pictures; Numpy is essential for pictures conversion into arrays 

then pixels processing (for Leptospira recognition, tracking and motility calculation); Matplotlib is 

required to generate graphical outputs as results of motility calculation. Finally, the program can (for 

the time being) only be executed on a Linux computer. 

The code can be split into three main steps: 

 1- indication of the movie to consider and the parameters used for the analysis 

 2- pictures extraction and processing, Leptospira detection and tracking, motility calculation 

 3- graphical and table outputs generation 

 

Step 1: Analysis parameters selection 

The user is prompted to input all the required data for Leptracker analysis: 

- extension and name of the video to be analysed 

- duration (in seconds) and number of frames per second to consider 

Once this information has been indicated, the program automatically displays the first frame with 

pixels numbering, so that the user can select an area of interest. This is done by entering: 

- the x and y positions of the upper left pixel of the selected area (distances towards the frame left and 

top boundaries, respectively) 

- the width (x dimension) and height (y dimension) of the area of interest (in pixels). 

 An example of input data is shown in Figure 1 and will be kept for further illustrations. 

 



 
Figure 1: analysis parameters required for Leptracker, interactively entered by the user. 

  

Step 2: Video processing, Leptospira tracking, motility calculation (core of the algorithm) 

Once all the analysis parameters have been specified, the program starts to automatically process 

the video to consider. This involves several intermediate stages: 

- frames extraction according to the desired frequency and duration (this operation is not shown) 

- frames cropping to focus on the selected area of interest (a counter is displayed to enable the user 

to follow this stage progression, Figure 2) 

 

 
Figure 2: Counter to follow the progression of frames cropping, according to the selected parameters. 

 

- Leptospira detection: each cropped frame is converted into a strictly black (background) and white 

(Leptospira) picture (Figure 3). The Triangle threshold of Skimage is used, since it gives the best 

discrimination between Leptospira and the dark field background (Supporting Information, Figure S1). 

Leptospira are enhanced after picture filtering, to prevent white dots disruption in case of low contrast: 

each white pixel is extended to the eight neighbouring pixels (Figure 3C). Then, the geometrical centre 

of each white dot (Leptospira) is identified (Figure 3C and 3D) and its coordinates are stored in an array 

(Figure 3E), for all cropped frames. Only dots over 30 pixels² are consider, to rule out dust. Each 

analysed frame is stored as a picture then combined with the native and the black-and-white-filtered 

pictures (Figure 4), then finally assembled into a single movie (Supporting Information, Figure S2) 



 
Figure 3:  

 

 

 

 

 

 

 



 
Figure 4:  

 

- Leptospira trajectories reconstruction: a closest neighbour algorithm is applied to the previously 

generated array. Starting from the upper left corner of the first frame, each analysed frame is screened 

until white dot (corresponding to a Leptospira geometrical centre) is found (Figure 5). Whereupon the 

corresponding Leptospira is searched on the next frame, in a restricted area (10 pixels around the dot, 

in our case, to save calculations time), then the two detected dots are bound between the two frames 

(coordinates are stored in a new array, which is then used for explorer area, covered distance and 

speed calculations). If two or many dots are detected in the surrounding area, the closest one is 

automatically picked (Figure 5). This step is repeated until no more dot is detected, then the algorithm 

restarts from the second Leptospira detected on the first frame, and so on until all the Leptospira 

detected over all the frames have been evaluated. 

 

 

 



 

 
Figure 5: 

 

- Leptospira classification and speed calculation: only Leptospira that are detected at least half the time 

are considered (in our case, 7.5 seconds for a 15 second video). First, Leptospira are categorized 

depending on their movement patterns (Figure 6), based on two parameters: the explored area (A, in 

pixels) and the ratio of the covered distance (D) over the area (A), named rD/A. If A ≤ 30 and rD/A ≥ 4, 
the Leptospira is defined as fixed (Figure 6C). If A ≤ 200 and rD/A ≤ 4, the Leptospira is considered as 

spinning (Figure 6D). If A > 200 and rD/A ≤ 0.5, the Leptospira is classified as mobile (Figure 6B). Finally, 

if a Leptospira does not fit to any group, it remains as “undefined”. Once this analysis has been 

performed, pixels distances are converted into µm, based on a Neubauer cell dimensions (Figure 7), 

then each individual Leptospira speed is calculated, as well as the average of the mobile population. A 

counter is displayed to follow the overall analysis step (Figure 8). 

 



 
Figure 6: 

 

 



 
Figure 7: 

 

 

 
Figure 8: 

 

 

 

 

 

 

 

 



Step 3: Graphical and table outputs generation 

Once all the video has been processed, a picture reporting the trajectory of each single detected 

Leptospira is generated using Matplotlib, with the calculated speed mentioned. An overview picture 

of all the Leptospira, the proportion of fixed, spinning and mobile ones, as well as the average speed 

of the mobile group is also produced. Finally, a summary table (csv format) is written, containing the 

same information as numerical data, as well as the analysis parameters. All these outputs are 

automatically generated. Examples of graphical and table outputs are shown in the Results section. A 

short summary of the analysed Leptospira and the total calculation time are displayed at the end of 

this step (Figure 9). 

 

 
Figure 9: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Results & Discussion  

 

Our program has been tested on 19 video samples, with a selected interest area of 200 x 200 pixels 

for each one. On the first video, 11 Leptospira were detected, including 4 fixed, 2 spinning and 5 

mobiles, respectively accounting for 36 %, 18 % and 45 % of the detected Leptospira. Mobile Leptospira 

revealed and average speed of 5.23 ± 3.36 µm/s and ranked from 2.71 µm/s to 11.72 µm/s. These data 

were recorded as numerical (Table 1), which allows the user to carry out statistical analyses or generate 

graphical representations of the obtained values. Output pictures of each Leptospira trajectory, 

classification and speed were also generated, as well as an overview picture that summarized the 

distinct groups proportions and the average speed calculated for mobile Leptospira (Figure 10). 

 

 

Analysis paramaters    

Movie MVI_0571.MP4   

Duration (s) 15   

Number of picture/second 10   

Analyzed area (pixels)    

 Upper left corner x 400  

 Upper left corner y 300  

 Width 200  

 Height 200  

Distance cutoff (pixels) 10   

Identified Leptospira    

Number Type Speed (um/s)  

1 Mobile 2.71  

2 Fixed 3.46  

3 Mobile 3.93  

4 Fixed 2.97  

5 Spinning 6.54  

6 Fixed 2.13  

7 Mobile 5.00  

8 Mobile 2.77  

9 Fixed 0.52  

10 Spinning 4.16  

11 Mobile 11.72  

Summary    

11 leptospira identified    

 Fixed 4 36.36 % 

 Spinning 2 18.18 % 

 Mobile 5 45.45 % 

 Undefined 0 0.00 % 

Average speed 5.23 +/- 3.36 µm/s  
(calculated on mobile 

leptospira only) 

 

Table 1: 

 



 
Figure 10: 

 

 

 

 

 



A total of 150 Leptospira have been detected, tracked and analysed over the 19 processed videos. 

Obtained results revealed 16 % of fixed Leptospira, 20 % of spinning, 61 % of mobiles and 3 % of 

undefined ones. The average speed was of 7.16 ± 1.70 µm/s for the mobile ones (Table 2). Unidentified 

Leptospira therefore accounted for only 3% of all the bacteria analysed, which meant that our three 

defined categories have been suitably calibrated. These unidentified movements corresponded to an 

intermediate category between spinning and mobile bacteria (Supporting Information, Figure S2). 

 

 

Overview    

150 leptospira identified    

 Fixed 24 16.00 % 

 Spinning 30 20.00 % 

 Mobile 91 60.67 % 

 Undefined 5 3.33 % 

Average speed 7.16 +/- 1.70 µm/s  (calculated on mobile Leptospira only) 

Table 2: 

 

 

Classification of Leptospira according to their motion style (fixed, spinning or mobile) has already 

been performed (Guo 2012) but was visibly carried out by hand. Such an analysis appeared to be useful 

for distinct proportions monitoring in various media or after addition of a tested compound that could 

act on Leptospira motility. Thus, one improvement brought by our Leptracker program is the automatic 

classification of Leptospira as fixed, spinning or mobile, timesaving for the user. The individual speed 

calculation also allows manual refinement in case of misclassification: one can easily pick a given 

Leptospira from a group to another and fine-tune groups proportions and average speed of mobiles 

Leptospira, using numerical data from the generated table. 

However, one major case remains to be addressed in our algorithm, where 2 Leptospira cross paths 

on a video. In such a situation, they form a single white dot and are so considered as a unique 

Leptospira, which interrupts their trajectories reconstruction step: one will still be tracked, but the 

trajectory of the second one will be split into two separate paths, so considered as two distinct 

Leptospira. This issue could be address by including previous direction information into the trajectory 

reconstruction step, that would also increase the calculations time. 

In another hand, the algorithm has been set to process HD video (1280 x 720 pixels) in the present 

study, which then conditioned the various analyses: threshold size for Leptospira detection, neighbour 

searching area, distances and areas covered and therefore definition of groups and calculation of 

speeds. So, if one would use the program to process some different resolution videos (Full HD, 4K, 

480p, …), a scale adjustment for pixel to µm conversion would be required. The issue might be 

addressed in a future update by including a resolution normalization, so the user would be prompted 

to indicate the movie resolution at the beginning of the program execution. In this way, all the 

previously mentioned parameters would be adapted according to the resolution. 

On the other hand, our program has several advantages over other methods used in the literature. 

Firstly, it is an all-in-one system, performing all stages from selection of the area to be analyzed, 

through image processing, Leptospira tracking and speed calculation, to the final step of generating 

results. There is therefore no need for multiple software packages to process the images and perform 

the calculations, as is the case with the Visual Basic Applications macro developed for Excel (Takabe 

2012, Tahara 2018), which requires pre-processing often carried out via ImageJ (Xu 2020, Guo 2012, 

Jackson 2018). Secondly, it is independent of the video capture system and microscope used, and can 

therefore analyze any video format, which is not always the case (Wunder 2018). In addition, although 

our program is less visually appealing than other software (Wunder 2018), the image processing 

algorithm used is based on picture contrast and not on the detection of a particular color. The program 

could thus be extended to the study of other microorganisms, involving other microscopy techniques 

(fluorescence, for example). This algorithm also enables Leptracker to be effective on rough and low-



contrast images. Finally, although Leptracker can currently only be run on Linux, it uses exclusively free 

libraries and therefore requires no license to be applied or modified. 

With the current advent of artificial intelligence, it appears as obvious that a deep learning 

algorithm would outperform the results obtained with the method developed here. However, the lack 

of data compared with other areas of medical imaging (i.e., radiology or cytometry) makes this 

approach rather hard to implement at the present time. 

 

 

Conclusion 

 

The Leptracker program enables the user to select an area to be analyzed from any microscopy 

video, then automatically processes the images, identifies and tracks the present Leptospira, and 

finally calculates their speeds and classifies them according to their type of movement. All these steps 

are included in a single, free program, modifiable to the user's needs. Our algorithm for classifying 

Leptospira according to their type of movement (fixed, spinning, mobile) proved particularly effective, 

with only 3% of undefined bacteria. Leptracker also came with drawbacks, which are summarized along 

with the advantages in the Table 3. 

 

 

Advantages Drawbacks 

all-in-one: choice of area of interest, image 

processing, Leptospira tracking, speed 

calculation, automatic classification according to 

movement type 

only available under Linux (for the time being) 

independent of microscopy and video capture 

systems 

no graphical interface (for now), less accurate 

and visually less attractive than Carl Zeiss 

AxioVision system (Wunder 2018) 

free, manually configurable (threshold size for 

Leptospira detection, closest neighbour search 

distance, filter based on image appearance time) 

trajectory disruption when two Leptospira cross 

paths 

works on low-contrast or poor-quality images 

calibrated on HD videos (1280 x 720 pixels) and 

a given strain of Leptospira (interrogans): 

threshold parameter of limit size detection, 

classification of movements to be normalized 

according to the species studied and video 

resolution (this last point may be rectified in a 

future update) 

summary and detailed analysis of the studied 

Leptospira automatically generated in digital, 

image and video formats 

 

  

Table 3. Advantages and drawbacks of the Mapping of Atom Densities algorithm. 

 

The Leptracker method therefore has a clearly defined field of application: detecting, tracking, 

calculating Leptospira speed and classifying them according to their movement patterns, from dark-

field microscopy videos. One of the main applications of Leptracker would be the investigation of a 

medium composition or a given substance impact on Leptospira motility, that could either change the 

proportions of fixed, spinning or mobile ones or modify their speed. Since the detection algorithm is 

based on contrast and independent from the colours, the Leptracker program could be adapted to the 

study of other microorganisms implying other microscopy techniques, until some AI algorithm would 

be available. 



Supporting Information  

 

Figure S1: 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figure S2 : 
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VI. DISCUSSION 
GENERALE 
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En raison de sa répartition planétaire, du risque d’épidémies liées à certaines conditions 

environnementales et de ses taux de létalité pouvant potentiellement être élevés si la maladie 

n’est pas traitée précocement, la leptospirose, zoonose bactérienne négligée, devient de plus en 

plus un sujet de préoccupation majeure en santé publique. C’est une maladie complexe dans 

laquelle interviennent de multiples modes de transmission, une variété d’hôtes, une multitude 

de serovars pathogènes, diverses manifestations cliniques, et nécessitant le recours à des 

analyses complexes pour une confirmation du diagnostic. Cette complexité suscite dès 

suspicion de la maladie l’usage d’antibiotiques notamment la pénicilline, la doxycycline ou 

encore les céphalosporines… pour lesquels l’efficacité reste mitigée et discutable (Brett-Major 

and Coldren, 2012, Griffith et al., 2006, Griffith et al., 2007). Outre ce constat, il se développe 

de plus en plus une nouvelle problématique de santé publique qu’est la résistance aux 

antibiotiques. Même si jusqu’à présent aucun phénomène de résistance n’a été observé dans le 

cas du traitement clinique de la leptospirose, il va sans dire que face à la recrudescence de la 

problématique d’antibiorésistance mais aussi des changements généraux observés 

(changements climatiques, urbanisation galopante) qui favoriseraient l’émergence ou la ré-

émergence de la leptospirose, des mesures alternatives de lutte devraient être envisagées. Le 

travail présenté dans ce manuscrit s’inscrit dans cette vision avec pour objectif de mettre en 

évidence de nouveaux marqueurs génétiques de virulence des leptospires pouvant être de 

nouvelles cibles thérapeutiques. 

Notre attention s’est donc portée sur une protéine nommée VKOR par homologie à la 

VKORC1, enzyme retrouvée chez les mammifères et intervenant dans le cycle de la vitamine 

K. Selon les travaux de bio-informatiques menés par Landeta et al. (2018), cette protéine est 

l’équivalent de la DsbB et serait impliquée avec la DsbA dans la formation des ponts disulfures. 

Ces derniers permettent de stabiliser certaines protéines bactériennes destinées à être sécrétées 

que l’on retrouve dans certains facteurs de virulence ou toxines. Ce qui nous a amenés à nous 

intéresser à la motilité considérée comme un facteur de virulence (Josenhans and Suerbaum, 

2002). Des études antérieures ont été menées sur la motilité des leptospires notamment sur 

l’analyse de leur virulence suite à des mutations sur des protéines du flagelle telles que FliY 

(Liao et al., 2009) ou encore FlaA (Lambert et al., 2012) mais pas sur une protéine faisant 

intervenir les ponts disulfures.  
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En revanche, chez la bactérie E. coli, une étude de ce genre a déjà été menée sur une telle 

protéine en l’occurrence la FlgI (Dailey and Berg, 1993) montrant l’importance du complexe 

DsbA/DsbB et de la formation des ponts disulfures, d’où l’intérêt de notre étude sur la VKOR 

qui remplace la DsbB d’autant plus que c’est une protéine qui à notre connaissance n’a fait 

l’objet d’aucune étude spécifique chez les leptospires jusqu’à ce jour.  

Dans une approche in silico, nous avons construit un modèle structural de la protéine étant 

donné qu’aucune conformation tridimensionnelle résolue expérimentalement au niveau 

atomique n’était disponible, ce qui constitue un frein pour une description éclairée du 

fonctionnement de la VKOR d’un point de vue structural. Bien avant la construction du modèle, 

au vu de la diversité des espèces de leptospires, nous avons recherché et aligné toutes les 

séquences VKOR disponibles des différentes espèces de leptospires. 747 séquences peptidiques 

ont été obtenues et comptaient de façon consensuelle en fonction de la classification basée sur 

la pathogénicité 404 et 408 résidus respectivement pour les pathogènes et les saprophytes. 

L’analyse des séquences a permis de faire ressortir 10 résidus spécifiques strictement conservés 

dans chaque catégorie de leptospires pouvant servir de base pour orienter sur la pathogénicité 

d’une nouvelle souche inconnue. D’ailleurs, nous nous sommes servis de ce critère pour classer 

des séquences inconnues présentes dans notre base de données de départ. 

En outre, l’analyse de l’alignement des séquences a également permis de faire ressortir de façon 

généralisée 91 acides aminés strictement conservés dont 27 localisés dans le domaine VKOR 

et 64 dans le domaine thiorédoxine. Sur les 27 résidus conservés du domaine VKOR, quatre 

résidus de cystéines ont été identifiés notamment C40 et C49 d’une part et C129-C132 d’autre 

part formant un motif CXXC. Ce dernier, caractéristique du site actif des oxydoréductases, 

constituerait le site actif de la VKOR des leptospires et confirmerait l’appartenance de notre 

protéine d’intérêt à cette famille d’enzymes catalysant les réactions d’oxydoréduction. Cette 

idée de conservation des résidus de cystéine et de site actif CXXC est en adéquation avec les 

travaux de Goodstadt et Ponting effectués en 2004 (Goodstadt and Ponting, 2004). Ils avaient 

montré à partir de l’alignement des séquences peptidiques de 32 espèces que les résidus de 

cystéine formant le motif CXXC de même que les deux autres étaient strictement conservés et 

que ceux du motif CXXC représentaient le site actif des VKORs. La numérotation des cystéines 

était fonction de l’espèce puisque chez l’homme par exemple elles correspondaient à C43, C51 

et C132-C135 (Goodstadt and Ponting, 2004). 
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Après l’analyse des séquences, s’en est suivie la construction du modèle structural de la VKOR. 

Celle-ci a été effectuée avec l’outil de prédiction des structures protéiques AlphaFold (voir 
partie Méthodologie).  La prédiction obtenue indique une structure constituée d’un domaine 

VKOR à cinq hélices transmembranaires fusionné avec son partenaire réducteur qui est un 

domaine de type thiorédoxine.  

Ce modèle structural est semblable à la structure cristallisée de la VKOR de Synechococcus 

sp. (Li et al., 2010) chez qui le cycle enzymatique de la protéine suggère un mécanisme d’auto-

activation par transfert du pouvoir réducteur du domaine thiorédoxine vers le site actif (Cys130 

et Cys133) par l’intermédiaire des résidus C50 et C56 (Liu et al., 2014). Chez cette bactérie, le 

motif CXXC (Cys130 et Cys133) se trouve à proximité d’une molécule de quinone. Cette 

molécule indispensable dans le mécanisme de transfert d’électrons correspond à une ubiquinone 

dans le cas du complexe DsbA/DsbB (Li et al., 2010, Liu et al., 2014) ou une vitamine K 

quinone dans le cas de la VKORC1 (Stafford, 2005), d’où une de nos interrogations à savoir : 

Quel est le potentiel substrat de quinone de la VKOR des leptospires ? Nous avons donc montré 

toujours in silico que aussi bien l’ubiquinone 4 que la vitamine K quinone pouvaient être 

utilisées comme substrat. Une telle éventualité concernant la vitamine K quinone qui permet 

l’activation de la gamma-carboxylation de protéines vitamines k dépendantes est assez 

plausible d’autant plus que le génome des leptospires possède le gène d’une enzyme impliquée 

dans le métabolisme de la vitamine K chez les mammifères, la VKD carboxylase analogue de 

la GGCX. Mais étonnamment leur génome ne contient aucun gène codant pour une protéine 

susceptible d’être gamma-carboxylée (Rishavy et al., 2005). Cela laisse à penser que les 

leptospires pourraient utiliser la vitamine K de l’hôte, ce qui pourrait contribuer à baisser ses 

réserves donc indirectement à perturber sa capacité de coagulation. D’ailleurs, des résultats non 

publiés d’une étude sont en faveur de cette hypothèse puisqu’ils ont montré chez le chien atteint 

de leptospirose que le TCK et le temps de Quick avaient augmenté alors que le facteur VII avait 

clairement baissé. Il serait donc intéressant de vérifier cette éventualité chez le hamster infecté 

en suivant l’évolution en fonction du temps des stocks hépatiques en vitamines K, du temps de 

Quick, du TCK ainsi que la gamma carboxylation des facteurs de coagulation vitamines K 

dépendants. 
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Ayant mis en évidence les substrats potentiels de la VKOR, nous avons cherché à caractériser 

son activité enzymatique. Pour cela, nous avons dans un premier temps exprimé avec succès la 

protéine recombinante avec ou sans son domaine thiorédoxine dans la levure Pischia pastoris 

qui est une méthode qui a été mise en place au sein de notre équipe et dont la fiabilité a été 

démontrée (Hodroge et al., 2011). Le recours à ce modèle d’expression se justifie par le fait 

qu’il permet d’obtenir en peu de temps une biomasse et un niveau d’expression suffisants de 

protéines recombinantes pour la suite des essais enzymatiques. Pour éviter les biais de codons 

lors de l’expression en levure, nous avons fait synthétiser les séquences optimisées du gène 

avec et sans le domaine thiorédoxine.  

Par manque de recul sur l’activité enzymatique de notre protéine d’intérêt et afin de mettre au 

point notre méthodologie de caractérisation, nous avons utilisé comme alternative la VKORC1 

des mammifères qui utilise la vitamine K quinone comme substrat lors du cycle de la vitamine 

K (figure 28) et pour laquelle plusieurs études portant sur ses propriétés catalytiques sont 

disponibles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le cycle de la VKORC1 se passe en deux étapes distinctes : i) Le transfert du pouvoir réducteur 

au travers de protéines mal identifiées telles que PDI, TMX1, TMX4 ou encore Erp18 vers la 

boucle luminale de VKORC1 et ses deux cystéines 43 et 51. La réduction de ces cystéines 

conduira plus tard à la réduction des cystéines catalytiques 132 et 135, ii) La catalyse de la 

réduction de l’époxyde de vitamine K (vit K>O) illustrée à travers la figure ci-dessus.  

Vitamine K quinone Vitamine K époxyde 

Vitamine K hydroquinone 

NQO1 

VKORC1 

Figure 28 : Cycle de la vitamine K (Tie and Stafford, 2008). 
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Nous avons mis au point une méthode d’évaluation de VKORC1 qui utilise la vit K>O comme 

substrat, des microsomes de levures exprimant la VKORC1 de différentes espèces et de très 

nombreux mutants éventuellement impliqués dans la résistance aux AVKs. Nous avons utilisé 

comme partenaire redox le DTT qui initie la réaction enzymatique in vitro. La vitamine K 

quinone produite a ensuite été dosée en LC-MS permettant ainsi de déterminer l’activité 

enzymatique de VKORC1 et d’établir les constantes catalytiques et les caractéristiques des 

inhibiteurs (nature de l’inhibition et mesure des Ki). 

L’utilisation par la suite des microsomes de levures recombinantes exprimant soit la VKOR des 

Leptospires avec ou sans son domaine thiorédoxine, n’a pas permis la réduction de vit K>O, 

confirmant ainsi des résultats préliminaires obtenus en modélisation de cette VKOR qui 

prédisaient que la Vit K>O était trop encombrante par rapport au site catalytique de la VKOR 

des leptospires alors que la vitamine K quinone présentait une affinité plus importante. 

Nous avons alors décidé de travailler sur la réduction de la vitamine K quinone et 

l’hydroquinone. Néanmoins, alors que la mesure de l’activité K>O réductase est utilisée dans 

de nombreuses publications, l’évaluation de la réaction quinone réductase est seulement 

évoquée au détour de certaines publications (Fasco et al., 1980). 

Dans cette mesure, nous avons produit de la vitamine K hydroquinone par voie chimique pour 

mettre en place une méthode de dosage analogue à celle utilisée pour le dosage de la vitamine 

K quinone. La réaction utilisée pour réduire la vitamine K utilise du DTT (100mM). La vitesse 

de la réaction était très importante puisqu’en approximativement une heure nous avions réduit 

totalement 200 nanomoles de vitamine K. Le dosage de l’hydroquinone formée a été réalisé en 

LC-MS en mode négatif et la valeur du rapport m/z utilisé était de 451 uma. Le temps de 

rétention sur colonne C18 était inférieur à celui de la vitamine K (3.9 min) et de celui de 

l’époxyde (3 min) et était de l’ordre de 2 minutes. La difficulté à laquelle nous avons été 

immédiatement confrontés fut le fait que la solution étalon contenant le DTT ne pouvait pas 

être diluée dans un solvant contenant de l’oxygène (eau, méthanol, éthanol…) car 

l’hydroquinone se réoxydait très rapidement en quinone rendant très improbable l’extraction 

puis le dosage dans des conditions simples de cette hydroquinone. 

Au terme de cette première étape nous nous sommes retrouvés face à deux difficultés majeures : 

      Premièrement, l’efficacité du DTT comme réducteur chimique de la vitamine K rend peu 

raisonnable l’utilisation du DTT comme donneur de pouvoir redox à VKOR dans la mesure où 

la production enzymatique d’hydroquinone sera évidemment discutable.  
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L’utilisation de ce DTT dans la réduction de l’époxyde pourtant beaucoup moins facilement 

réduit par le DTT a déjà été discuté par différents auteurs qui indiquaient qu’une partie de la 

réaction pouvait avoir une origine purement chimique. Ainsi, le mécanisme de la réduction au 

travers d’abord de la boucle luminale qui ensuite réduit le site catalytique pourrait, en présence 

de DTT, ne pas être respecté : le DTT pourrait réduire directement le site catalytique, rendant 

peu crédible les résultats obtenus sur les mutations de la boucle luminale.  

C’est donc pour pallier cette difficulté que nous avons donc décidé de mettre en place un 

système permettant un fonctionnement beaucoup plus physiologique de la catalyse, en 

éliminant le DTT et en le substituant par la thiorédoxine.  

Cela correspond en fait au fonctionnement de la VKOR de leptospire et de Synechoccocus sp. 

mais aussi au fonctionnement de la VKORC1 des mammifères qui utilisent le pouvoir redox de 

différentes protéines appartenant au groupe des thiorédoxines. Cette évolution méthodologique 

indispensable n’a pu être réalisée qu’en utilisant toujours une enzyme que nous connaissions, 

la VKORC1 de mammifères, et non une enzyme dont nous ne maîtrisions pas le 

fonctionnement. Nous avons montré que le DTT pouvait être parfaitement substitué par un 

système régénérant le NADP réduit (NADP, G6P, G6PDH) en présence de thiorédoxine 

réductase bactérienne et de thiorédoxine bactérienne. Ainsi, les constantes enzymatiques (Vmax 

et Km) ainsi que les constantes d’inhibition (Ki pour différents AVK et pour certaines 

mutations) étaient similaires, que l’on utilise le DTT ou le système thiorédoxine. De plus, 

l’utilisation de VKORC1 mutées sur la boucle luminale a montré que les cystéines de cette 

boucle étaient indispensables à la catalyse et que ni le DTT ni la thiorédoxine n’attaquaient 

directement le pont disulfure du site catalytique. 

    Le second obstacle correspond à l’instabilité de l’hydroquinone. Cet obstacle n’a pas encore 

été complètement contourné mais nous vous présentons dans la section « Perspectives » les 

résultats encourageants qui nous permettront surement de le contourner dans quelques mois. 

Comme nous l’avons souligné précédemment la motilité est un facteur important dans la 

virulence mais aussi dans la survie de la bactérie et la VKOR pourrait impacter cette motilité à 

travers le mécanisme de formation des ponts disulfures de certaines protéines flagellaires. Ainsi, 

toute perturbation du fonctionnement de la VKOR pourrait impacter la motilité. Partant de là, 

nous nous sommes dit qu’en agissant sur la VKOR, il serait intéressant de pouvoir suivre l’effet 

sur la motilité des bactéries.  
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Afin de pouvoir visualiser le comportement motile de la bactérie, nous avons donc mis au point 

une méthode de reconstitution de trajectoires basée sur la vidéomicroscopie et un script Python 

développé au sein du laboratoire. Le suivi de trajectoire bactérienne n’est pas nouveau puisque 

la première étude en la matière qui portait sur la bactérie E. coli date des années 70 (Berg and 

Brown, 1972) et il existe bien d’autres études de ce genre de nos jours. Cependant, peu d’études 

portant sur les leptospires et ayant recours aux techniques de tracking assisté par ordinateur sont 

disponibles.  

Bien que le développement d’outils informatiques soit assez intéressant pour les études du 

comportement motile, il faudrait que ceux-ci soient plus faciles d’accès et d’utilisation assez 

large, d’où l’intérêt de notre méthode. Notre script Python sera en Open Access et accessible 

contrairement à certains algorithmes utilisés dans des études de motilité chez les leptospires 

comme MATLAB dont l’acquisition peut être onéreuse ou VDA excel dont l’utilisation par des 

tiers nécessite qu’ils aient leurs propres copies d’Excel. Un autre avantage est que notre script 

permet de combiner le traitement d’images obtenues de la vidéomicroscopie et le calcul de 

vitesse des leptospires en une seule fois. Notre méthode permet aussi de suivre le déplacement 

de plusieurs leptospires en même temps, ce qui n’avait pas été le cas avec le système d’analyse 

automatisé mis en place par Charon et son équipe dans leur étude sur Leptospira illini 

(aujourd’hui Leptonema illini) (Charon et al., 1984).  

 

Figure 29 : Application du script Python pour le traitement d’images. 

Notre technique permet également de classer les bactéries présentes dans le champ de vision 

délimité en trois catégories : celles qui se déplacent (mobile), celles qui font des mouvements 

giratoires sur place (spinning) et celles qui sont statiques (fixed). Ensuite, elle permet de 

calculer la vitesse de déplacement de celles de la première catégorie. Le calcul ne se limite pas 

qu’aux variations de vitesse et aux apparences de trajectoires mais prend en compte le 

revirement de la bactérie qui correspond à une réorientation pendant son déplacement.  
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Cette réorientation qui fait suite au passage du premier type de motilité translationnelle au 

deuxième type de motilité translationnelle, fait référence à la motilité atypique des leptospires 

subdivisée en 4 types (Charon et al., 1984). Bien qu’ayant de nombreux avantages, 

l’inconvénient majeur de notre script est qu’il ne peut être exécuté que sous Linux à l’heure 

actuelle. 

Notre méthode nous permettait donc de pouvoir suivre l’évolution du comportement motile des 

leptospires après ajout d’inhibiteurs de la VKOR dans leur milieu de culture. Afin de réaliser 

cette partie de nos travaux, la mise à disposition de cultures bactériennes s’est avérée nécessaire. 

Bien qu’ayant à disposition des souches bactériennes provenant du Laboratoire d’Analyses 

Vétérinaires de VETAGRO SUP, nous avons constaté que leur motilité n’était pas constante 

rendant difficile la reproductibilité et l’interprétation de nos tests. Cette inconstance de la 

motilité pouvait être due à plusieurs facteurs notamment au nombre élevé de repiquages que les 

leptospires avaient subi.  

Les repiquages successifs des souches bactériennes peuvent entrainer des mutations ou des 

altérations génétiques, ce qui peut affecter leur comportement motile et d’autres 

caractéristiques. Pour remédier à ce problème, nous avons participé à deux projets de terrain 

qui ont permis d’obtenir de nouvelles souches de leptospires à partir de populations de 

campagnols terrestres dans le Puy-de-Dôme et de rats urbains à Lyon et Bordeaux en France. 

Outre l’obtention de souches fraichement isolées, ces études de terrain étaient importantes car 

elles sont un bon indicateur du danger de transmission de la leptospirose lié à ces animaux dans 

ces régions étudiées. La prolifération de ces rongeurs, porteurs de plus de 40 agents pathogènes 

zoonotiques (Buckle and Smith, 2015), pouvant constituer un véritable risque pour la santé 

humaine, l’évaluation du potentiel de transmission de la leptospirose de ces animaux à l’homme 

va contribuer à une meilleure compréhension de la maladie, en particulier en ce qui concerne 

les souches de leptospires associées à ces populations de rongeurs. Ce qui va avoir des 

implications pour la surveillance, la prévention et le contrôle de la maladie. 

Chez les campagnols terrestres, l’étude a montré que ces derniers présentaient une forte 

prévalence de l’ordre de 76%. Ce résultat était assez surprenant dans la mesure où la prévalence 

obtenue chez ces animaux était nettement plus élevée que celle observée chez le rat brun (Rattus 

norvegicus), considéré comme le principal réservoir de la leptospirose humaine (Haake and 

Levett, 2015). En effet, Ayral et collaborateurs avaient obtenu une prévalence globale de 26% 

chez les rats en France (Ayral et al., 2015).  
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Même si nos études sur les rats urbains à Lyon et Bordeaux ont révélé des prévalences plus 

élevées de l’ordre respectivement de 50.9% et 28.7%, celles-ci restaient inférieures à la 

prévalence observée chez les campagnols. La souche circulante chez les campagnols était L. 

kirschneri serogroupe Grippotyphosa qui n’est pas la souche prédominante retrouvée chez les 

rats. Etant donné que les souches appartenant au serogroupe Grippotyphosa sont 

secondairement impliquées dans les cas de leptospirose humaine après le serogroupe 

Icterohaemorrhagiae en France (Picardeau, 2013), cette étude a permis de montrer la nécessité 

d’explorer un peu plus le rôle des campagnols dans l’épidémiologie de la leptospirose au vu de 

l’augmentation des variations de densités des populations de campagnols terrestres suite aux 

changements des pratiques agricoles (Giraudoux et al.,  1997). 

Concernant l’étude sur les rats urbains, elle a permis de montrer la dynamique de la leptospirose 

au sein de ces populations de rongeurs contribuant à une meilleure compréhension de la 

persistance et la transmission d’agents pathogènes zoonotiques en milieu urbain (Blasdell et al., 

2019).  

La souche circulante mise en évidence aussi bien dans les populations de rats à Lyon qu’à 

Bordeaux était L. interrogans serogroupe Icterohaemorrhagiae. Cette souche étant la plus 

fréquemment incriminée dans la leptospirose humaine (Zilber, 2015), cette étude a permis de 

mettre en évidence le risque potentiel de contamination qu’encourent les populations humaines 

locales de ces zones de prolifération des rats. 

Les nouvelles souches bactériennes obtenues à l’issue de ces deux études de terrain étaient plus 

stables du point de vue de leur motilité. Nous étions donc à même de pouvoir mener notre étude 

de suivi du comportement motile des leptospires dans leur milieu de culture après ajout 

d’inhibiteurs de la VKOR. Mais, il restait poser la question des inhibiteurs potentiels de la 

VKOR des leptospires.  

La warfarine a été proposée comme inhibiteur potentiel de la VKOR des leptospires. Cette 

éventualité s’est justifiée par le fait qu’en plus d’être l’inhibiteur historique de la VKORC1 

utilisé en thérapie humaine et comme rodenticide, il a été rapporté que la warfarine était capable 

d’inhiber la VKOR de Mycobacterium tuberculosis et Synechococcus sp (Dutton et al., 2010). 

Cependant, nos résultats de modélisation moléculaire ont montré qu’elle n’avait pas une très 

bonne affinité avec la VKOR des leptospires.  
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De plus, les résultats préliminaires du suivi du comportement motile des leptospires en présence 

de la warfarine ont montré qu’il fallait incorporer des concentrations élevées de cette molécule 

afin d’observer une baisse de la motilité des bactéries. 

 

Figure 30 : Effet de différentes concentrations de warfarine sur la motilité des leptospires. 
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Cet état de fait est pour nous rassurant dans la mesure où l’utilisation de cette molécule pour 

inhiber la VKOR des leptospires ne serait pas adaptée. En effet, le recours à cette molécule aura 

pour conséquence d’inhiber également la VKORC1 des patients, ce qui conduirait à de graves 

troubles de la coagulation sanguine en plus de ceux potentiellement induits par la leptospirose.   

Toutefois, lors de l’évaluation in silico du substrat potentiel de la VKOR des leptospires, nous 

avions identifié les résidus qui contribuaient fortement aux interactions pour la fixation des 

substrats sur la protéine. Ces résidus, au nombre de six (L24, V52, I71, D114, L117 et C132) 

pourraient être une bonne cible pour la conception d’inhibiteurs spécifiques de la VKOR des 

leptospires d’autant plus que cinq d’entre eux (L24, V52, L117, D114 et C132) sont strictement 

conservés chez toutes les espèces de leptospires. Cette perspective de développement 

d’inhibiteurs portant sur ces résidus à l’exception du résidu V52 se justifie aussi par le fait 

qu’aucune mutation portant sur leurs correspondances chez les mammifères induisant des 

résistances aux inhibiteurs de la VKORC1 n’a été décrite jusqu’à ce jour à notre connaissance. 

Quant au résidu V52, nous avons montré qu’il fait partie des quatre résidus Y28, V52, L117 et 

Y136 fortement impliqués dans l’interaction de la VKOR des leptospires et la warfarine. Ces 

quatre résidus correspondent respectivement aux résidus conservés chez les mammifères Y25, 

V54, L120 et Y139, qui ont tous été signalés comme impliqués dans la liaison de la warfarine 

chez les humains et les rongeurs. Des mutations décrites portant sur ces résidus ont induit des 

résistances à la warfarine chez l’homme (Hodroge et al., 2012 ; Czogalla et al., 2013) et chez 

les rongeurs (Goulois et al., 2016 ; Lasseur et al., 2005), ce qui justifie que leur prise en compte 

dans le développement d’inhibiteurs de la VKOR compliquerait l’obtention de molécules 

spécifiques aux leptospires. 
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VII. CONCLUSION 
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Après avoir rappelé de manière succincte les connaissances bibliographiques portant sur la 

leptospirose et ses agents bactériens qui permettent d’exposer toute la complexité de cette 

zoonose, cette thèse présente les travaux menés dans l’objectif de mettre en évidence un 

nouveau marqueur génétique de virulence des leptospires et donc de fournir une nouvelle cible 

thérapeutique inhibable par les anticoagulants antivitamines K. 

Le marqueur génétique identifié est une protéine nommée VKOR par homologie à l’enzyme 

VKORC1 retrouvée chez les mammifères, impliquée dans le recyclage de la vitamine K et 

jouant un rôle capital dans le processus de la coagulation sanguine. Chez certaines bactéries 

notamment les leptospires, cette protéine correspond à la DsbB et est impliquée dans le 

processus de formation des ponts disulfures indispensables à la stabilité et au bon 

fonctionnement de protéines destinées à être sécrétées entre autres certaines protéines 

flagellaires et des toxines.   

Bien que des travaux antérieurs d’alignement de séquences de plusieurs espèces bactériennes 

avaient mis en évidence son existence chez L. interrogans, nous avons dans un premier temps, 

par une analyse de l’alignement de toutes les séquences disponibles des leptospires, montré que 

la VKOR est présente dans tout le genre Leptospira et qu’elle présente une certaine variabilité 

suivant la souche de leptospires. Ensuite, par manque de données expérimentales ainsi que de 

structure tridimensionnelle résolue expérimentalement à ce jour rendant difficile la description 

détaillée de son fonctionnement chez les leptospires, nous avons tenté d’apporter par des 

approches de la modélisation moléculaire des éléments de réponse à certaines interrogations. 

La modélisation moléculaire permet d’établir in silico des modèles structuraux à l'échelle 

atomique à partir desquels les simulations de dynamique moléculaire ouvrent l’accès au détail 

des mouvements atomiques. L'association de la modélisation moléculaire, des simulations de 

dynamique moléculaire et de la biologie structurale aboutit à la description des relations entre 

la séquence, la structure, la dynamique et la fonction biologique des protéines, par des 

approches de biologie computationnelle. 

Nous avons donc construit un modèle 3D de la VKOR des leptospires en utilisant AlpfaFold, 

un outil d’intelligence artificiel. Le modèle obtenu présente une structure avec deux domaines 

fusionnés : un domaine VKOR à cinq hélices transmembranaires relié par sa cinquième hélice 

à un domaine thiorédoxine. Les simulations de dynamique moléculaire ont révélé un 

rapprochement privilégié entre les atomes de soufre des cystéines C40 et C49 d’une part et 
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C129 et C132 d’autre part, ces résidus étant ceux intervenant dans le mécanisme de transfert 

d’électrons entre la VKOR et son substrat.  

Nous avons toujours au cours de cette approche de modélisation moléculaire identifié les 

substrats potentiels de la VKOR des leptospires et mis en évidence les résidus qui contribuaient 

fortement aux interactions. Au nombre de six (L24, V52, I71, D114, L117 et C132), ces résidus, 

à l’exception du résidu V52, pourraient être une bonne cible pour la conception d’inhibiteurs 

spécifiques de la VKOR des leptospires d’autant plus que quatre (L24, L117, D114 et C132) 

sont strictement conservés chez toutes les espèces de leptospires. L’exclusion du résidu V52 

s’est justifié par le fait que le développement d’un inhibiteur ciblant ce résidu ne serait pas 

spécifique aux leptospires et pourrait entrainer des conséquences chez l’hôte.  

Dans un second temps, pour une approche in vitro, nous avons mis au point un protocole qui 

pourra servir à la caractérisation de l’activité enzymatique de la VKOR des leptospires, à partir 

de la VKORC1 des mammifères. Pour se rapprocher le plus des conditions physiologiques, 

celle-ci est basée sur le système redox combinant le réducteur NADPH et les protéines 

Thioredoxin reductase (TrxR) et Thioredoxin1 (Trx). L’adoption de cette méthode permettrait 

de se passer du dithiothréitol (DTT), utilisé pour initier la réaction enzymatique de la VKORC1 

in vitro dans la majorité des travaux publiés.   

Parallèlement, dans un troisième volet, partant du postulat que l’inhibition de la VKOR pourrait 

avoir des répercussions sur la motilité des leptospires, nous avons développé une méthode de 

reconstitution de trajectoires basée sur la vidéomicroscopie et l’implémentation d’un script 

Python afin de suivre le comportement motile des leptospires en présence d’inhibiteurs de la 

VKOR. Accessible, cette méthode peut être transposable pour d’autres applications dans 

d’autres laboratoires de recherche.  

Par ailleurs, l’acquisition de souches de leptospires pour la réalisation des tests de mise au point 

de la méthode nous a amené à participer à deux études de terrains sur le portage leptospirosique 

des campagnols terrestres dans le Puy-de-Dôme et des rats urbains dans des zones densément 

peuplées à Lyon et Bordeaux. Ces deux études ont permis d’évaluer le risque potentiel de 

transmission de la leptospirose de ces rongeurs à l’homme dans les zones étudiées. Elles vont 

donc contribuer à une meilleure compréhension de la maladie, en particulier en ce qui concerne 

les souches de leptospires associées à ces populations de rongeurs, ce qui devrait avoir des 

implications pour la surveillance, la prévention et le contrôle de la maladie.  
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VIII. PERSPECTIVES 
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Ce travail de thèse exploratoire a permis de révéler un marqueur génétique des leptospires qui 

pourrait être un facteur de virulence essentiel tant en épidémiologie moléculaire qu’en 

thérapeutique. En tant qu’étude pionnière, il ouvre la voie à de nombreuses investigations qui 

devront être menées pour une meilleure optimisation de nos résultats. Plusieurs domaines sont 

concernés par ces investigations, ce qui pourrait conduire à des projets de collaboration entre 

laboratoires de recherche. 

➢ Dans le domaine de la modélisation moléculaire 

Nos résultats ont montré que la warfarine n’était pas un bon inhibiteur de la VKOR des 

leptospires et révélé les résidus qui contribuaient aux interactions de notre protéine d’intérêt et 

de ses substrats. Partant de ces résidus, des mutants peuvent être définis afin de décrire les 

mécanismes de modification du cycle enzymatique (suractivation ou inactivation) toujours dans 

l’optique du développement de nouveaux inhibiteurs de la VKOR. Par ailleurs, lors de la 

préparation des simulations de dynamique moléculaire, la membrane utilisée était composée 

d’un seul type de phospholipides. La composition de la membrane des bactéries étant plus 

complexe et hétérogène, il serait intéressant d’étudier les mécanismes d’interactions de la 

VKOR en intégrant d’autres composants de la membrane.   

➢ Dans le domaine de la génétique et de l’expérimentation animale 

Nous avons mis en évidence la séquence de VKOR dans le génome des leptospires. Cependant, 

comment est-ce qu’elle est apparue chez les leptospires ?  Quel autre rôle pourrait-elle avoir 

chez la bactérie ? Son absence lui pourrait-elle être fatale ? Est-ce que des leptospires 

knockoutés pour ce gène seraient immobiles ? quelle sera la virulence de ces souches KO sur 

un modèle animal sensible à la leptospirose ? Voici autant de questions que suscitent nos 

résultats sur le plan de la génétique et de l’expérimentation animale.  

➢ Dans le domaine de la biologie moléculaire 

L’analyse de la séquence de VKOR des leptospires ayant montré une certaine variation en 

fonction des souches, cette dernière peut-elle être utilisée pour discriminer les souches ? Existe-

t-il des mutations pouvant être liées à la virulence des souches ? ou encore existe-t-il des 

souches pour lesquelles un phénomène de résistance peut être observé ? Voici autant 

d’interrogations qui mériteraient d’être approfondies.   
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➢ Dans le domaine de la biochimie 

Nous avons mis en place un système d’étude enzymatique se passant du DTT et remplacé par 

une protéine Trx-like et du NAD(P)H2 pour apporter le pouvoir réducteur à la VKORC1. La 

transposition de ce système à la VKOR des leptospires pour sa caractérisation enzymatique est 

en cours et les résultats déjà obtenus sont encourageants pour contourner l’instabilité de 

l’hydroquinone, une des problématiques auxquelles nous nous sommes retrouvés confronter. 

En effet, l’instabilité de l’hydroquinone en présence d’oxygène est liée au fait que 

l’hydroquinone se réoxyde d’abord en semiquinone puis en quinone en libérant à chacune de 

ces deux étapes un anion radical superoxyde O2- .  

Cet anion radical superoxyde peut être dosé en présence de différentes sondes qui peuvent être 

colorées ou fluorescentes comme le dihydroéthidium. 

La structure du dihydroéthidium et l’interaction de cette molécule avec l’anion radical 

superoxyde produit le 2- Hydroxyethidium qui est fluorescent contrairement au 

dihydroéthidium. Dans la mesure où la masse du métabolite (330 uma) est plus élevée que celle 

du substrat (316 uma), une méthode de mesure en LC-MS est envisageable. 
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Pour mettre en place une méthode de dosage de l’anion radical superoxyde, nous avons utilisé 

une réaction biochimique très fréquemment décrite pour produire de l’anion radical superoxyde. 

 

 

En utilisant cette réaction en présence de concentration croissante de xanthine, nous avons pu 

observer une augmentation nette de la fluorescence (excitation 470nm, émission 610nm), 

néanmoins les concentrations de xanthine nécessaires étaient bien plus fortes que les 

concentrations attendues de KH2 au cours de l’activité de la VKORC1. En conséquence, nous 

avons essayé de doser l’hydroxy-éthidium (330uma) issu du dihydroéthidium (316uma). Les 

résultats obtenus ont été encourageants car la sensibilité de la méthode est apparue nettement 

augmentée par le dosage en LC/MS. 

La réaction de la DHE en présence d’O2
-. peut également être suivie en spectrométrie de masse. 

Essayant de suivre la réaction par cette méthode, nous avons cherché à évaluer différents 

paramètres tels que l’influence de la concentration en xanthine ou en XO ou en DHE de façon 

à optimiser les conditions permettant d’évaluer la fluorescence du 2-OH-E+. 

Exemple de protocole permettant d’évaluer la fluorescence en fonction de la concentration en 

Xanthine : 

o Plaque 96 puits 

o Volume : 0.2 mL/puits 

o DHE 1 µL par puits soit 125 µM 

o Xanthine : puits à 25 µM (5µL), puits à 5 µM (1µL), 1.25 µM (0.25 µL), 0 µM (0µL) 

o Réaction déclenchée par 1µL de Xanthine Oxydase. 
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Tous les puits/tubes ont été réalisés en dupliqua afin de vérifier la répétabilité et/ou une 

éventuelle erreur de manipulation. 

Nous avons mesuré la fluorescence à l'aide d'un lecteur de microplaques et avons effectué une 

analyse cinétique détaillée de la réaction en fluorimétrie à 470nm-610nm sur une période de 

1h30mn. 

La pente était dépendante de la concentration en Xanthine. Les variations de fluorescence sont 

très significatives pour les valeurs de X allant de 25 à 5 µM (5 à 1µL). La concentration de 

1,25µM (0,25µL) est difficilement quantifiable par cette approche.  

Nous sommes donc en mesure de mesurer indirectement l’anion radical superoxyde par cette 

méthode.  

Nous avons voulu ensuite vérifier que nous sommes en capacité de mesurer l’hydroquinone de 

vitamine K (KH2) par ce même système. La synthèse chimique de KH2 est réalisée selon le 

protocole publié par l’équipe de M. Fasco (1980). 

Les solutions de vitamine K étaient de 20mg/mL dans une solution aqueuse d’Emulgen 911 (10 

% v/v). La vitamine K hydroquinone a été préparée en incubant 0,02 mL de la solution de 

vitamine K-émulgen 911 avec 1 ml de chlorhydrate de tris (hydroxyméthy1) aminométhane 

0,2M (Tris-HCI), 0,15 M de KCl, et du dithiothréitol 0,1 M à pH 8,5, dans un flacon scellé sous 

vide à 20°C pendant 18 heures. 

Figure : Graphique de l’évolution de la fluorescence en fonction de la concentration en Xanthine 

(X 5µl correspond à 25 µM) 
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Nous avons réalisé l’expérience de façon similaire (200 µl par puits, 1 µl de DHE et une quantité 

variable de KH2) et avons pu observer de la fluorescence (470/610nm).  

Le DHE détecte bien la production d’O2
-. libéré lors de la réoxydation de la KH2. Pour 1 µL de 

KH2 par puits, on aurait une concentration de l’ordre de 5 µM dans le puits.  

Il apparaît que même si la concentration en KH2 est très surestimée suite à la réoxydation qui a 

dû se faire pendant la purification de la KH2, la sensibilité de la méthode doit être faible et très 

certainement limitante par rapport à l’objectif de produire enzymatiquement la KH2 avec une 

mesure en continu de la fluorescence. 

Nous avons donc poursuivi cette étude en testant la capacité à réduire la vitamine K quinone en 

présence d’un système Trx complet et des microsomes de levures exprimant la VKORC1 et en 

présence de DHE. 

Nous avons réalisé un système enzymatique semblable dans une plaque Elisa : 

- Tampon d’incubation (qsp 200µL) 

- Microsomes de levure exprimant une VKORC1 non mutée (WT) (2µL/puit) 

- Système régénérant (100µL/puit) 

- TrxR (1µL/puit) 

- Trx (8µL/puit) 

- DHE (1µL/puit) 

Une pré-incubation pendant 30min à 37°C a été effectuée afin d’optimiser la réduction du 

donneur d’électrons Trx.  

Figure : Graphique de l’évolution de la fluorescence en fonction de la concentration en KH2 
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La réaction a été initiée en ajoutant 0 ; 2 ou 4µL de substrat vitamine K quinone (K) puis son 

suivi s’est fait par fluorimétrie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nous avons constaté que la fluorescence augmentait en fonction de la quantité en vitamine K : 

le DHE détectait bien l’O2
-. et nous pouvions quantifier la vitamine K hydroquinone en fonction 

de l’O2
-. formé.  

Pour confirmer ce résultat, nous avons effectué la même manipulation en ajoutant des AVKs. 

Figure : Suivi de la fluorescence en fonction de la concentration en vitamine K quinone 

Figure : Suivi de la fluorescence en fonction de la présence ou non d’AVKs 
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Nous étions censés obtenir une courbe qui diminuait en fonction de la quantité en AVKs car 

l’enzyme est inhibée par les AVKs. Malheureusement, nous avons obtenu des résultats 

semblables à ceux sans AVKs.  

Il n’y a donc pas que l’enzyme VKOR qui catalyse la réaction mais probablement d’autres 

enzymes métalliques présentes dans les microsomes de levures qui libèrent également de 

l’anion radical superoxyde. 

En effet, pour confirmer cette hypothèse, nous avons réalisé la même manipulation avec des 

levures « blanches » qui ne contiennent pas l’enzyme VKOR.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’évolution de la fluorescence dans le temps n’est donc pas dépendante de la présence de 

VKORC1 recombinante dans les microsomes. Il ne s’agit donc pas seulement de l’enzyme 

VKOR qui catalyse la réaction de K en KH2 puis la production de O2-. . Les levures « blanches » 

et recombinantes doivent certainement aussi exprimer une enzyme présentant une activité 

quinone réductase. 

En conclusion, notre système utilisant la DHE ne permet pas d’évaluer l’activité de la VKORC1 

exprimée en microsomes de levures. Néanmoins si on arrive à purifier l’enzyme VKOR, on 

éviterait la libération d’O2-. des autres enzymes présentes chez les levures. Ainsi, la 

fluorescence observée ne proviendrait que de l’enzyme VKOR. 

Un travail complémentaire a aussi été réalisé avec la mesure du 2-OH E par LC-MS. Ce travail 

a montré que le seuil de détection de la méthode LC-MS était largement inférieur à la méthode 

fluorimétrie. 

Figure : Suivi de la fluorescence en fonction de la présence ou non de l’enzyme VKOR 

Sans VKOR 

Avec VKOR 
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Néanmoins, nous travaillons sur la production et la purification de VKORC1 pour clore ce 

chapitre qui évidemment sera suivi par un dernier chapitre correspondant à la caractérisation de 

l’activité VKOR bactérienne purifiée. 

Une fois, ce chapitre clos, il serait intéressant de voir si ce modèle peut être utilisable pour 

établir une relation entre une éventuelle mutation de la VKOR et une potentielle résistance 

phénotypique. 
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Dans cette partie, seront présentés les posters et articles (accepté et en finalisation) qui sont le 

fruit d’autres projets auxquels j’ai eu l’occasion de m’investir également durant mes travaux de 

thèse.  

✓ Poster 1 : « The black rats, Rattus rattus: Development and domestication of an internal 

lineage of black rats for laboratory studies. » a été présenté au congrès international du 

FELASA en 2022. 

 

✓ Poster 2 : « Comparative study of the prevalence of leptospirosis in urban rat 

populations living in different environments in Lyon, France » a été présenté au congrès 

de l’ISWAVLD en 2023. 

 

✓ Poster 3 : « Exposure and resistance to anticoagulant resistance in urban rodent pests in 

Chad » a été exposé au congrès de l’EVPMC en 2023. 

 

✓ Article accepté dans le journal international Pest Management Science : « Exposure and 

resistance to anticoagulant rodenticides in invasive and endemic Chadian urban rodent 

species to develop a rational management strategy » 

 

✓ Article en cours de finalisation : « Diversity and distribution of rodent pests in the main 

urban areas of Chad » 
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ANNEXE 1 



The Black Rats, Rattus Rattus: 
DEVELOPMENT AND DOMESTICATION OF AN INTERNAL LINEAGE OF BLACK RATS 

FOR LABORATORY STUDIES
Ambre Fafournoux, Sionfoungo Soro, Sebastien Lefebvre, Virginie Lattard

USC 1233 RS2GP, INRAe, VetAgro Sup, Univ Lyon, F-69280 Marcy l’Etoile, France

Results
Change observed in the behavior of wild animals from their capture to the third generation of

breeding. At the third generation :

• The animals are calmer and no longer jump around.

• Changing cages is done without the animal trying to flee.

• Handling the animals is easier and they no longer try to jump or climb far and fast.

• Change of diet made without complication (from fresh produce to SAFE A04 food)

Even if they remain lively and agile, the animals let themselves be caught with less difficulty and

are less afraid of humans. In only three generations they have been largely domesticated and the

stress of human presence and contact is visibly reduced. Without restraints the animal remains in

the hand or on the handler without trying to flee.

➔New datas have been colected from the third generation (weight, body and tail length)

Outlook

• Use for behavioral study

➢ in group

➢ in couple

➢ isolated

➢ etc

• Use for morphological study

➢ birth

➢ several days/month

➢ adult

➢ death

▪ Research of food preferences

➢ possible studies on new forms of rat poision baits adapted to the Rattus Rattus

Context
• Rattus Rattus : a very little known species, little studied and rarely referenced over the literature

• The black rat carry zoonotic agents and is responsible for agricultural losses

• Behavior and diet of black rats differ from those of brown rats (Rattus norvegicus).

Black and brown rats are unfortunately often confused.

• Lack of knowledge makes black rat populations difficult to manage
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During acclimatization, the diet gradually changed. At the start they

had 50% fresh fruits and vegetables and 50% SAFE A04 food

caps. Then we went after three weeks to 40% fresh food, 60% A04

and thereafter every two weeks the percentage of fresh food

decreased by 10% to increase by 10% in A04.

Following this change, the rodents were also dewormed using

Ivermectin and a health check was carried out with a view to

store them in FPS animal facilities and in the near future start

research on them.

➢ The rats were captured from our
wild farmed terrariums were their
are entirely self-managed. We only
intervene to renew water and food.

➢ During a distribution of
fresh food, live capture
traps were placed in
the room housing the
black rats

➢ We installed nine pairs in our quarantine.
First accommodations : plexiglass boxes with small
wooden crates on SAFE performance litter and hay.
Two bottles of water were permanently available as
well as SAFE A04, fruits and vegetables.

Boxe dimensions : 70cm/70cm/70cm

➢ Accommodation was abandoned
for conventional rat cages after a
month. It was too complex to
maintain and monitor and above all
bulky and too heavy to be moved.

➢ During the change of habitat, the couples
were installed with a transparent red PVC
shelter, a PVC tube, a wooden strip and
cotton cubes. Following this change, we
had litters of pups.

➢ Over five couples have been
folowed.

➢ Each 29 to 32 days coples had
new babys (between 4 to 6)

Without restraints the 
animal remains in the hand 
without trying to flee.

Wild black rat that cannot 
be caught or approached.

New data

taking information 

on development, 

weight, coat…
New data
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Comparative study of the prevalence of 

leptospirosis in urban rat populations living 

in different environments in Lyon, France

S. SORO 1, K. GROUD 1, D. MEGARUS 1, A. FAFOURNOUX 1, V. LATTARD 1

1 vetagro-sup, Marcy l'étoile, France

*Corresponding Auteur: sionfoungo,soro@vetagro-sup.fr

Introduction

Materials and Methods

Results

Conclusion

✓ Leptospirosis: Re-emerging bacterial zoonosis of worldwide distribution

Considered as the main reservoirs

Able to adapt to different urban environments and proliferate

✓ Since characterization of transmission dynamics of leptospires between individuals not yet fully elucidated and the environment 

would play a determining role 

Objective: To compare the prevalence 

of leptospirosis between populations of 

urban rats living in different 

environments in Lyon.

✓ Using three environnemets in densely human population areas of Lyon:

sewers surface areas communicating with sewers
surface areas without communication with 

underground pipes

International Symposium of World Association of Veterinary Laboratory Diagnosticians (ISWAVLD) 2023
29 June- 1 July 2023, Congress Centre Lyon, France

After capture, Carrying kidney sampling Using BioExtract SuperBall kit for Genomic DNA extraction 

Using the real-time molecular biology PCR technique targeting the pathogenic 16S rRNA gene for Leptospires 

detection 

❖ In total, 59 rats are collected

Table1: Prevalence rates by environment

Table2: Prevalence rates by sex

❖ Circulating strain found belongs to

Icterohaemorrhagiae serogroup

✓ In Europe, metropolitan France is one of the countries with the highest 

number of cases of human leptospirosis

❑ Higher prevalence of leptospires in rat populations living in sewers and in surface areas accessing underground pipes

❑ These areas characterized by presence of sewage, suggesting an environmental influence in the persistence and circulation of

leptospires in rats

Planning the detection of leptospires in sewage to confirrm the suggesting:

P-94

sewer
urban surface area 

with communication 

with sewer

urban surface area 

without 

communication with 

sewer

Number of rats 18 19 22

Leptospires prevalence 

rate (%)

50.00

[29.03-70.96]

63.16

[41.04-80.85]

4.55

[0.23-21.80]

✓ Capture alive rats in différents sites with two-entry rat traps and ferrets 

:

Males Females

Number of rats 34 25

Prevalence rates
41.18

[26.37-57.78]

32.00

[17.20-51.60]

➢Development of method for detecting leptospires in sewage

➢Development of method for culturing leptospires in sewage
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Four rodent species were identified: 
Mastomys kollmannspergeri (36.3%)

Mastomys natalensis (15.4%)

Arvicanthis niloticus (19.3%)

Rattus rattus (28.7%)

Sudan

Lybia

Niger

Nigeria

Cameroon

Central African

Republic

Biltine

Abéché

N’DJAMENA

Doba

Sarh

Moundou

> 1,500,000

80,000 to100,000

10,000 to 30,000

130,000 to 160,000

Inhabitants

Saharan area

Sahelian area

Sudanian area

n=113

n=76

n=15

n=26
n=35

n=17

A.niloticus
M.natalensis
M.Verheyeni
R.rattus

V29E

V69E

D127V

Brodifacoum
Bromadiolone

Ferulenol
warfarin
Coumatetralyl

Vkorc1 mutations in R. rattus

AR distribution

Rodent sampling

Study area

000

A. Niloticus

M. Natalensis

M. Kollmanspergeri

R. rattus

Limited exposure to FGAR and SGARs 

was observed, mainly in R. rattus (36,8% of 

exposure) and to a lesser extent in A. 

niloticus (12.5%), M. natalensis (9.1%) and 

M. kollmanspergeri (4.2%).

Exposure and resistance to 

anticoagulant resistance in urban 

rodent pests in Chad

Virginie Lattard, Ali Barka Mahamat, Karine Groud, Soudy Imar Djibrine, 
Sionfoungo Soro, Nolan Chatron, Etienne Benoit
USC1233, INRAe/Vetagro-sup, Marcy l'étoile, France

*Corresponding Auteur: virginie.lattard@vetagro-sup.fr

INTRODUCTION
• Rodent pest management involves the widespread use of anticoagulant rodenticides (AR).

• This use has resulted in the selection of resistance alleles in the Vkorc1 gene, encoding the target enzyme of ARs.

• Mutations have been widely reported in many countries.

• In Africa, while rodents are a major problem because of the transport and transmission of zoonotic pathogens and the

damage they cause to crops, the use of ARs and the spread of resistance alleles are poorly documented.

OBJECTIVES
To document the use of ARs and the distribution of

AR resistance in Chad, one of Africa's largest

countries at the crossroads of North and Central
Africa.

METHODS
• Sampling of rodent in urban areas in Chad

• Species identification by cytochrome b sequencing

• Exposure to ARs by measurement in liver

• Detection of resistance by Vkorc1 sequencing

• Consequences of new mutations analyzed by protein
engineering and enzymology.

RESULTS

DISCUSSION
Exposure to ARs and the presence of Vkorc1 gene mutations have been detected in Chad. These results should argue for

the implementation of a reasoned management of rodent populations in Africa to avoid the spread of ARs resistance.

Vkorc1 was entirely sequenced for

 A. niloticus (no mutation)

 M. kollmanspergeri (no mutation)

 M. natalensis (detection of 2 

haplotypes with 3 amino acid changes)

1  

2  

3  

3 new Vkorc1 mutations were detected in 

R. rattus (with allelic frequency for V29E of 

1,5%, for V69E of 14% and for D127V of 

17%), conferring limited resistance to FGARs 

and no resistance to SGARs

4  
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Exposure and resistance to anticoagulant rodenticides in invasive and endemic Chadian 

urban rodent species to develop a rational management strategy. 

 

Short title: Resistance to anticoagulant rodenticide in urban Chadian rodents 

 

 

Ali Barka MAHAMAT1,2, Karine GROUD1, Soudy Imar DJIBRINE2,3, Sionfoungo Daouda 

SORO1, Isabelle Fourel1, Antoine RACHED1, Nolan CHATRON1, Etienne BENOIT1, Virginie 

LATTARD1 * 

 

1USC 1233 RS2GP, VetAgro Sup, INRAe, University of Lyon, Lyon, France 
2Department of Biomedical and Pharmaceutical Sciences, National Higher Institute of Science and 

Technology, Abeche, Chad  
3Food Quality Control Center, N'Djamena, Chad 

 
*, Corresponding author: Virginie Lattard 

Email: Virginie.lattard@vetagro-sup.fr, Phone: +33(0)4 78 87 27 27; Fax: +33(0)4 78 87 05 16 

 

Abstract 

Rodent management involves the use of anticoagulant rodenticides (ARs). This use has resulted in the 

selection of numerous resistance alleles in the Vkorc1 gene, encoding the target enzyme of ARs. In 

Africa, while rodents are a major problem due to their transport and transmission of zoonotic pathogens 

and damage to crops, the use of ARs and the spread of resistance alleles are poorly documented. Through 

rodent sampling in Chad, one of the largest countries in Africa, bordering many countries, without access 

to the sea and subject to a great diversity of climate, located at the crossroads of central and northern 

Africa, representative of both northern and central African countries, we attempt to make progress on 

these 2 points. 

Using a sampling of nearly 300 rodents composed of invasive and endemic rodents collected in 6 of 

Chad’s largest cities, exposure to ARs was analyzed by their quantification in the liver; the spread of 

AR resistance alleles was analyzed by Vkorc1 sequencing. We demonstrate the use of both ARs 

generations in Chadian cities and report the total sequencing of the Vkorc1 for 44 M. natalensis with 

detection of two different haplotypes, the sequencing of the Vkorc1 for 2 other endemic rodent species, 

M. kollmannspergeri and A. niloticus, and finally the detection of three new missense mutations, V29E, 

V69E, D127V in R. rattus. potentially associated to resistance to ARs. 

These results should argue for the implementation of a reasoned management of rodent populations in 

Africa to avoid the spread of ARs resistance alleles. 

 

Keywords: Rodent, endemic species, invasive species, anticoagulant rodenticides, Vkorc1, 

resistance 
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1. Introduction 

Because of their adaptability and great prolificacy, rodents have colonized all continents except 

Antarctica and have adapted to all ecosystems, urban, agricultural, forest and desert. Africa has not been 

spared from rodent outbreaks, despite sometimes extreme climatic conditions prevailing there. Thus, 

this continent is host to more than 400 species of rodents, of which more than 70 damage crops1. Rodents 

pose a threat to agricultural productivity and food security2,3. They are also a threat to public health due 

to their proximity to humans in ultra-fast-growing urban settlements, providing an environment 

conducive for rodent outbreaks through poor housing quality, food availability, shelter, and nesting 

sites4,5. This proximity of rodents to humans poses a major risk to humans due to their widespread 

carriage of zoonotic pathogens, including Lassa fever, plague, leptospirosis, and toxoplasmosis6,7. 

Since the 1950s, the control of rodent outbreaks has been based on chemical control and mainly the use 

of anticoagulant rodenticides (ARs). These molecules overcome the food aversion of rodents through 

their mechanism of action with a delayed clinical response. These molecules inhibit the enzyme 

VKORC18,9, which is involved in the recycling of vitamin K. This enzyme catalyzes the reduction of 

vitamin K epoxide to vitamin K quinone and then hydroquinone. Vitamin K hydroquinone is the 

essential cofactor for the gamma-carboxylation of coagulation factors II, VII, IX and X. In the presence 

of ARs, vitamin K is not recycled and the pool of activable coagulation factors is progressively depleted, 

leading to hemorrhage and death. 

ARs were first developed in the 1950s with the development of the first generation of molecules 

(FGARs) led by warfarin. Among these, we can also mention coumatetralyl, coumachlor and 

chlorophacinone. Shortly after the beginning of the use of FGARs, resistances were described first in 

Europe, notably in England10,11, then in the United States12, Australia13, Canada14, Japan15. The second 

generation of molecules (SGARs) was then developed. These include bromadiolone, difenacoum, 

flocoumafen, brodifacoum and difethialone. These molecules are more toxic, but also more ecotoxic 

because of their very long persistence in the tissues. They are responsible for secondary poisoning 

leading to wildlife mortality16. 

Resistance to ARs has been described as essentially supported by mutations in the Vkorc1 gene resulting 

in weak or no inhibition of the enzyme by ARs. Various mutations have been described in commensal 

rodents and humans in western or Asian cities and countryside17,18,19,20. In Africa, studies devoted 

to rodent resistance to rodenticides are extremely rare24. While the presence of brown rats, black rats 

and house mice is reported in many African countries, the use of ARs is poorly documented. Are they 

used extensively? Could their use have led to the selection of resistance alleles? Given the extensive 

trade between Europe and Africa, could European resistance have spread to Africa through transport? 

In addition to brown rats, black rats and mice, other rodents are present in the environment close to 

humans, in particular Mastomys natalensis, which is the most widespread and abundant rodent pest 

species of sub-Saharan Africa involved in the transmission of Lassa virus. Knowledge of the exposure 

and susceptibility of African rodents to ARs is almost non-existent. Through a sampling of rodents, 

consisting of various endemic rodents as well as invasive rodents, conducted in Chad in 6 of the main 

cities, this study aims to explore the exposure, and resistance to ARs of rodents in Africa. 

2. Materials and methods 

2.1 Ethic statements 

Rodent samples were collected with the national network of pest control operators. This study was thus 

not considered to be an “experimental procedure” as defined by the French and Chadian legislation 

(Rural Code, Article R214–89) and was therefore not subject to an ethical committee approval. This 

study complied with the ethical standards of European regulations governing the care and use of animals 

in research (Directive 2010/63/EU). 
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All the owners of the sites where the captures were carried out were informed of the project and methods 

and agreed to it. 

2.2 Study area and trapping method 

This study was conducted in the Republic of Chad, a landlocked country of 1,284,000 square kilometers 

located at the crossroads of North and Central Africa (Figure 1) characterized by three distinct climatic 

zones, the Sahara desert in the North (with annual rainfall less than 50 mm), the Sahelian belt in the 

center (with annual rainfall from 300 to 600 mm) and the Sudanian area in the South (with annual rainfall 

more than 900 mm). Trapping campaigns were organized in the main cities of the Sahelian, i.e., 

N’Djaména (the Capital), Abeche and Biltine, and Sudanian areas, i.e., Moundou, Doba, Sarh. Trappings 

were conducted in individual houses, warehouses and field. A total of 38 different trapping sites in Chad, 

i.e., 18 houses, 10 warehouses and 10 fields were involved in this study. 

Rodent trappings in Chad were conducted from 2019 to 2021 using lethal traps (20 to 25 traps per site) 

homogeneously distributed over the trapping site where traces of rodents were detected. Baiting was 

carried out with cucumber and peanut butter. Depending on rodent abundance, trapping was conducted 

on one or two consecutive days. When traps were set for 2 days, traps were inspected daily and re-baited 

if necessary. After trapping, fragments of tail and liver were collected and stored at -20°C until their use 

for genomic DNA extraction and AR extraction. 

2.3 AR measurement in liver of rodents 

Solid-Liquid Extraction (SLE) was used to extract ARs from liver of rats. 0.50(±0.01) g of liver was 

weighed and homogenized with 10mL of acetone using an UltraTurax. The mixture was centrifuged at 

3000rpm for 5min. The liquid part was evaporated to dryness at 40°C under a gentle stream of nitrogen. 

The residues were reconstituted in 1mL of acetonitrile and washed twice with 1mL of hexane to discard 

the lipids. The remaining acetonitrile phase was evaporated to dryness in the same way as above. The 

residues were reconstituted with 200µL of acetonitrile, and filtered through a 0.2µm filter (Phenomenex, 

Torrance, CA, USA). AR residues analysis was carried out by using the LC-MS/MS method previously 

described25. The ARs analysed with this method were three first generation ARs: warfarin, 

coumatetralyl, chlorophacinone and five second generation ARs potentially used in European countries: 

bromadiolone, difenacoum, brodifacoum, flocoumafen and difethialone. The chromatographic 

separation was achieved with a semi-porous Poroshell 120 StableBond C18 column (2.1*100mm, 

2.7µm) and MS/MS detection was carried out by a 6410B Triple Quadrupole from Agilent Technologies 

(Palo Alto, CA, USA) equipped with ElectroSpray Ionization source in negative mode. Two fragment 

ions were recorded in dynamic Multiple Reaction Monitoring mode for each analyte. Limit of 

quantification (LOQ) was between 1 and 2 ng/g wet weight (ww). 

2.4 Genomic DNA extraction 

Genomic DNA extraction was performed from a fragment of tail using the NucleoSpin Tissue Kit 

(Macherez-Nagel, Hoerdt, France) according to the manufacturer’s recommendations. 

2.5 Species identification 

Species determination was performed by the sequencing of the mitochondrial cytochrome b gene (cytb), 

as previously described by Pagès et al.26. Primers used for its amplification are presented in Table 1. 

Briefly, Cytochrome b amplification was performed using cytb-S (5’- 
ACCAATGACATGAAAAATCATCGTT-3’) and cytb-AS (5’-TCTCCATTTCTGGTTTACAAGAC-

3’) primers (10 pmol of each), GoTaq polymerase (1 unit, Promega) in a 25 µl reaction volume 

containing 2 µl DNA, 5 µl 5X GoTaq buffer and 200 µM of each deoxynucleotide triphosphate. 

The amplification was performed at 94°C for 3 min followed by 35 cycles at 94°C for 30 s, 50°C for 30 

s, 72°C for 90 s, and a final extension step at 72°C for 10 min. The 1213 base pairs (bp)-amplified 

product was sequenced on both strands; the resulting sequence was submitted to blast analysis. 
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2.6 Sequencing of Vkorc1 of R. rattus 

Genomic DNA extracted from tail was amplified using specific primers of Vkorc1 gene. In order to 

sequence the entire Vkorc1 gene, two sets of primers were systematically used. The sequences of the 

first primer set VKOR-F1 and VKOR-R1 were (5’- GGTTCTTCCCTCTTGTGTCTG-3’) and (5’- 
GGGTCACCAAGACATGAGGTG-3’) for rats23,27. They were used to amplify exon 1 and exon 2 of 

Vkorc1 gene. The sequences of the second primer set VKORC1-F2 and VKORC1-R2 were (5’- 
ACTTGGGCAAGGCTCATGTG-3’) and (5’- AAGAGTAGGGGACAAGGTGGC-3’) for rats23,27. 

They were used to amplify exon 2 and exon 3 of Vkorc1 gene. PCR were performed using set1 or set2 

of primers (10 pmol), Accuprime polymerase (1 unit, Invitrogen) in a 25 µl reaction volume containing 

2 µl DNA, 2.5 µl 10X Accuprime buffer and 200 µM of each deoxynucleotide triphosphate. The 

amplification was performed at 94°C for 3 min followed by 40 cycles at 94°C for 20 s, 62°C for 20 s, 

68°C for 50 s, and a final extension step at 68°C for 10 min. The 1327 bp- and 1354 bp-amplified 

products were sequenced on both strands (Biofidal, France). Obtained sequences were subsequently 

compared with the published Vkorc1 gene sequence of R. rattus (Genbank n°AB702679.1).  

2.7 Sequencing of Vkorc1 of other rodent species 

For M. natalensis, specific primers to amplify exon 1, 2 or 3 were designed from the Genbank published 

sequence MF768468.1. For the other 2 species for which sequences were not published, sequence 

fragments were first amplified and sequenced using primers used for Vkorc1 sequencing of other rodent 

species published in the literature27 or used for the above-described sequencing. From the resulting 

sequence, specific primers were designed to amplify exons 1, 2 and 3. The sequences of the different 

sets of primers are presented in Table 1. Amplifications were performed with the Platinum SuperFi II 

Green PCR Master Mix kit (Invitrogen, Cergy Pontoise) in a final reaction volume of 20 µl containing 

2 µl of DNA,10 µl of the ready-made 2X Platinum™ SuperFi™ II Green PCR mix, 0.5µl of sense 

primer and antisense primer (10µM) and 7 µl of water. Amplification was performed at 98°C for 30s 

followed by 35 cycles at 98°C for 10s, 60°C for 10s, 72°C for 30s and final 5 minutes at 72°C. Amplified 

products were sequenced (Biofidal, France). Obtained sequences were subsequently compared with the 

published Vkorc1 gene sequences of M. natalensis (Genbank n° MF768468.1), M. musculus (Genbank 

n° NM178600.2) or R. rattus (Genbank n°AB702679.1). 

 

2.8 Heterologous expression of mutated R. rattus VKORC1 and VKOR activity assays 

Expression of mutated R. rattus VKORC1 proteins and microsomal vitamin K epoxide reductase 

(VKOR) activity were done as previously described23. 

3. Results 

283 rodents were captured and included in the study. 113 rodents were collected from N'Djamena, 77 

from Abeche, 26 from Doba, 15 from Biltine, 35 from Moundou and 17 from Sarh.  

In N'Djamena, the rodents were divided into 4 species, i.e., 81 R. rattus, 10 M. kollmannspergeri, 8 M. 

natalensis and 14 A. niloticus. In Abeche, rodents were divided into 3 species, i.e., 15 M. 

kollmannspergeri, 29 M. natalensis and 33 A. niloticus. In Doba, rodents were divided into 3 species, 

i.e., 14 R. rattus, 9 M. kollmannspergeri, 3 M. natalensis. In Moundou, rodents were distributed 

according to 2 species, i.e., 31 R. rattus and 4 M. natalensis. In Biltine, rodents were distributed 

according to 2 species, i.e., 1 R. rattus and 14 M. kollmannspergeri. In Sarh, only rodents of one species 

were captured, i.e., 17 M. kollmannspergeri. 
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3.1 Exposure of rodents to AR molecules in Chad 

Exposure to ARs was assessed by LC-MS/MS from liver samples (Figure 2). Exposure to ARs was 

15.5% [95% CI: 11.3-20.8] of the total number of rodents with a median concentration of 9.4 ng/g [95% 

CI: 4.1-18.1] with values ranging from 2.3 ng/g (LOQ) to 1012 ng/g. 3.2% of the rodents were ARs 

multi-exposed. Among Chadian rodents, R. rattus was the most exposed species with a frequency of 

36.8% [95% CI: 25.5-49.8] (Figure 2A), significantly higher compared to other species. The median 

concentration for exposed R. rattus was 12.1 ng/g [95% CI: 4.1-19.9] and values ranged from 2.3 ng/g 

(LOQ) to 185 ng/g (Figure 2B). Exposure of other species was very limited with a frequency of 12.5% 

[95% CI: 5.9-24.7], 9.1% [95% CI 3.6-21.2] and 4.2% [95% CI 1.2-11.7%] (Figure 2A), for A. niloticus, 

M. natalensis and M. kollmannspergeri, respectively. Concentrations ranged from 2.7-1012 ng/g for A. 

niloticus, 2.6-3.9 ng/g for M. natalensis and 5.6-25.6 ng/g for M. kollmannspergeri (Figure 2B). 

A city effect on exposure frequencies was noted (Chi-square, p<0.0001) (Figure 2C). Rodent exposure 

to ARs appeared to be highest in N'Djamena with over 20% of the total population exposed. Very low 

exposure was observed in the easternmost cities, i.e., Biltine, Abeche and Sarh (Figure 2C). 

The AR molecules detected in rodents in Chad were very diverse (Figure 2D). Exposure to a naturally 

occurring anticoagulant, i.e., ferulenol, was observed in R. rattus captured in fields and indoors in only 

the 2 most eastern cities, i.e., Moundou and N'Djamena (Figure 1C). Among the synthetic 

anticoagulants, two molecules belonging to the first generation anticoagulants were detected, i.e., 

warfarin in A. niloticus and M. kollmannspergeri from fields of N'Djaména and Abeche (Figure 1C) ; 

and coumatetralyl in M. natalensis and A. niloticus from fields and warehouses of N'Djaména and Doba 

(Figure 1C). For second generation anticoagulants, only 2 molecules were found, bromadiolone and 

brodifacoum. Exposure to bromadiolone was only found in R. rattus and A. niloticus mostly from 

N'Djamena and Abéché, captured in the field and indoors (Figure 1C). Exposure to brodifacoum was 

mostly detected in R. rattus in western cities mainly in N’Djamena. 

3.2 Identification of Vkorc1 mutations in R. rattus in Chad and consequences on susceptibility to ARs 

Vkorc1 sequencing was performed for all R. rattus included in the study. Nevertheless, due to the 

sometimes-degraded state of the extracted genomic DNA related to extreme field conditions with very 

high temperatures, the sequencing of Vkorc1 in full or even partially was not always successful. 133 

complete or partial sequences were obtained, 87 from R. rattus from N'Djaména, 31 from Moudou, 14 

from Doba and finally the only R. rattus from Biltine. Out of the total number, 6 mutations were 

detected, 3 silent mutations and 3 missense mutations. A summary of the mutations found is presented 

in Table 2. 

 

Among the missense mutations, one was located in exon 1, the V29E mutation; one was located in 

exon 2, the V69E mutation and the last one was located in exon 3. The V29E mutation leading to a 

replacement of a valine by a glutamate at position 29 was only found in the heterozygous state in 4 rats 

out of 130 individuals whose exon 1 was sequenced, i.e., an allelic frequency of 1.5%. It was found in 

rats from N'Djaména, Moundou and Doba. 

The V69E mutation leading to the replacement of a valine by a glutamate at position 69 was found in 

10 individuals among 77 individuals for which the sequence of exon 2 was exploitable. It was observed 

in the heterozygous state (9/77) or in the homozygous state (1/77), i.e. an allelic frequency of 7% of the 

total sample. However, this mutation was only observed in rats captured in N'Djaména, i.e. a local allelic 

frequency of nearly 17%. In Moundou (29 exons 2 successfully obtained), Doba (14 exons 2 

successfully obtained) and Biltine (only 1 rat captured with an exploitable exon 2 sequence), the allelic 

frequency of this mutation was 0%.  

The D127V mutation leading to the replacement of an aspartate in valine was found in 20 individuals 

out of 69 for which the sequence of exon 3 was exploitable. It was observed either in the homozygous 

state (4/69) or in the heterozygous state (16/69), with an allelic frequency of 17%. This mutation was 
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only detected in rats captured in Moundou and Doba. The allelic frequency in Moundou was 35%, in 

Doba it was 10.7%. 

 

The VKORC1-V29E and D127V proteins were successfully expressed in pichia pastoris yeast, while 

VKORC1-V69E was not. Their sensitivity to ARs was assessed by determining inhibition constants 

against warfarin, coumatetralyl and bromadiolone. VKORC1-V29E showed resistance factors (KI 

mutant/Ki wild type) of 10, 11 and 1.5 to warfarin, coumatetralyl and bromadiolone, respectively. The 

inhibition constants of VKORC1-D127V were similar to those of wild type. 

 

Apart from missense mutations, 3 silent mutations, i.e., A41A, L93L and A141A, were detected (Table 

2). They were due to the replacement of nucleotides G123, C1086 and A2082 by an adenine, a thymine 

and a guanine, respectively. In the sample, the allelic frequency of A123 was 15.8% with local values 

ranging from 2.3% in Doba to 23.3% in Moundou ; that of T1086 was 46.2% with values ranging from 

29.5% in N'Djaména to 58.6% in Moundou ; and finally that of G2082 was 48.5% with a homogeneity 

of frequencies between the cities of N'Djaména (54.3%), Moundou (45%) and Doba (46.4%). Table 2 

shows the different combinations of mutations that could be observed on the same allele, but the 

existence of other combinations could not be determined from the sampling. 

 

3.3 Detection of two Vkorc1 haplotypes for M. natalensis in Chad 

Vkorc1 sequencing was performed for 44 M. natalenis, but was successful for only 18 animals, 5 from 

N'Djaména, 11 from Abeche, 1 from Moundou and 1 from Doba. This sequencing revealed the existence 

of two genotypes referred to in this study as haplotype A and haplotype B. Haplotype A corresponded 

to the sequence published in the databases. Haplotype B had 6 nucleotide mutations in exon 2 at 

positions 1134, 1159, 1168, 1177, 1220 and 1225. Four of these mutations led to amino acid changes at 

positions 61, 75 and 90 with the replacement of an arginine by a glutamine, an isoleucine by a valine 

and an isoleucine by a leucine, respectively (Figure 3). Exon 3 corresponded to the previously described 

haplotype 1 (Genbank no. KP195270)24. Among the 18 M. natalenis animals sequenced, 9 carried 

haplotype A (8/11 in Abeche and 1/5 in N'Djamena) and 9 carried haplotype B (4/5 in N'Djamena, 3/11 

in Abeche, 1/1 in Moundou and 1/1 in Doba). 

 

 

3.4 Sequencing of Vkorc1 of M. kollmannspergeri et A. niloticus  

Using a sequence homology-based approach, the sequences of Vkorc1 from M. kollmannspergeri and 

A. niloticus were obtained. The sequence identities between the rodent species are reported in Table 3. 

The nucleotide sequences of exons 1, 2, and 3 of Vkorc1 from M. kollmannspergeri were 100% identical 

to those of haplotype A from M. natalensis. The nucleotide sequences of exons 1, 2 and 3 of Vkorc1 

from A. niloticus were 97.1, 100 and 96.5% identical to exons 1, 2 and 3 of haplotype B of M. natalensis, 

respectively. The VKORC1 protein of A. niloticus showed only 2 differences, i.e., K152E and V153G, 

with that of M. natalensis-haplotype B.  

The sequences of exons 1, 2 and 3 of 46 A. niloticus (32 from Abeche and 14 from N'Djamena) and 62 

M. kollmannspergeri (15 from Abeche, 14 from Biltine, 9 from Doba, 10 from N'Djamena and 14 from 

Sarh) were obtained. No sequence variation was observed between individuals of the same species. 

4. Discussion 

Chad is a landlocked country in Africa, at the crossroads of central and northern Africa, bordering many 

countries : Libya to the north, Sudan to the east, the Central African Republic and Cameroon to the south 

and Nigeria and Niger to the west. It is a landlocked country that does not receive any maritime transport 

and only communicates with other countries by land or air. It is subject to a great diversity of climate, 

Saharan in the North with annual rainfall of less than 50 millimeters, Sahelian in the center with annual 

rainfall varying between 300 to 600 mm, and Sudanese in the South with annual rainfall exceeding 900 

mm. Due to its location and the diversity of its climates, it is representative of both northern and central 
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African countries. Although it is a predominantly agricultural country, like many African countries, it 

is experiencing very strong demographic growth, which has led to a rapid expansion of urban areas, with 

a forecasted doubling or tripling of the urban population by 205028. Urban rodents could become a major 

problem very quickly, as in many rapidly growing African cities with favorable conditions for rodent 

outbreaks4,5.  

Although rodents are widespread in many African countries, the use of chemical control is poorly 

documented. While the use of anticoagulants is widespread in the world, in Africa there is little or no 

information on their use. Rodent pest management in Africa appears to rely on the use of chemical 

rodenticides29,30. Nevertheless, in most African countries, unregistered compounds with acute vertebrate 

toxicity are often preferred to kill rodents31. Fast-acting acute rodenticides, for example zinc phosphide, 

are also widely used by smallholder farmers32. Nevertheless, ARs also appear to be used, at least, in 

cities as exposures of non-target fauna have been reported33. Here, we demonstrate their use in Africa, 

as in the rest of the world, to manage rodent populations via rodent sampling in cities in Chad. This 

affirmation is directly based on the measurement of residual hepatic concentrations in rodents that may 

have consumed them. This measurement is relevant because of the tissue persistence of ARs. Indeed, 

they are characterized by a long persistence of a few days to a few months34, which allows a 

representative follow-up of an exposure that can date from several days to several weeks. Among the 

nearly 300 rodents included in the study, 15.5% were exposed to ARs, which demonstrates the use of 

ARs, but also suggests the use of other management methods. Indeed, this frequency of exposure appears 

to be limited compared to other studies that have measured the exposure of target populations controlled 

by the use of ARs. For example, in Martinique, an island of the French West Indies, where ARs are used 

to control leptospirosis risks, exposure to more than 50% of the rodents captured was measured35. 

Unfortunately, exposure studies of rodents in urban environments are rare or absent because they tend 

to show the evidence, so points of comparison are lacking. Measured concentrations obtained in our 

study also tend to suggest a limited use of ARs in Chad. Indeed, only 0.9% of rodents had concentrations 

above 100 ng/g ww, the often-cited toxicity threshold36. 

Regarding the distribution of exposure within Chadian urban areas, a difference between cities is clearly 

noticeable. These exposures seem significantly more frequent in the capital of N'Djaména located in the 

west of Chad. It is clear that the proximity of rodents in a city such as N'Djamena, where the population 

is growing rapidly, with a population of more than 1.5 million inhabitants, a high population density and 

often poor housing conditions, is very important. This proximity is related to the observed exposure to 

ARs. Surprisingly, high exposure was also observed in the cities of Moundou and Doba, which are 

similar in size to the other urban areas included in the study, namely Sarh, Abeche and Biltine, where 

exposure is lower. This difference in exposure between cities is related to the difference in exposure 

between species. Indeed, the R. rattus population seems to be exposed more frequently than the other 

rodent species. At the scale of Chad, more than 35% of R. rattus were exposed to ARs, while less than 

10% of rodents belonging to other species were exposed. At the smaller scale of the city of N'Djaména, 

where the different rodent species coexist, the observation was the same, almost 50% of R. rattus were 

exposed while the others were not or only slightly exposed (0% for M. natalensis and M. 

kollmannspergeri and 1.3% for A. niloticus). In the towns of Sarh, Abeche and Biltine, the rodent 

sampling did not include R. rattus which do not seem to have colonized these towns yet, so it is difficult 

to strictly identify the factor explaining the low exposure of rodents in these towns, i/ absence of R. 

rattus, ii/ lower chemical treatments which may be due to the absence of R. rattus whose damage is 

perhaps more visible and the perception more negative, or even iii/ a lack of consumption of baits 

containing ARs by endemic rodents. 

Concerning the ARs molecules used, they are diverse, belonging to first generation ARs, i.e., warfarin 

and coumatetralyl; second generation ARs, i.e., bromadiolone and brodifacoum18, and even to a 

naturally occurring AR, ferulenol, synthesized by a plant, the giant fennel (Ferula communis)37 which 

is known to be widely present in the countries along the Mediterranean. Rodents exposed to ferulenol 
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were R. rattus trapped either indoors or outdoors in Moundou and N'Djaména. This result suggests the 

existence of such a plant in the surroundings. This exposure could be due to natural and voluntary 

consumption of the plant by rodents or to the use of the plant by humans to control rodent populations. 

It is impossible to address this question at this time and further investigations among the population will 

be necessary. The efficacy of such a plant in rodent management could correspond to ancestral local 

practices. First generation ARs are used in Chad for rodent management. These are the ones whose 

efficacy is generally affected by resistance mechanisms supported by mutations in Vkorc118. Warfarin 

was initially used for rodent management in many countries of the world, but it was very quickly 

replaced by the other more recent molecules. In Chad this molecule still seems to be used as rodenticide. 

Nevertheless, warfarin is also used in human medicine to prevent thromboembolic events38. The residues 

found could also be from human drug use for rodent management, as recently described for managing 

certain nuisances from stray animals39. Coumatetralyl, another first-generation AR, seems also to be 

used in Chad. The consequences of the use of FGAR will be discussed later. The other AR molecules 

used are second generation molecules, bromadiolone, which is also a molecule widely confronted with 

resistance problems due to Vkorc1 mutations40 and brodifacoum, which is less affected by this problem. 

On the other hand, the latter are very persistent molecules and their use can lead to poisoning of non-

target fauna by secondary intoxication16,34. 

Since ARs seem to be used in Chad, the selection of resistance alleles is a legitimate question. Studies 

on this issue are lacking in Africa. While this issue has been widely addressed around the world, Africa 

is virtually undocumented. One study was conducted in Tanzania in M. natalensis24. Only exon 3 was 

sequenced at that time in the absence of a known full sequence. Here, we report the total sequencing of 

the Vkorc1 sequence and its variations in 44 M. natalensis, the sequencing of Vkorc1 for 2 other endemic 

rodent species, M. kollmannspergeri and A. niloticus, for which no sequence was available, and finally 

the silent and missense mutations found in R. rattus.  

For M. natalensis in Tanzania, 10 different haplotypes of Vkorc1 (labelled 1 to 10) were described based 

on sequencing of exon 3 of Vkorc1. All M. natalensis for which the exon 3 sequence was obtained in 

this study had haplotype 1, which is the most widely observed haplotype in Tanzania. In Tanzania, exons 

2 and 3 had not been sequenced. Here they are. The sequencing of exon 2 allows to differentiate 

M. natalensis from Chad into 2 haplotypic groups (named in this study haplotype A and haplotype B) 

differentiated by 6 nucleotide mutations at positions 1134, 1159, 1168, 1177, 1220 and 1225 and 

resulting in 3 mutations in the protein at positions 61, 75 and 90 with replacement of an arginine by a 

glutamine, an isoleucine by a valine and finally an isoleucine by a leucine, respectively. The nature 

(similar charge and clutter) and positioning of the mutations away from the AR interaction sites of 

Vkorc1 should not alter the sensitivity to ARs. Nevertheless, further studies will be needed to 

characterize the exact sensitivity of M. natalensis Vkorc1 to different ARs, knowing that second-

generation AR treatments are proving effective in the field to manage M. natalensis populations41. 

Moreover, the low sampling level does not currently allow us to understand the distribution areas of the 

different haplotypes, even if haplotype A seemed to be more present in Abeche and haplotype B in 

southwestern Chad. 

For Vkorc1 from M. kollmannspergeri and A. niloticus, complete or partial sequences were obtained by 

using the primers used for M. natalensis using a sequence homology approach. The sequence of M. 

kollmannspergeri is 100% identical to the haplotype A of M. natalensis. M. kollmannspergeri has long 

been considered a subspecies of M. erythroleucus42,43 which is phylogenetically very close to M. 

natalensis44. This identity of Vkorc1 sequences is therefore not surprising. No mutations were found 

among the 62 animals included in the study, indicating that M. kollmannspergeri are likely to be as 

sensitive to ARs as M. natalensis41. 

More surprising is the proximity of the sequence of Vkorc1 of A. niloticus with the haplotype B of M. 

natalensis with an exon 2, 100% identical to that of haplotype B and exons 1 and 3 showing respectively 

97.1 and 96.5% of identity with those of M. natalensis. This totally similar exon 2 between the 2 species 
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is surprising. A sensitivity to ARs similar to that of M. natalensis41 is expected, despite the two mutations 

present at the end of exon 3. The C-term of the VKORC1 sequence is indeed a highly variable area 

between species. It does not seem to play a major role in the inhibition by ARs. 

Concerning R. rattus, 3 silent mutations and 3 missense mutations were detected. All these mutations 

can be combined with each other, which results in a wide variety of possible genotypes. In terms of 

missense mutations, the 3 mutations, i.e., V29E, V69E and D127V, have so far never been described in 

studies dealing with resistance in black rats, either in Europe22,23,27, Asia21,45, New Zealand46 or in the 

USA20. However, the Y25F mutation, which appears to be widespread22,23,27,46 among R. rattus 

populations worldwide, has not been detected in Chad. All of this evidence suggests that the mutations 

detected in R. rattus in Chad are the result of selection of local populations and not of transfer of 

populations via air transport from Europe or other countries outside of Africa. 

The three novel Rattus rattus VKOR mutations identified in Chad are located on different domains of 

the protein: V29E is stands on the luminal side of the transmembrane (TM) helix 1, V69E is on the 

anchor domain of VKOR loop and D127V is located on the luminal side of TM 3 (Figure 4). These three 

mutations consist in a hydrophobic to charged residue substitution, or vice-versa. They are thus relevant 

mutations for structure disturbance and, despite none of these three amino acids appears to interact with 

warfarin, they might be involved in ARs resistance or in VKOR structure (thus activity) disruption. 

Amino acid V29 is located in a region identified as being involved in warfarin resistance. Indeed, V29 

is surrounded by residues Y25, A26 and H28, which induce warfarin resistance by a factor of 5047. The 

enzymatic characterization of the V29E mutant carried out in this study shows that the V29E mutation 

alters the protein's sensitivity to warfarin but also to coumatetralyl by a factor of around 10. It does not 

appear to confer resistance to SGARs. Amino acid D127 is also located in a region known to be critical 

for warfarin susceptibility. Indeed, this residue is spatially close to W59, L124 and L128 amino acids, 

responsible of strong warfarin resistances – up to an 80 factor. Nevertheless, the functional results do 

not seem to suggest AR resistance related to the D127V mutation. In opposition, V69 location was not 

reported as a warfarin resistance inducing region of VKOR. However, it is included into the anchor 

domain of VKOR, that stabilizes the global conformation of the luminal loop through membrane 

interactions. This anchoring is crucial for vitamin K and ARs binding so, despite no amino acid spatially 

close to V69 was described as involved in warfarin resistances, the V69E mutation might also lead to 

ARs resistances and/or VKOR activity variations. Further studies are needed to assess the functional 

consequences of this new mutation, as expression has been unsuccessful. 

In the context of the presence of these 3 mutations and their possible impact on the effect of ARs, the 

use of first-generation molecules could be questionable in this context. Their non-reasoned use could 

lead to a selection of such mutations. Nevertheless, the use of second-generation molecules should not 

be favored either because of their important ecotoxicity. 

5. Conclusion 

In conclusion, this study has demonstrated the use of ARs in sub-Saharan Africa. Both generations of 

ARs seem to be used. Despite this proven use, the frequency of exposure of rodents in cities seems to 

be limited, raising questions about the effectiveness of the application of these ARs. Such application 

must be done as part of an integrated program in which the first step is to manage the availability of 

food resources to ensure bait consumption. Interestingly, it appears that endemic rodents are less 

exposed than so-called invasive rodents, represented here by R. rattus. Other countries in sub-Saharan 

Africa are facing other invasive rodent species such as R. norvegicus and M. musculus48. This finding is 

interesting because if it is generalizable, it would eventually control the advance of invasive rodent 

species. Nevertheless, a reflection must be initiated on the risks of selection of resistance alleles so that 

the situation does become uncontrollable. Indeed, the intensive use of ARs in Europe has led to the 

selection of resistant rodent populations with extreme resistance to first generation ARs, but also to some 

second generation ARs. The choice of management method(s) to be implemented, the use of chemical 
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control, the use of ARs, and the choice of ARs must therefore be considered in light of the ecosystem, 

the availability of food resources, the present rodent populations, but also the present non-target species, 

the risks (health, economic, etc.) associated with the rodents, and finally, the carriage of resistance alleles 

by the rodents concerned. 
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Primers Nucleotide sequence 5' → 3' Fragment Length 

(base pairs) 

Vkorc1 Mastomys natalensis 

Exon 1 
Mast Ex1-F GGT TCT TCC CTC TTG TCC 

338 
Mast Ex1-R GGA CAG TCC GCT CTC A 

Exon 2 
Mn Ex2-F TGT GAT GAC AGG CAG TAAG AG 

367 
Mn Ex2-R CCT GCT AAG TGT TCT CCT 

Exon 3 
Mn Ex3-F GTA CAC CGT GCT CAG 

627 
Mast Ex3-R CCA TGG GAA GTG TTC TCC TT 

Vkorc1 Mastomys kollmannspergeri 

Exon 1 
Mast Ex1-F GGT TCT TCC CTC TTG TCC 

336 
Mast Ex1-R GGA CAG TCC GCT CTC A 

Exon 2 
Mv Ex2-F AGC TCA AGA GGC ACT AAG CTG A 

269 
Mv Ex2-R ACT CAG TAA TTA GCA GCT 

Exon 3 
Mv Ex3-F TCT TAG AGT ACT TTG ACC AGA 

461 
Mast Ex3-R CCA TGG GAA GTG TTC TCC TT 

Vkorc1 Arvicanthis Niloticus 

Exon 1 
An Ex1-F CGT GGC AGG TTC GTC CC 

343 
An Ex1-R GGA CAG TCC ACT CTC AAA GT 

Exon 2 
An Ex2-F TGT GAT GAC AGG CAG TAAG AG 

369 
An Ex2-R GTA ATT AGC TGG GTG TCA 

Exon 3 
An Ex3-F 

An Ex3-R 

GTA CAC CGT GCT CAG 

CTT CTA GGG ACC CAC ACA T 
555 

Table 1. Set of primers used to amplify exons 1, 2 and 3 of Vkorc1 for M. natalensis, M. kollmannspergeri and A. 

niloticus. 
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WT, wild-type sequence; Mut, mutated; AA, amino acid. 

Detected Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) in Chadian R. rattus 

 Nucleotide 

position 
Nucleotide WT Nucleotide Mut AA WT AA Mut 

Silent Mutation 

A41A 123 G A Ala Ala 

L93L 1086 C T Leu Leu 

A141A 2082 A G Ala Ala 

Missense Mutation 

V29E 86 T A Val Glu 

V69E 1012 T A Val Glu 

D127V 2033 T A Asp Val 

Genotype detected in Chadian R. rattus 

One SNP Two SNPs Three SNPs Four SNPs 

123A 

1086T 

2082G 

2033A 

86A/123A 

123A/1012A 

123A/1086T 

123A/2033A 

123A/2082G 

1086T/2082G 

2033A/2082G 

123A/1086T/2082G 

1012A/1086T/2082G 

1086T/2033A/2082G 

 

123A/1012A/1086T/2082G 

Table 2. Details of Vkorc1 SNPs found in R. rattus in Chad and associations of SNPs on the same allele. In bold, 

missense mutations. 
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  M. kollmannspergeri A. niloticus R. rattus M. musculus 

  Ex1 Ex2 Ex3 Ex1 Ex2 Ex3 Ex1 Ex2 Ex3 Ex1 Ex2 Ex3 

M. natalenis 
Hapl A 

100 
100 

100 97.1 
93.6 

96.5 94.8 
92.7 

93.1 97.1 
90.9 

94.6 
Hapl B 92.7 100 92.7 93.6 

M. 

kollmannspergeri 

   
 97.1 92.7 96.5 94.8 92.7 93.1 97.1 90.9 94.6 

A. niloticus        94.2 92.7 93.1 96.5 93.6 94.6 

R. rattus           94.2 93.6 91.1 

Table 3 : Nucleotide sequence identity (%) of Vkorc1 exons 1, 2 and 3 from different rodent species 
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Figure legends 

Figure 1 : Exposure and resistance to AR in urban Chadian rodents. In A/ study area ; in B/ sampling 

of rodents in the different urban areas ; in C/ exposure to ARs ; and in D/ Vkorc1 mutations detected in 

R. rattus. 

Figure 2 : Exposure to ARs and AR molecule diversity in Chadian rodents. In A/ frequency of exposure 

according to species, in B/ level of exposure according to species, in C/ frequency of exposure according 

to city, in D/ diversity of AR molecules found in Chad. AN : A. niloticus, MN : M. natalensis, MK : M. 

kollmannspergeri, RR : R. rattus. 

Figure 3 : Nucleotide (A) and protein alignment (B) of exon 2 of haplotype A and haplotype B of Vkorc1 

detected in Chadian M. natalensis 

 

Figure 4 : Structural location of the three novel Rattus rattus VKOR mutations detected in Chad. Side 

views of VKOR structure bound to warfarin and embedded into a sliced lipid bilayer, showing A/ 

transmembrane helices 1 and 4 in the foreground and B/ transmembrane helix 3 in the foreground. The 

structural model of Rattus rattus VKOR has been obtained using AlphaFold collab notebook49,50 and is 

shown as light-blue cartoon. The lipid bilayer is presented as black contoured spheres. Warfarin is shown 

as green sticks. Amino acids corresponding to Chad mutations - V29, V69 and D127 - are identified as 

orange spheres. Surrounding amino acids described as involved in ARs resistances are depicted as blue 

sticks. The anchor domain of VKOR loop determined on the human VKOR crystal structure47 (Liu et 

al. 2020) is coloured in violet.  
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Figure 1 : Exposure and resistance to AR in urban Chadian rodents. In A/ study area ; in B/ sampling of rodents in the different 

urban areas ; in C/ exposure to ARs ; and in D/ Vkorc1 mutations detected in R. rattus. 
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Figure 2 : Exposure to ARs and AR molecule diversity in Chadian rodents. In A/ frequency of exposure 

according to species, in B/ level of exposure according to species, in C/ frequency of exposure according 

to city, in D/ diversity of AR molecules found in Chad. AN : A. niloticus, MN : M. natalensis, MK : M. 

kollmannspergeri, RR : R. rattus. 
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Figure 3 : Nucleotide (A) and protein alignment (B) of exon 2 of haplotype A and haplotype B of Vkorc1 

detected in Chadian M. natalensis 
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Figure 4 : Structural location of the three novel Rattus rattus VKOR mutations detected in Chad. Side 

views of VKOR structure bound to warfarin and embedded into a sliced lipid bilayer, showing A/ 

transmembrane helices 1 and 4 in the foreground and B/ transmembrane helix 3 in the foreground. The 

structural model of Rattus rattus VKOR has been obtained using AlphaFold collab notebook49,50 and is 

shown as light-blue cartoon. The lipid bilayer is presented as black contoured spheres. Warfarin is shown 

as green sticks. Amino acids corresponding to Chad mutations - V29, V69 and D127 - are identified as 

orange spheres. Surrounding amino acids described as involved in ARs resistances are depicted as blue 

sticks. The anchor domain of VKOR loop determined on the human VKOR crystal structure47 (Liu et 

al. 2020) is coloured in violet.  
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Abstract 9 

Through their carriage of zoonotic agents, rodents play a major role in the maintenance, circulation, 10 

and transmission of infectious diseases to humans and farm/domestic animals. They cause damage that 11 

can have a long-term impact on the food situation of a region. In Africa, a modification of the species 12 

present is observed in certain countries due to the proliferation of invasive rodent species. In Chad, 13 

such data are scarce while damage and crop losses are regularly observed. The purpose of our study 14 

was to determine which rodent pest species were present in the main cities of Chad and whether their 15 

distribution and abundance differed by geographic area, city and type of site. To this end, different 16 

sampling campaigns were organized in individual houses, warehouses, and fields in cities of the 17 

Sahelian (Moundou, Doba and Sarh) and Sudanian areas (N’Djaména, Abéché and Biltine). A total of 18 

654 rodents were sampled over a three-year period from 2019 to 2021. Mitochondrial cytochrome b 19 

sequencing enabled the identification of 5 species of rodents belonging to the family Muridae that 20 

included the Verheyen's multimammate mouse (Mastomys kollmannspergeri, 36.3%), the Natal 21 

multimammate mouse (Mastomys natalensis, 15.4%), the African grass rat (Arvicanthis niloticus, 22 

19.3%), the Black rat (Rattus rattus, 28.7%) and Praomys sp. (0.2%). M. kollmannspergeri was the 23 

dominant species sampled and was widespread in both Sahelian and Sudanian areas, in all Chadian 24 

cities and all types of sampling sites. M. natalensis appeared to be less abundant in Chad with a more 25 

restricted distribution and co-occurrence analyses revealed a spatial segregation of the two Mastomys 26 

species. The distribution of A. niloticus was limited to the urban areas of the Sahelian area. Remarkably, 27 

R. rattus was only found in the southwestern urban areas with a decreasing abundance gradient between 28 

the cities of N’Djaména, Moundou, Doba and Sarh, suggesting a current migration of this species in 29 

Chad. Our study demonstrated an influence of the city and the geographical area on the distribution of 30 

rodent species in Chad 31 

 32 

 33 

1 Introduction  34 
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Rodents have been around since the Late Cretaceous and, with more than 2500 species worldwide, 35 

constitute the largest mammalian order (Rodentia) (1). They are present on all continents except 36 

Antarctica (1). In Africa, more than 290 species of rodents have been recorded (2). Some rodents are 37 

herbivores feeding on grasses, leaves, roots, fruits and/or seeds, others are omnivores consuming a 38 

wide variety of foods and finally others are insectivores (2). Their ability to adapt has enabled them 39 

to colonize different agricultural, urban or inhabited areas (3).  40 

Despite their major role in ecosystems through waste management and biodiversity maintenance, 41 

certain rodent species are considered as pests because of their ability to their proliferation and the 42 

damages they can cause (2). Indeed, rodent pests are responsible for significant damage to crops in 43 

many countries, particularly in developing countries (4). Cereals, such as wheat, sorghum, corn and 44 

barley, but also vegetables and root crops are widely devastated by rodent pests (2). This problem is 45 

best illustrated by the year 1989, which was designated the "Year of the rats" in Niger, because of the 46 

massive cereal losses that were recorded (3). In the same year, crop losses due to rodents were estimated 47 

at nearly 48% of the tonnage usually produced in Tanzania (5). They are also responsible for the 48 

destruction of food stocks and equipment in fields, warehouses, and stores (6). They are also involved 49 

in the maintenance, circulation, and transmission of a wide variety of pathogens (7-9) to humans, such 50 

as viruses of the families Bunyaviridae and Arenaviridae responsible for viral haemorrhagic fevers 51 

(10,11), many bacteria such as Yersinia pestis (12), Leptospira (13), and Leishmania (14). 52 

While many studies have focused on rodent in Africa, Chad remains a country where only very scarce 53 

partial or old data dealing with rodents are available (15-23). This huge African country is a landlocked 54 

country located at the crossroads of North and Central Africa, spreading from the Sahara Desert to the 55 

Sudanian region. With 13 inhabitants per km2, Chad still appears as a sparsely populated country (24). 56 

However, nearly 60% of its territory is desert and the population is growing rapidly and has quadrupled 57 

since independence (24). Its population has increased from 3 million inhabitants in 1960 to 17.6 million 58 

in 2022 and projections for 2050 estimate the population to increase to between 37 and 48 million. The 59 

country is still predominantly rural with 24% of the population living in cities (24). Nevertheless, a 60 

constant progression is expected with a two-to-three-fold increase in the projected urban population of 61 

2050, and a population reaching 5.7-7.5 million in N’Djaména.  Confronted with this expansion, the 62 

control of rodent pest populations will become a national issue. To develop appropriate, effective, safe, 63 

and environmentally sustainable management programs, knowledge of the rodent species whose 64 

populations are to be managed is crucial. Currently, the data for Chad are very scarce with a few studies 65 

conducted around Lake Chad and in the Zakouma National Park, that is far from human-populated 66 

environments (15-19). This study is intended to address these gaps and describe the diversity 67 

abundance of rodent pests in urban areas of Chad in contact with humans and human activities and 68 

assess the influence of geographic area and habitat type on this distribution. 69 

2 Materials and methods 70 

2.1 Ethic statement 71 

Rodent samples were collected by the national network of pest control operators. This study was thus 72 

not considered to be an “experimental procedure” as defined by the French and Chadian legislation 73 

(Rural Code, Article R214–89) and was therefore not subject to an ethical committee approval. This 74 

study complied with the ethical standards of European regulations governing the care and use of 75 

animals in research (Directive 2010/63/EU) 76 

All the owners of the sites where the captures were carried out were informed on the project and 77 

methods and agreed to it. 78 
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2.2 Study area  79 

This study was conducted in Chad. This country is a landlocked country of 1,284,000 km2 located at 80 

the crossroads of North and Central Africa. It is bordered by Libya to the north, Sudan to the east, the 81 

Central African Republic to the south, Cameroon to the southwest, Nigeria to the southwest and Niger 82 

to the west (Figure 1) (25).  83 

 84 

Figure 1: Map of Chad and surrounding countries (with an insert of Africa with a shading of Chad in red) indicating the different 85 
geographic areas and study cities and their populations 86 

Chad is divided into three distinct geographic zones with variations in rainfall, the Sahara Desert (Zone 87 

1) in the north with annual rainfall of less than 50 mm allowing only a few spontaneous palm groves 88 

to survive, the Sahelian belt (Zone 2) in the center harboring a steppe of thorny bushes composed 89 

mainly of acacias with annual rainfall varying between 300 to 600 mm, and the Sudanian Savanna 90 

(Zone 3) in the south with annual rainfall exceeding 900 mm (Figure 1) (25). A tropical weather system 91 

crossing into Chad from south to north results in an annual wet season that lasts from May to October 92 

in the south, and from June to September in the Sahel.  93 

In Chad, the population is unevenly distributed between the capital N’Djaména (10-15% of the national 94 

population) whose population is mostly engaged in commerce, the Sahelian zone with about 40% of 95 

the population and low population densities (less than 10 inhabitants/km2), and the southern zone with 96 

40-45% of the total population on 10% of the national surface area, with much higher densities (about 97 

30 inhabitants/km2) (24,25). Besides the capital, the other major towns are Abéché in the Sahelian zone 98 

and Sarh, Moundou, and Doba in the Sudanian, which are considerably smaller than N’Djaména but 99 

growing rapidly in population and economic activity (Figure 1) (24,25). The Saharan zone of the north 100 

is a sparsely populated area (Figure 1) (24,25). 101 

Agriculture and livestock are important economic activities, with 75% of the population employed 102 

(24,25). The main crops are sorghum, millet, and rice, with minor production of cotton, sugarcane, and 103 

peanuts (24,25). The most fertile cropland in the country is found in the Sudanian zone, which accounts 104 

for about 10% of the total land area (24,25). 105 

This study was conducted only in the Sahelian and Sudanian areas due to security concerns. In the 106 

Sahelian area sampling was undertaken in the cities of N’Djaména, Abéché and Biltine, while in the 107 

Sudanian area, it was conducted in the cities of Doba, Moundou and Sarh.  108 
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2.3 Sampling method 109 

Rodent sampling in Chad were conducted between April and August between 2019 to 2021. The first 110 

sampling regime was undertaken in the 6 cities (N’Djaména-from April 2 to 10, Abéché-from April 15 111 

to 22, Biltine-from May 2 to 10, Moundou-from July 8 to 18, Doba-from June 12 to 23 and Sarh-from 112 

June 1 to 8). For each city, sampling sites included 2 different houses, 1 warehouse and 1 field. Within 113 

the same city, the distance between sampling sites was approximately 2 to 5 km. Sampling sites were 114 

selected for each city based on evidence of the presence of rodents, such as their damage caused, and  115 

traces of their feces and urine. Sampling regimes between 2020 and 2021 were only undertaken in 116 

N’Djaména (from July 1 to 30) and Abéché (from June 1 to 30) to refine the sampling process. Unlike 117 

during the first campaign, sampling during the second sampling effort was undertaken in 7 different 118 

sites per city, 3 individual houses, 2 warehouses and 2 fields,. A total of 38 sampling sites, i.e., 18 119 

houses, 10 warehouses and 10 fields were surveyed in Chad. For each site, vegetation cover, presence 120 

of water and/or food resources, type of habitat, human population density, presence of livestock and/or 121 

domestic animals (i.e., dogs) were documented. Descriptions of the different sites and their geographic 122 

coordinates are presented in Table 1. 123 

 124 



  

Table 1 : Rodent sampling sites in Chad and their characteristics. 125 

City ID Sites Longitude/Latitude Culture/Storage Human density Water 
Type of 

housing 
Domestic animals 

N’Djaména 1 House 12°06'40''/15°03'20'' N/A ++ + concrete Dog (1) 

 2 House 12°06'23''/15°04'53'' N/A + + - clay Pigeon (15) 

 3 House 12°07'29''/15°03'30'' N/A + + - concrete Pigeons (25) 

 4 House 12°07'28''/15°03'47'' N/A + + + concrete Ducks (13) 

 5 House 12°07'39''/15°03'52'' N/A ++ + concrete Chickens (5) 

 6 Warehouse 12°06'42''/15°03'45'' Corn, Millet, Sesame, Rice + + concrete Dog (1) 

 7 Warehouse 12°08'22''/14°57'10'' Corn, Sesame, Beans - + concrete - 

 8 Warehouse 12°08'28''/14°57'04'' Corn, Sorghum, Beans - + concrete - 

 9 Field 12°07'57''/15°02'37'' Watermelon, cucumber - + N/A Dog (3) 

 10 Field 12°07'49''/15°03'25'' Cucumbers,Eggplant + - N/A Dog (2) 

 11 Field 12°06'28''/15°03'16'' Cucumbers,Potatoes + - N/A Dog (1) 

Abéché 12 House 20°50'20''/13°50'36'' N/A ++ - clay Donkey (1), Goat (7) 

 13 House 20°50'37''/13°50'32'' N/A ++ - clay Pigeon (18) 

 14 House 20°49'58''/13°48'40" N/A ++ - concrete Donkey (2) 

 15 House 20°50'9''/13°48'49" N/A ++ - clay Pigeon (14) 

 16 House 20°49'59''/13°48'55" N/A + + - clay Donkey (3) 

 17 Warehouse 20°49'58''/13°50'0'' Millet, Peanut, Gomba + - clay - 

 18 Warehouse 20°44'1''/13°50'24" Millet, Peanuts, Rice - + concrete - 

 19 Warehouse 20°46'5'/13°18'1" Millet, Dry meat, Rice - + clay - 

 20 Field 20°44'40''/13°47'58'' Cucumbers, Potatoes - + N/A Dog (1) 

 21 Field 20°50'9''/13°48'26" Cucumbers,Tomatoes + - N/A Dog (2) 

 22 Field 20°50'6''/13°48'27" Cucumbers,Potatoes + - N/A Dog (1) 

Biltine 23 House 1 20°55'32,01''/14°31'34,10" N/A ++ - clay Donkey (1), Goat (9) 

 24 House 2 20°55'30,10''/14°31'29,13" N/A ++ - clay Pigeons (22) 

 25 Warehouse 20°55'49,29''/14°31'12,39" Corn, Millet, Rice + - clay Dog (1) 

 26 Field 20°55'22,40''/14°33'4,85" Cucumbers, Peanuts - - N/A Dog (1) 

Sarh 27 House 1 14.52614N/02092556E N/A ++ + concrete Dog (1) 

 28 House 2 14.52476N/02092503E N/A ++ - clay Dog (1) 

 29 Warehouse 14.52011N/02093036E Corn, Peanut, Sorghum + - clay Dog (1) 

 30 Field 14.55135N/02092289E Cucumbers, Potatoes - - N/A Dog (2) 

Doba 31 House 1 16° 50' 32''/8°  40' 49'' N/A ++ - concrete Dog (1) 

 32 House 2 16° 50' 28''/8° 40' 42'' N/A ++ + clay Duck (13) 

 33 Warehouse 16° 51' 05''/8° 39' 51'' Corn, Peanut, Sorghum + - clay Dog (1) 

 34 Field 16° 50' 29''/8° 39' 55'' Cucumbers, Potatoes - - N/A Dog (2) 

Moundou 35 House 1 15°55'72''/12° 12' 48" N/A ++ + concrete Duck (15) 

 36 House 2 15°58'36''/12° 12' 432" N/A ++ - clay Dog (1) 

 37 Warehouse 15°56'10''/12° 11' 123" Corn, Rice, Sorghum + + clay Dog (1) 

 38 Field 15°84'99''/12° 10' 623" Cucumbers, Eggplants - - N/A Dog (2) 

126 



  

Rat traps, mouse traps and glue board (PES, Nigeria) were used in the present study. Depending on the 127 

size of the sampling sites, 20 to 25 traps (half of the traps for small- to medium-sized rodents and the 128 

other half for medium- to large-sized rodents) were set up where signs of rodent movements were 129 

recorded particularly against the wall in buildings. These traps were baited with cucumber and peanut 130 

butter. Depending on rodent abundance, trapping was conducted on one or two consecutive days. Traps 131 

were set at night and inspected in the morning.  132 

After sampling, the sampled rodents were stored at 4°C in individual referenced bags, and immediately 133 

transported to either the Livestock Research Institute for Development (IRED) in N’Djaména, the 134 

National Institute of Sciences and Techniques (INSTA) in Abéché or processed on site.  Depending on 135 

the sampling site, necropsies were undertaken between 2 and 24 hrs after sampling. 136 

2.4 Morphological measurements and sexing 137 

On arrival at the laboratory or on sampling site, standard morphometric measurements were recorded 138 

on the animals to the nearest 0.5 cm o g. These included 1/ total length (measured from snout to tip of 139 

tail using a ruler); 2/ tail length (measured from base of trunk to tip of tail using a ruler); and 3/ body 140 

mass (using an electronic balance). All these data including sampling date and site were entered into 141 

an access database (Microsoft) for further analysis. 142 

The sex of the rodent was first determined based on the ano-genital distance and/or the external view 143 

of the testes (26). However, in a second step, to collect various biological samples for further studies, 144 

the animal was necropsied, and sexing could be confirmed. For each animal, a tail tissue fragment was 145 

then collected and stored in ethanol at 70°C until it was used to extract genomic DNA for molecular 146 

identification of species 147 

2.5 Species identification 148 

Species of rodents were morphologically identified during necropsy. Species identity was molecularly 149 

confirmed by sequencing a portion of the mtDNA cytochrome b gene (27). Genomic DNA was 150 

extracted from tail tissue fragment using silica columns (Macherey Nagel) according to the 151 

manufacturer’s recommendations. Two microliters of genomic DNA were amplified by PCR using 152 

specific primers of cytochrome b (27). The sequence of the sense primer cytb-S and the antisense 153 

primer cytb-AS were respectively 5’-TCTCCATTTCTGGTTTACAAGAC-3’ and 5’-154 

AACAATGACATGAAAAATCATCGTT-3’. Cytochrome b amplification was performed using cytb-155 

S and cytb-AS (10 pmol), GoTaq polymerase (1 unit, Promega) in a 25 µl reaction volume containing 156 

2 µl DNA, 5 µl 5X GoTaq buffer and 200 µM of each deoxynucleotide triphosphate. The amplification 157 

was performed at 94°C for 3 min followed by 35 cycles at 94°C for 30 s, 50°C for 30 s, 72°C for 90 s, 158 

and a final extension step at 72°C for 10 min. The amplified product was sequenced on both strands; 159 

the resulting sequence was submitted to blast analysis (28). 160 

2.6 Data analysis 161 

A night sampling effort (i.e., number of traps used × number of nights of sampling) was calculated for 162 

each sampling site. Sample success (i.e., number of trapped rodents/trap effort×100) was calculated to 163 

evaluate the relative rodent abundance on each sampling site (28). 164 

Generalized Linear Modeling (GLM) based on Poisson distribution was performed to analyse 165 

geographical and city trends. Nevertheless, due to the limited number of sampling sites and the limited 166 

number of samples within each species, the observed distributions did not follow a Poisson distribution. 167 
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Kruskall Wallis tests (KWT) were performed to analyse city effect (29). Mann-Whitney tests (MWT) 168 

were performed to analyse geographical effect (i.e., either Sudanian versus Sahelian areas or East 169 

versus West areas) (30). Dunn’s multiple comparison tests (DT) were performed to analyse habitat 170 

effect (31). 171 

Within the two main cities studied (N’Djaména and Abéché) we studied either the aggregation or the 172 

segregation of each pair of species (except for Praomys sp.) according to the Null Model Analysis of 173 

Species Co-occurrence (32). The input data were the detection/non-detection matrix for each species 174 

(row)/site (column) couple (32). Considering the null model, we hypothesized i) the species occur at 175 

the same frequency as in the input data (fixed row total constrain) and the probability of a species 176 

occurring in a trapping site is proportional to the sampling effort (column total constraint with sampling 177 

effort as weight (night-trap number)), 30,000 matrices were randomly built for the null model and 178 

compared to the input matrix (32). We used the standardized c-score as an index of co-occurrence (33). 179 

A significantly positive c-score indicatesdsegregation while negative score indicated aggregation. 180 

3 Results 181 

A total of 805 traps were set in Chad between 2019 and 2021 that included 230 traps in N’Djaména, 182 

255 traps in Abéché, and 80 traps each in Biltine, Moundou, Sarh and Doba. The number of sampling 183 

nights was 1170 over the sampling period, i.e., 345 each in Ndjamena and Abéché, and 120 each in 184 

Biltine, Sarh, Doba and Moundou, i.e., 390 in houses, 390 in warehouses and 390 in the fields.  185 

For the 38 sampling sites, sanitary problems and/or the presence of food resources were noted. Except 186 

for 5 warehouses, the presence of livestock or domestic animals was reported, including 20 sites out of 187 

38 with the presence of dogs roaming freely. 188 

During the sampling regimes, 654 rodents were sampled, 351 during the first sampling session in 189 

N'Djaména, Abéché, Biltine, Sarh, Doba and Moundou and 308 during the subsequent sampling effort 190 

in N'Djaména and Abéché. 191 

3.1 Rodent diversity in urban areas in Chad 192 

Five rodent species were identified, the Verheyen's multimammate mouse (Mastomys 193 

kollmannspergeri) (36% - [95% confidence interval (CI), 32.3-40.6]), the black rat (Rattus rattus) 194 

(29% - [95% CI, 25.0-32.8]), the African grass rat (Arvicanthis niloticus) (19% - [95% CI, 16.1-195 

23.0%]), the Natal multimammate mouse (Mastomys natalensis) belonging to lineage A-II (15% - 196 

[95% CI, 12.6-18.8]) and one rodent belonging to the genus Praomys (0.2% - [95% CI, 0.01-1.10]) 197 

(Figure 2). 198 
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Figure 2: Cumulated sampled rodents in Chad over the sampling period 200 
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3.2 Morphological characteristics of rodent pests in urban areas in Chad 201 

For M. kollmannspergeri, their median mass was 66 g, their median total length was 19 cm with a tail 202 

length (median of 9 cm), shorter than the body length (median 10 cm). The median mass of M. 203 

natalensis (n=101), 71g was significantly higher (MWT, U=5467, df=1, p=0.0009) than that of M. 204 

kollmannspergeri (n=237), while their body length (median 5cm) was significantly shorter (MWT, 205 

U=401.5, df=1, p<0.0001) than M. kollmannspergeri with a tail of the same length (Table 2). 206 

The median mass of A. niloticus (n=126) captured in Chad was 127g. Their median total length – from 207 

muzzle to tip of tail - was 18cm, with a tail and the body of the same length (9cm) (MWT, U=3590, 208 

df=1, p>0.05) (Table 2). 209 

The median mass of R. rattus (n=190) captured in Chad was 205g. Their median total length – from 210 

muzzle to tip of tail - was 32cm, with the tail being longer (median 16cm) than the body (median 15cm) 211 

(MWT, U=8174, df=1, p=0.0052) (Table 2). 212 

Table 2 : Measurements of rodents captured in Chad. Results are expressed as median and its 95% confidence interva 213 

 Mass 

(g) 

Body+Tail 

(cm) 

Tail 

(cm) 

R. rattus 
205 

[201-210] 

32 

[30-32] 

16 

[16-17] 

M. kollmannspergeri 
66 

[61-69] 

19 

[18-19] 

9 

[9-9] 

M. natalensis 
71 

[69-73] 

14 

[13-14] 

9 

[8-9] 

A. niloticus 
127 

[125-128] 

18 

[18-19] 

9 

[9-10] 

3.3 Distribution of rodent pests in Chad 214 

A total of 62% of the sampled rodents were sampled in N’Djaména (31%) and Abéché (31%), and the 215 

rest were sampled in Sarh (8.3%), Doba (8.3%), Moundou (7.9%) and Biltine (7.2%). M. 216 

kollmannspergeri was sampled in all sampling sites with a frequency ranging from 7.3% in Moundou 217 

to 100% in Sarh (Figure 3). M. natalensis was sampled in only 4 cities that included N’Djaména, 218 

Moundou, Doba and Abéché, with low frequencies compared to M. kollmannspergeri, from 5.9 to 219 

35.9% (Figure 4). A. niloticus was only sampled in N'Djaména and Abéché with frequencies of 20.7% 220 

and 37.6%, respectively. R. rattus was only sampled in N’Djaména, Moundou and Doba with 221 

frequencies of 35 to 80%, with a single R. rattus sampled in Biltine (Figure 3). 222 

 223 

Commenté [VL1]: We removed confidence interval since it is 

present in the table below 
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 224 

Figure 3 : The distribution (A) and prevalence with its 95% confidence interval (B) of each rodent species sampled per 225 
city. 226 

3.4 Abundance of rodent pest species according per city 227 

Since the sampling effort was not the same between cities and between sites, species distribution was 228 

analysed taking into account this methodological difference and results were expressed in terms of 229 

rodent abundance (i.e., the number of rodents/number of sampling nights. A GLM based on a Poisson 230 

distribution was undertaken because of the many sites where rodents were not present but was not 231 

successful for any of the species sampled because the observed distribution did not follow a Poisson 232 

distribution. The results were therefore analysed using non-parametric Kruskal-Wallis tests. No 233 

difference in rodent abundance, all species together, was noted between the different cities (Figure 4A). 234 

A/

B/

R. rattus

M. kollmannspergeri

M. natalensis

A. niloticus

Central 

African

Republic

Cameroon

Nigeria

Niger

N’DJAMENA

Biltine

Abéché

Moundou
Doba Sarh

 Abéché Biltine Doba Moundou N’Djaména 

R. rattus 
0.0 

[0.0-2.2] 

2.3 

[0.1-11.9] 

34.9 

[22.4-49.8] 

80.5 

[66.0-89.8] 

58.0 

[50.5-65.2] 

M. kollmannspergeri 
26.5 

[20.4-33.6] 

95.5 

[84.9-99.2] 

58.1 

[43.3-71.6] 

7.3 

[2.5-19.4] 

15.4 

[10.7-21.6] 

M. natalensis 
35.9 

[29.1-43.3] 

0.0 

[0.0-8.0] 

7.0 

[2.4-18.6] 

12.2 

[5.3-25.5] 

5.9 

[3.2-10.5] 

A. niloticus 
37.6 

[30.7-45.1] 

0.0 

[0.0-8.0] 

0.0 

[0.0-8.2] 

0.0 

[0.0-8.6] 

20.7 

[15.3-27.4] 

Praomys sp. 
0.0 

[0.0-2.2] 

2.3 

[0.1-11.9] 

0.0 

[0.0-8.2] 

0.0 

[0.0-8.6] 

0.0 

[0.0-2.2] 
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 235 

Figure 4 : Abundance of rodent species, according to the city. A/Total rodents, B/M. kollmannspergeri, C/M. natalensis, 236 
D/R. rattus and E/A. niloticus. 237 
 238 

 However, when considering each species individually, a significant city effect was observed for the 239 

four species for which the sampling was compatible with such an analysis, (i.e., for M. 240 

kollmannspergeri (n=237) (Figure 4B) (KWT, H=15.33, df=5, p= 0.091); M. natalensis (n=101) 241 

(Figure 4C) (KWT, H=13.27, df=5, p=0.0210); R. rattus (n=190) (Figure 4D) (KWT, H=24.94, df=5, 242 

p=0.0001); A. niloticus (n=126) (Figure 4E) (KWT, H=13.44, df=5, p=0.0196). 243 

For M. kollmannspergeri, in an attempt to identify a geographical influence, a comparison was made 244 

between the Sahelian (i.e., Abéché+Biltine+N’Djaména) and the Sudanian (i.e., 245 

Moundou+Doba+Sarh) areas. No significant differences were observed between the two climatic zones 246 

(MWT, U=114.5, df=1, p=0.1265). The same comparison was made between the zones located in the 247 

West (i.e., N’Djaména+Moundou+Doba) and in the East (i.e., Abéché+Biltine+Sarh). A significant 248 

difference was observed (MWT, U=121, df=1, p=0.039) with a trend suggesting a higher abundance 249 

of M. kollmannspergeri in the East. For M. natalensis, no significant difference was observed between 250 

the Sahelian and Sudanian areas (MWT, U=134.5, df=1, p=0.3198) or between eastern and western 251 

Chad (MWT, U=151, df=1, p=0.1933) (Figure 4C). For A. niloticus, while no difference was observed 252 
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between the East and West (MWT, U=148, df=1, p=0.1442), a significant difference in abundance was 253 

observed between the Sahelian and Sudanian areas (MWT, U=96, df=1, p=0.0154) with an absence of 254 

Arvicanthis niloticus in the Sudanian area (Figure 4E). For R. rattus, the same analyses were 255 

performed. No difference was observed between the Sahelian and Sudanian areas (MWT, U=219.5, 256 

df=1, p=0.4743). However, a significant difference was observed between the East and West areas 257 

(MWT, U=63, df=1, p<0.0001) with an almost complete absence of R. rattus in the East and a 258 

significant difference between the cities of N’Djaména and Abéché (DT, df=5, p=0.0002) (Figure 4D). 259 

 260 
3.5 Abundance of rodent pest species per habitat in Chad 261 

Rodent abundance was compared according to the type of capture site, i.e., field, warehouse, or 262 

individual house (data not shown). At the country level, including all cities sampled, no significant 263 

differences were observed between the three types of sampling sites, either when considering all rodent 264 

species together or species individually (if present at the site). However, when this analysis was 265 

performed at the city scale of N’Djaména for which a sufficient number of sites of different types were 266 

sampled and in which all species were present, a significant difference was observed between fields 267 

and individual houses for R. rattus (KWT, H=5.948, df=2, p=0.0338) with a higher presence of R. 268 

rattus in individual houses compared to fields (DT, df=1, p=0.0466) (Figure 5). There was no 269 

difference observed for M. natalensis (KWT, H=0.1556, df=2, p=0.9463), M. kollmannspergeri (KWT, 270 

H=1.867, df=2, p=0.4545) and A. niloticus (KWT, H=4.099, df=2, p=0.1455). 271 

 272 

F W H

0

20

40

60

80

100

120

A
b
u
n
d
a
n
ce

*

 273 

Figure 5 : Abundance of R. rattus, according to the type of site in N’Djaména. F=field, W=warehouse, H=Individual house 274 

3.6 Distribution and abundance of rodent pest species per sampling site 275 

The distribution of species was analysed in more detail at the scale of the cities of N'Djaména and 276 

Abéché, because the number of samples and the number of sites in each city were compatible with the 277 

analysis (Figure 6). 278 
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Figure 6: Distribution (A1&B1) and abundance (A2&B2) of each species per sampling site in A/ N’Djaména and B/ 280 
Abéché. In Tables A3 and B3: Standardized C-Score for the co-occurrence of each species couple in N’Djaména (A3) and 281 
Abéché (B3). **p-value<0.01 282 

 283 

In N’Djaména, rodents were captured in the 11 sampling sites. Figure 6A1 shows an overview of 284 

N’Djaména, with sites #8 corresponding to a warehouse, #10 and #11 corresponding to fields, being 285 

outside the figure. Only R. rattus was sampled in all houses (Figure 6A2); in the fields and warehouses, 286 

all 4 species were sampled but with different representations depending on the sampling site. Among 287 

the 3 fields, one (#11) sampled 3 species (i.e., R. rattus, M. natalensis and A. niloticus, while another 288 

(#10) sampled 2 species (i.e., R. rattus and A. niloticus) and the last one (#9) sampled only one species 289 

(i.e., M. kollmannspergeri). This same variability was observed in warehouses, one (#7) housing 3 290 

species (i.e., R. rattus, M. natalensis and A. niloticus), the other one (#6), 2 species (i.e., R. rattus and 291 

M. kollmannspergeri) and the last one (#8), only R. rattus. To investigate whether pairwise species 292 

were aggregated, segregated, or randomly associated, a co-occurrence analysis was performed as 293 
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described previously (22). The results for N’Djaména are presented in Table 6A3, a significant negative 294 

and positive Standardized C-Score indicating aggregation and segregation, respectively. The analysis 295 

did not reveal any significant segregation or aggregation between the different species when 296 

considering all sampling sites. This co-occurrence analysis could not be undertaken considering only 297 

the houses in N’Djaména from other species except R. rattus were absent. 298 

In Abéché, rodents were also sampled in all 11 capture sites. Figure 6B1 shows an overview of Abéché, 299 

with the fields located outside of Abéché. Whether in the fields, warehouses, or houses, 3 species were 300 

found (i.e., M. kollmannspergeri, M. natalensis and A. niloticus). Noteworthy, M. kollmannspergeri 301 

was never present at a site where M. natalensis and/or A. niloticus were present (Figure 6B2). 302 

Moreover, these strongly exclusive distribution patterns were also retrieved through the co-occurrence 303 

analyses where both M. kollmannspergeri and M. natalensis (all SP trapping sites: SCS = 4.51), and 304 

M. kollmannspergeri and A. niloticus (all SP trapping sites: SCS= 4.51) were found to segregate highly 305 

(Table 6B3). Surprisingly, M. kollmannspergeri was found only in the sites located in the North of 306 

Abéché, while M. natalensis and A. niloticus were trapped only in sites located in the South of Abéché. 307 

Discussion 308 

The aim of this study was to provide insight into the rodent pest species occurring in Chad's cities. This 309 

study was limited to the southern part of Chad due to several considerations: the northern third of the 310 

country is part of the Sahara Desert, it rarely rains with an average rainfall of less than 200 mm per 311 

year, so this harsh climate is not very suitable for agriculture and the human population density in this 312 

area is very low, about one person per km2. Consequently, knowledge on the impact of rodents is 313 

limited. Finally, the unstable geopolitical situation in the North of the country makes access to this 314 

region untebable. Since Chad is a vast country (the 5th largest in Africa), we have restricted the study 315 

to the cities of Chad, which are undergoing significant expansion with increasingly high human 316 

population. Rodents, by carrying zoonotic agents and causing damage to buildings and significant food 317 

losses, represent an immediate threat to these cities, where human populations often live under poor 318 

sanitary conditions in direct contact with rodents and where poverty is very prevalent, with 73% of the 319 

Chadian population being extremely food insecure (34). 320 

 321 

Rodents were sampled in all the 38 trapping sites, (composed of 3 types of sites, individual houses, 322 

warehouses, and fields), suggesting that rodents are very abundant and widespread in the cities of Chad. 323 

However, since the aim of this study was to improve knowledge of the rodents present, the sites were 324 

selected according to an opportunistic approach based on rodent traces and/or hygiene problems and/or 325 

the presence of food products. A less oriented sampling method would be necessary to comprehend 326 

without bias the abundance of rodents. Nevertheless, our results are relatively consistent with those 327 

obtained in the city of Niamey in Niger, which described the capture of rodents in 100% of the sites 328 

selected according to the same criteria applied in our study. 329 

This study revealed the presence of only 5 species of rodents belonging to the family Muridae, namely 330 

M. natalensis, M. kollmannspergeri, A. niloticus, R. rattus and a single Praomys sp. in the cities of 331 

Chad. In addition, 4 Crocidura olivieiri belonging to the family Soricidae, not considered as pests, 332 

were sampled during the campaigns conducted in Chadian cities, 2 in Doba, 1 in N’Djaména and 1 in 333 

Moundou. Species identification was performed by mitochondrial cytochrome b sequencing, a 334 

technique that results in the robust data acquisition (27,35). Among the species detected, five species, 335 

i. e. M. natalensis, M. kollmannspergeri, A. niloticus, C. olivieri and Praomys sp. are considered 336 

endemic to Africa, Rattus rattus being an invasive species originating from Asia (36). The presence of 337 

M. natalensis and A. niloticus in Chad has already been reported by the few studies that have been 338 
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conducted locally (i.e., in the immediate vicinity of Lake Chad (15-17,19) and in the Zokouna National 339 

Park (18). These previous studies also reported the presence of M. erythroleucus in Chad, which was 340 

not found in Chadian cities in this study. M. kollmannspergeri was originally considered a subspecies 341 

of M. erythroleucus (37-39). 342 

M. kollmannspergeri is widespread throughout Chad and is the predominant species in urban areas 343 

along with R. rattus. It is present, in the Sahelian and Sudanian areas, in all Chadian cities included in 344 

the study and in all urban ecosystems, fields, warehouses and houses. There is currently very limited 345 

information available on the distribution, ecology, impact on crops, and carriage of zoonotic agents of 346 

this species. This is likely due to the long-standing assimilation of this species with M. erythroleucus, 347 

the latter being a known carrier of the Lassa virus. The role that M. kollmannspergeri could play in the 348 

transmission of Lassa virus would be interesting to elucidate considering the prevalence of this species 349 

in Chad. The distribution of M. natalensis, which is known to carry Lassa virus (40), appears to be 350 

more subject to variation, with no sampling of this species in the towns of Biltine and Sarh. 351 

Nevertheless, trapping efforts in these two cities were lower, so these results may be underestimated. 352 

However, compared to M. kollmannspergeri, the prevalence of this species appears to be lower in 353 

Chad, even though it is widelydistributed and prominent throughout Sub-Saharan Africa (41). The 354 

climatic conditions in Chad, with decreasing rainfall in the north, may limit its expansion. It would be 355 

interesting to continue the monitoring to follow the evolution of the population dynamics of M. 356 

natalensis in Chad. It is also possible that M. natalensis and M. kollmannspergeri are in direct 357 

competition within the different ecosystems. Indeed, co-occurrence analyses carried out in the city of 358 

Abéché indicate a spatial segregation of these two species and their distribution in Abéché illustrates 359 

this hypothesis with M. kollmannspergeri located in the north of the city while M. natalensis were only 360 

found in sites located in the south of the city. 361 

 362 

The presence of A. niloticus was only recorded in the cities of N'Djaména and Abéché. This distribution 363 

limited to the Sahelian zone is not surprising and corresponds to the distribution area described for this 364 

species (41). More surprising is the fact that Arvicanthis niloticus was abundantly captured, of course, 365 

in fields, but also in warehouses and houses in Abéché. They were even dominant compared to other 366 

species in houses #14, 15 and 16 and warehouse #19. This herbivorous species normally resides in 367 

grassland nesting in burrows under bushes, trees, rocks, and garbage heaps, feeding on grasses and 368 

seeds (42). It may also live near dwellings (42). Our study shows that it does not limit its space to the 369 

outdoors, but enters habitats, which leads it to be in contact with humans that can transmit various 370 

zoonotic pathogens directly or indirectly (e.g., Leptospira, Leishmania, Borrelia) (43,44). 371 

 372 

In addition to these Africa-native rodent species that are typically Sahelian, R. rattus accounts for a 373 

significant proportion of the rodent population in Chad's cities. R. rattus is a commensal species and is 374 

a major invader. Along with the house mouse (Mus musculus), it appears on the list of the 100 worst 375 

invasive alien species in the world (45). Originating from Southeast Asia, it would have been 376 

introduced in Africa in two separate movements, the first one through South Africa in the 6th century, 377 

and the second one later from Europe through the ports of West Africa (36). Since, its presence has 378 

been reported in many West African cities including Niger (21,22), Nigeria (46), but also in the Central 379 

African Republic (47), and apparently in Cameroon with a R. rattus sampled during a surveillance 380 

study (19). All these countries are bordering Chad to the east and south. In Chad, the distribution of 381 

the black rat seems to be limited to the southwestern part of the country, with observations of this 382 

species in the cities of N’Djaména, Moundou and Doba, and a near-absence of this species in the other 383 

cities of the study (apart from one single R. rattus sampled in Biltine). These results seem to suggest a 384 

migratory front of R. rattus from West to East and from South to North with a decreasing gradient of 385 

abundance between the cities of N’Djaména, Moundou, Doba and Sarh. Close monitoring between the 386 
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towns of N’Djaména and Abéché would undoubtedly provide a clearer picture of this migration flow. 387 

In the cities where its presence was recorded, in particular in N’Djaména, our results clearly indicate a 388 

preferential location of R. rattus inside buildings, especially inside individual houses, close to human. 389 

It is worth noting the absence of any other species in the houses of N’Djaména. Its aggressiveness 390 

towards other rodent species is most likely the cause of this spatial segregation, as previously observed 391 

in Niamey, Niger (22). Contrary to individual houses, R. rattus seems to co-exist with other rodent 392 

species in warehouses (#6 and #7). However, it is possible that they do not share the same micro space 393 

inside the buildings or even that the other rodent species have been introduced into the warehouses via 394 

the transport trucks. 395 

 396 

Surprisingly, in our study, no M. musculus have been detected in Chad. The latter is also listed among 397 

the widely invasive species that have colonized a large number of African countries. Its presence has 398 

been shown in Niger (21). It would be relevant to follow this colonization in the future. Less surprising 399 

is the absence of Rattus norvegicus. The latter seems less suitable to colonize African countries, 400 

certainly due to climatic conditions, and its presence remains concentrated in port areas. 401 

Conclusion   402 

This study has provided a broad view of rodent biodiversity in Chadian cities. Detailed views focused 403 

on each city will be necessary to accurately assess the climatic, geographic, and architectural factors 404 

that influence the dynamics of each species. These data will be essential for the implementation of 405 

appropriate management programs. In addition, knowledge of the risks (sanitary, economic) associated 406 

with their outbreak in Chadian cities will be essential to adapt management to these risks. As this large-407 

scale management is very frequently undertaken using rodenticides, the sensitivity of these rodents to 408 

these rodenticides will have to be characterized to exclude any resistance phenomenon to avoid 409 

selecting possible resistant populations.  410 
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