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INTRODUCTION GENERALE 

Les Burkholderia sont des bacilles gram négatifs de la famille des �-protéobactéries. La 

première espèce de ce genre a été décrite par Burkholder (1950) qui la classa dans les 

pseudomonades : Pseudomonas cepacia. Yabuuchi et al. (1992), sur la base d’une étude de 

l’ADNr 16S, ont proposé la création du nouveau genre Burkholderia en y rattachant les espèces 

Pseudomonas caryophylli, Pseudomonas cepacia, Pseudomonas gladioli, Pseudomonas mallei, 

Pseudomonas pickettii, Pseudomonas pseudomallei et Pseudomonas solanacearum. A la suite 

d’analyses phylogénétiques, Burkholderia pickettii et B. solanacearum ont ensuite été transférées 

dans le genre Ralstonia (Yabuuchi et al., 1995). On compte actuellement soixante quatre espèces 

de Burkholderia.

Les bactéries au sein de ce genre présentent une étonnante diversité, tout d’abord due à  

leurs interactions avec les eucaryotes  pouvant aller de la symbiose racinaire au parasitisme. 

Ensuite, en raison de leurs propriétés métaboliques ; certaines sont des parasites obligatoires (B.

mallei), d’autres peuvent se développer sur plus de deux cents sources de carbone différentes (B. 

xenovorans). Nous retrouvons également cette diversité dans les écosystèmes colonisés : eau 

douce, sol, surface des feuilles ou bien les poumons de l’homme. Les traces de ces adaptations et 

de leur évolution sont, sans aucun doute, retrouvées dans les génomes de ces bactéries. En effet, 

au sein du genre, les génomes de Burkholderia divergent fortement de part leur taille, le nombre 

de réplicons, leur organisation et leur composition.  

La définition du genre Burkholderia repose avant tout sur des considérations génomiques 

et sur la composition des lipides cellulaires (Henry et al., 2001). En ce qui concerne les principaux 

caractères phénotypiques, notons que ce sont des bacilles droits, à Gram négatif, accumulant 

généralement des granules de poly-bêta-hydroxybutyrate, mobiles grâce à un ou à plusieurs 

flagelles polaires (Burkholderia mallei est cependant dépourvue de flagelles et est donc 

immobile), aérobies strictes, catalase positive, oxydase variable selon les espèces, capables de 

croître en utilisant comme unique source de carbone le glucose, le glycérol, l’inositol, le galactose, 

le sorbitol, le mannose (à la différence des Ralstonia sp. qui n'utilisent pas ce dernier) et le 

mannitol. Les différentes espèces du genre peuvent être discriminées par les résultats des 

auxanogrammes (137 substrats ont été utilisés dans l’étude de Gillis et al., 1995). Les espèces du 

genre Burkholderia ont pour principal habitat le sol (Salles et al., 2002, Compant et al., 2008), la 

rhizosphère des plantes (Sfalanga et al., 1999, Balandreau et al., 2001, Richardson et al., 2002, 

Han et al., 2009, Kyselkova et al., 2009) mais quelques espèces sont pathogènes stricts et/ou 

opportunistes pour l’homme et l’animal (Mahenthiralingam et al., 2008).  
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Différentes approches sont actuellement menées pour appréhender la diversité au sein du 

genre et progresser sur deux voies importantes : la lutte contre les maladies liées à certaines 

espèces de Burkholderia, et l’exploitation des effets bénéfiques en agriculture ou dans l’industrie 

de la dépollution par certaines espèces de ce genre. Ce double jeu des Burkholderia n’est pas sans 

poser problème :  la frontière (si elle existe) entre espèces ou même souche ayant des effets 

bénéfiques ou pathogènes reste mal définie à l’heure actuelle. 

Nous aborderons ces différents aspects en établissant tout d’abord un bilan des 

caractéristiques du genre Burkholderia, et ce en nous focalisant plus particulièrement sur un 

groupe d’espèces : le complexe cepacia (Bcc). Nous analyserons sa systématique, et les outils 

permettant son étude. L’écologie des bactéries du complexe cepacia sera ensuite détaillée pour 

appréhender leur croissance dans l’environnement abiotique (eaux et sols) en étudiant les 

différents types d’associations présents au sein du Bcc (symbiose, phytopathogène, amibes, 

protozoaires) et le support génétique ou "gènes environnementaux" permettant la colonisation de 

niches aussi diversifiées. Nous nous intéresserons ensuite aux différentes interactions connues 

entre les Bcc et l’homme en nous concentrant sur les différents types d’infections connues 

(infections communautaires, avec le cas particulier des patients atteints de mucoviscidose et 

infections nosocomiales). Nous essayerons de comprendre les processus impliqués dans leur 

transmission nosocomiale en étudiant leur épidémiologie et les principales mesures d’hygiène 

pouvant enrayer cette transmission. Nous tenterons ensuite d’appréhender les raisons de leur 

émergence, de leur pathogénèse et les supports génétiques de leur virulence. Enfin, nous 

essayerons de mettre en évidence, en utilisant notamment les annotations des génomes des 

Burkholderia, les phénomènes génétiques liés à leur haut pouvoir adaptatif. La description d’un 

nouveau clone épidémique, le clone B&B, et l’accès à de nombreux génomes séquencés au sein de 

ce genre nous a permis de développer des travaux de génomique comparative permettant 

d’apprécier une partie de l’histoire évolutive de ce nouveau clone, et d’entrevoir les effets de 

certains processus génétiques sur son évolution et son adaptation au milieu clinique. 
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Fig 1: Arbre phylogénétique MLST montrant la position de l’ensemble des 

espèces du Burkholderia cepacia complex. La barre d’échelle représente 0.5% de 

divergence. D’après Cesarini et al., 2009.



12

1. Description du complexe Burkholderia cepacia

1.1. Taxonomie et phylogénie moléculaire 

La taxinomie ou taxonomie est la science ayant pour objet de décrire les organismes 

vivants et de les regrouper en entités appelées taxons afin de pouvoir les nommer et les 

classer. Les plus récentes méthodes utilisées incluent une nouvelle approche conceptuelle de 

la classification: les méthodes phylogénétiques et cladistiques. La phylogénie a pour but 

d’établir les liens de parenté entre différents organismes vivants de même espèce ou d’espèces 

différentes. A l’échelle de la bactérie, la phylogénie permet l’étude très fine des "liens de 

parentés et de clonalité" entre différentes souches. La phylogénie moléculaire revêt une 

grande importance avec le développement des techniques de séquençage disponible 

aujourd’hui et financièrement accessibles. Celles-ci nous permettent d’étudier les relations 

phylétiques entre bactéries et ainsi de déterminer leur ancêtre commun. Ces techniques 

peuvent aussi permettre de comparer des bactéries qui seraient considérées comme identiques 

par les méthodes d’étude phénotypiques classiques (réactions biochimiques, morphologie, 

résistances aux antibiotiques etc.). La taxonomie, et notamment la phylogénie moléculaire, 

sont devenues des méthodes incontournables pour la caractérisation de clones épidémiques 

(cf. chap.1).  

1.2. Les Burkholderia du "complexe cepacia" 

Basé sur une étude polyphasique (analyse électrophorétique des protéines totales, 

composition en acides gras, hybridation ADN/ADN), Vandamme et al. (1997) proposent de 

regrouper les bactéries du genre Burkholderia en cinq génomovars. Ce terme de génomovar a 

été introduit par Ursing et al. (1995) pour décrire des groupes de souches phénotypiquement 

très proches mais génétiquement trop éloignés pour être de la même espèce. En effet, ils 

montrent des valeurs d’hybridations ADN/ADN supérieures à 65% au sein des mêmes 

génomovars, alors qu’entre génomovars différents, ces valeurs sont comprises entre 20 et 

45%. Ils incluent B. vietnamiensis (génomovar V), déjà décrite par ailleurs (Gillis et al., 1995) 

dans ce complexe d’espèces, et décrivent une nouvelle espèce B. multivorans (génomovar II). 

Le nom d’espèce B. cepacia est conservé pour le génomovar I. L’étude de l’ARN 16S qui 

peut être utilisée en taxonomie bactérienne n’est dans ce cas pas assez discriminante, étant 

donné les très fortes valeurs d’identité (98 à 100%)  rencontrées au sein de ce complexe. Le 
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terme de "complexe cepacia" a été proposé pour faire référence à ces espèces génomiques lors 

du troisième Congrès de l’International Burkholderia cepacia working group (IBCWG) en 

1997. Différents articles ont contribué à la description, en tant qu’espèces, des différents 

génomovars de ce complexe : I : B. cepacia (Vandamme et al., 1997), II : B. multivorans 

(Vandamme et al., 1997), III : B. cenocepacia (Vandamme et al., 2003), IV : B. stabilis

(Vandamme et al., 2000), V : B. vietnamiensis (Gillis et al., 1995), VI : B. dolosa (Vermis et 

al., 2004), VII : B. ambifaria (Coenye et al., 2001), VIII : B. anthina (Vandamme et al., 

2002), IX : B. pyrrocinia (Vandamme et al., 2002). Une dixième espèce, B. ubonensis, qui 

avait été évaluée pour son appartenance à ce complexe (Payne et al., 2005) a récemment été 

confirmée comme appartenant au Bcc (Vanlaere et al., 2008). Cette étude a également permis 

de définir cinq nouvelles espèces comme appartenant au Bcc : Burkholderia latens, 

Burkholderia diffusa, Burkholderia arboris, Burkholderia seminalis, et Burkholderia

metallica. Récemment, une nouvelle étude a défini deux nouvelles espèces à partir du taxon 

K : Burkholderia lata, et Burkholderia contaminans (Vanlaere et al., 2009). Ce complexe, en 

perpétuel remaniement, contient donc dix-sept espèces à ce jour (Fig. 1). Un trait commun, 

cependant, à l’ensemble des espèces de ce complexe est qu’elles ont toutes été retrouvées, à 

des fréquences variables, chez des individus atteints de mucoviscidose. Au sein du genre 

Burkholderia, la phylogénie moléculaire basée sur l’étude de l’ADNr 16S montre que le Bcc 

est proche des espèces B. pseudomallei, B. mallei et B. thailandensis (Coenye and Vandamme 

2003). Ces deux premières espèces sont des pathogènes primaires de l’homme et de l’animal, 

alors que B. thailandensis n’a jamais été associée à une maladie : la position phylétique des 

espèces de Burkholderia ne permet donc pas de déduire une relation avec leur pathogénie. 

1.3. Identification des souches. 

Malgré les avancées effectuées dans la description des différentes espèces du Bcc, il 

s’avère délicat de réaliser l’identification spécifique et rapide de nouvelles souches du fait de 

leur proximité phénotypique et génétique. Les analyses basées sur les caractères biochimiques 

conduisent à trop de mauvaises identifications pour permettre de différencier les espèces du 

Bcc en routine (Rabkin et al., 1989). En conséquence, différents outils basés sur l’analyse de 

fragments génétiques ont été développés. Mahenthiralingam et al. (2000) proposent 

l’utilisation d’une PCR-RFLP sur le gène recA pour discriminer les espèces du Bcc. Après 

amplification avec des amorces spécifiques du gène recA des bactéries du Bcc, le produit PCR 

peut être digéré par deux enzymes HaeIII ou MnlI, et ainsi conduire à une classification dans 
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un des cinq génomovars du complexe connu à cette date. A noter que cette technique 

également de distinguer deux sous-groupes A et B au sein du génomovar III. Par la suite, cette 

approche a largement été reprise et un second article de Vermis et al. (2002) a évalué la 

fiabilité de cet outil pour l’identification des neuf espèces du Bcc décrites alors. Cette dernière 

se révèle correct pour le Genomovar III, B. ambifaria, alors que B. multivorans. B. cepacia

génomovar I et  B. pyrrocina étaient souvent mal discriminées. Parallèlement à l’utilisation de 

cette PCR-RFLP recA, des amorces pour le gène recA, spécifiques de chaque espèce, ont été 

employées. Il semble cependant que, pour certaines espèces, la spécificité des amorces soit 

problématique, notamment pour des souches environnementales (Dalmastri et al., 2005). Une 

nouvelle approche PCR recA, permettant l’identification de la majeure partie des espèces du 

genre Burkholderia, a été développée par Payne et al., en 2005. Cette technique a facilité 

l'identification des souches de B. cepacia, B. stabilis et B. ambifaria. En 2005, Baldwin et al., 

ont publié le schéma MLST (Multi Locus Sequence Typing) du Bcc. Cet outil permet la 

discrimination des espèces moyennant le séquençage de sept loci différents. La phylogénie 

reconstruite avec chacun de ces sept loci ne permet pas une identification complète de 

l’ensemble des espèces et des sous-espèces. En revanche, en utilisant des séquences 

concaténées, une phylogénie complète et robuste peut être obtenue. Cependant, certaines 

souches du Bcc ne produisaient pas d’amplification en utilisant les amorces décrites. De 

nouvelles amorces ont récemment été dessinées, améliorant la performance du schéma MLST 

pour le Bcc, et permettant l’amplification des souches non amplifiables jusqu’alors (Spilker et 

al., 2009). Une autre étude récente, comparant l’identification par séquence recA et par 

MLST, a démontré que 65.4% et 88.5% des isolats de Bcc testés pouvaient être identifiés 

respectivement par séquençage recA et par MLST (Cesarini et al., 2009). Ces travaux ayant 

été réalisés en utilisant les anciennes amorces MLST, l’efficacité des nouvelles amorces ne 

peut donc pas être appréciée. L’avantage indéniable de la MLST réside dans son caractère 

aisément transposable d’un laboratoire à l’autre par l’intermédiaire d’une base de données 

disponible en ligne. De plus, cet outil peut être aussi bien être utilisé pour l’identification 

d’espèces que pour réaliser des études épidémiologiques (e. g. Chapitre 1 et section suivante).  

1.4. Epidémiologie et structure génétique du complexe Burkholderia cepacia 

Au cours des 30 dernières années, la discrimination entre les isolats du Bcc a été 

évaluée par diverses méthodes. Le ribotypage a été une des premières méthodes utilisée pour 

l’épidémiologie des Bcc. Cette méthode consiste en une amplification du gène codant le 16S 
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suivie d’une restriction permettant une discrimination, bien que faible,  de souches provenant 

de différents patients (LiPuma et al., 1988). Quelques années plus tard, Kostman et al., (1992) 

développèrent une variante de cette technique, l’AFLP (Amplified Fragment Length 

Polymorphism) sur la base d’une amplification de la région intergénique comprise entre le 

16S rRNA et le 23S rRNA. La longueur variable de cette région peut être utilisée pour 

discriminer différents isolats. Une autre technique, la MLEE (Multi-Locus Enzyme 

Electrophoresis) a été employée dans les années 90s pour différencier certains isolats 

provenant de différents environnements (patients CF, patients non-CF et sol) (Johnson et al., 

1994, Wise et al., 1995). Cette technique, alliée au ribotypage, a permis de mettre en évidence 

un clone épidémique, le clone ET12 qui représente à ce jour la lignée la plus dommageable de 

l’espèce B. cenocepacia (e. g. section suivante). Le typage par RAPD (Random amplified 

polymorphic DNA) a ensuite été développé ; ce dernier présente un fort pouvoir discriminant 

grâce aux nombreux profils différents par génomovar (Mahenthiralingam et al., 1996, 

Segonds et al., 1997). Cette technique est cependant plus délicate à mettre en œuvre. Toutes 

ces techniques présentent de nombreux avantages mais restent difficilement reproductibles 

entre laboratoires. Actuellement,  la macro-restriction du génome couplée à l’électrophorèse 

en champ pulsé (PFGE) est la méthode de référence car elle demeure la plus robuste et la plus 

discriminante (Agodi et al., 2001, Lambiase et al., 2007). Cependant, sa mise en œuvre est 

lourde et  nécessite en outre du matériel spécialisé. La plupart de ces méthodes sont 

appropriées pour la comparaison d’un ensemble d'isolats obtenus lors d’un même 

échantillonnage ; leur utilité pour répondre aux questions concernant l'épidémiologie à long 

terme est cependant limitée (Enright and Spratt 1999). Une revue décrivant ces diverse 

techniques, leurs avantages et leurs inconvénients a été  publiée par Coenye and LiPuma en 

2003. Une technique considérée comme alternative à la MLEE et la MLST a été développée 

par Coenye et LiPuma en 2002 : la MLRT (MultiLocus Restriction Typing). Cette technique, 

développée pour l’espèce B. cenocepacia, consiste à amplifier 5 loci puis à effectuer une 

restriction sur chacun de ces amplifias. Cette méthode a montré des résultats en accord avec 

ceux obtenus en PFGE. Cependant, l’accès aux technologies de séquençage étant désormais 

possible tant au niveau financier qu'au niveau technologique, la MLST semble être le meilleur 

compromis pour réaliser des études épidémiologiques à long terme. D’autre part, cette 

technique présente une très bonne reproductibilité, un pouvoir discriminant important, une 

facilité d’utilisation, une rapidité de mise en œuvre, et se détache des autres techniques par la 

disponibilité des données en ligne. 
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1.5. Les clones épidémiques de l’espèce Burkholderia cenocepacia 

L’émergence de Burkholderia dans les cas d’infections de patients atteints de 

mucoviscidose (patients CF) date de la fin des années 70s, début des années 80s (Laraya-

Cuasay et al., 1977, Nolan et al., 1982, Isles et al., 1984).  Diverses espèces, telles que B.

pseudomallei et B. gladioli, ont été ponctuellement retrouvées chez ces patients CF (Jones et 

al., 2001, O'Carroll et al., 2003).  Cependant, les Bcc sont actuellement les Burkholderia les 

plus fréquemment isolées chez ces patients (Govan et al., 2007, Lynch 2009, e.g. section 

3.1.1). Au sein de ce complexe, les espèces B. multivorans et B. cenocepacia prédominent, 

tant chez les patients CF que non CF (Reik et al., 2005). L’émergence ainsi que 

l’augmentation des infections dues à Burkholderia a ainsi motivé de nombreuses études 

aboutissant à la caractérisation de trois clones épidémiques majeurs. Tous trois, isolés à partir 

de patients CF, appartiennent à l’espèce B. cenocepacia ; leur différenciation, dans un premier 

temps, résida principalement sur des critères géographiques. Tout d’abord, le clone Midwest, 

isolé pour la première fois au niveau de 5 centres de patients atteints de mucoviscidose dans le 

Michigan, est responsable de nombreuses infections dans le Middle West des États-Unis 

(Kumar et al., 1997, Coenye and LiPuma 2002). D’autre part, le clone PHDC représente la 

majorité des isolats obtenus à partir d’infections à Bcc chez les patients CF de la côte 

Atlantique des Etats-Unis (Chen et al., 2001). Différentes souches appartenant à la lignée 

PHDC ont de plus été isolées au niveaux de sols agricoles et de patients CF en Europe, 

suggérant un réservoir potentiel de ce clone dans l’environnement (Coenye et al., 2004, 

Campana et al., 2005). Le dernier clone épidémique décrit, le clone ET12, a été identifié pour 

la première fois en 1994 par Johnson et al. Ce clone est prédominant en Ontario et au 

Royaume-Uni où il représente plus de la moitié des isolats de Bcc chez les patients CF (Pitt et 

al., 1996). Il a été démontré que la propagation de cette dernière lignée épidémique au niveau 

de ces différents pays avait résulté d’infections croisées entre patients CF lors d’un camp 

d’été (Govan et al., 1993). De plus, le clone ET12 est caractéristique du "syndrome cepacia" 

qui consiste en une pneumonie nécrotique foudroyante à l’origine de nombreux décès chez les 

patients CF (Isles et al., 1984). Différentes études semblent cependant démontrer que ce 

syndrome peut également être provoqué par les espèces B. multivorans et B. dolosa

(Zahariadis et al., 2003, Blackburn et al., 2004, Kalish et al., 2006). Par ailleurs, d’autres 

clones épidémiques ont été isolés chez des patients CF en Italie et en République Tchèque 

mais leur prévalence au niveau mondiale est plus restreinte (Manno et al., 2004, Drevinek et 
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al., 2005). Il existe de plus des cas documentés d’épidémies nosocomiales liées aux 

Burkholderia cenocepacia (e.g. section 3.2).

2. Burkholderia du complexe cepacia et environnement 

Les bactéries sont ubiquitaires et sont présentes dans tous les types de biotopes 

rencontrés sur Terre. Elles peuvent être isolées des eaux douces ou marines, du sol, des 

profondeurs océaniques, de l’air, sur la peau, du système digestif des animaux et sont même 

capable de coloniser des milieux particulièrement extrêmes tel que les déchets radioactifs 

(Fredrickson et al., 2004). Il y a environ 1 milliard de cellules bactériennes dans un gramme 

de sol et 10
10

 million de cellules bactériennes dans un millilitre d’eau douce. En 1998, on 

estimait qu'il y avait quatre à six quintillions (4 ×10
30

 à 6×10
30

) de bactéries dans le monde, 

représentant ainsi une grande partie de la biomasse mondiale (Whitman et al., 1998). Dans 

l’environnement, les bactéries sont en interaction avec de nombreux organismes aussi bien 

microscopiques que macroscopiques. Cette proximité peut engendrer une compétition pour les 

ressources du milieu, contraignant ainsi les bactéries à s’adapter aux changements du milieu. 

Ces changements peuvent être causés par différents processus, notamment l’activité des 

organismes eux-mêmes (variation du pH, diminution des nutriments etc…) mais aussi des 

facteurs extérieurs comme les variations d’hygrométrie, l’alternance jour/nuit, les saisons, etc. 

Les capacités d’adaptation des bactéries à un milieu, conduisant à une variation phénotypique, 

vont ainsi déterminer leur présence in fine dans le milieu considéré. En effet, malgré un 

apport exogène régulier, une espèce bactérienne peut être incapable de se maintenir dans un 

environnement donné. L’étude de la distribution d’une espèce ou d’un genre bactérien dans 

différents milieux permet d’étudier leur potentiel adaptatif et leur capacité à évoluer dans 

diverses conditions, ce qui s’avère fondamental pour les micro-organismes pathogènes. Dans 

ce contexte, l’identification de réservoirs est un élément clé de l’étude d’un pathogène. Ces 

observations visent ainsi à développer nos moyens de contrôle et de surveillance, ainsi qu’à 

identifier puis développer de nouveaux agents de lutte.  

Bien que la première espèce du genre Burkholderia ait été identifiée de l’environnement 

(Burkholder 1950), peu d’études aboutissant à la mise en évidence des réservoirs 

environnementaux de ces pathogènes opportunistes ont été réalisées. Cependant, les espèces 

du Bcc ont été retrouvées classiquement niveau de divers environnements, tels que la 

rhizosphère du maïs et du blé (Vandamme et al., 2003), les racines du pois (Coenye et al., 

2001), les rivières, les eaux, les lacs et divers produits industriels (Baldwin et al., 2007). Ceci 
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suggère une large distribution des espèces du Bcc dans l’environnement ; étonnamment, peu 

études ont identifié des souches de patients dans l’environnement (LiPuma et al., 2002, Payne 

et al., 2005, Baldwin et al., 2007).   

2.1. Eaux  

Les Burkholderia colonisent classiquement le milieu eau douce et sont éventuellement 

retrouvées en milieu marin. En 2004, une étude remarquable publiée dans Science a permis de 

reconstituer un génome appartenant à une souche du Bcc à partir du séquençage d’ADNs 

métagénomiques extraits de la mer des Sargasses (Venter et al., 2004). Néanmoins, des 

analyses supplémentaires tendent à démontrer une contamination des échantillons 

(Mahenthiralingam et al., 2006). La prévalence des Bcc dans le milieu marin est peu étudiée, 

quelques souches seulement ont pu être isolées à partir de sédiments marins, et des tests de 

survie réalisés  sur des espèce B. multivorans et B. cenocepacia dans ce milieu montre la 

survie de l’espèce B. multivorans uniquement, sous forme non-cultivable (VBNC) (Moore et 

al., 2007, Wang et al., 2008). Des études plus approfondies sont nécessaire pour connaitre la 

réelle distribution des Bcc dans le milieu marin qui représente plus de 70% de la surface 

terrestre. 

La plupart des souches appartenant au Bcc ayant une origine hydrique proviennent de 

prélèvements d’eaux douces. La quasi-totalité de l’eau douce est stockée sous forme solide au 

niveau des pôles et des glaciers, le reste étant réparti entre les eaux souterraines (nappes 

phréatiques) et les eaux de surface (cours d’eaux, lacs, étangs). L’anthropisation a désormais 

des répercussions considérables sur ces eaux, contribuant à une modification non négligeables 

des populations bactériennes présentes. Différents travaux ont démontré la présence de Bcc 

dans des cours d’eau peu anthropisés établissant un accroissement de la population en 

automne. Il semblerait que ce pic corresponde au transfert des bactéries présentes sur les 

feuilles des végétaux lors de leur chute dans les cours d’eau (Lemke and Leff 1999, Olapade 

and Leff 2005). Par ailleurs, le suivi de ces populations au sein de cours d’eau chimiquement 

pollués démontre que cette modification du milieu naturel ne semble pas affecter l’abondance 

bactérienne des populations de Bcc (Lemke and Leff 1999). En revanche, une comparaison de 

cours d’eau ayant des paramètres physico-chimiques différents (température, pH, turbidité, 

concentration en carbone organique dissous et en Nitrate), établi une corrélation positive entre 

abondance des Bcc et concentration en nitrates et en carbone organique dissous (Olapade et 

al., 2005). Ces paramètres semblent donc influer sur la fitness bactérienne, la capacité à entrer 
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en compétition avec les autres micro-organismes présents dans le milieu, et à résister à la 

prédation. La distribution des différentes espèces du Bcc au niveau des eaux douces reste peu 

connue. Très peu d’isolats environnementaux ont été obtenus, mais l’espèce B. multivorans a 

pu être détectée au niveau de sources naturelles. Les analyses phylogénétiques ont de plus 

démontré la proximité de ces souches avec d’autres souches isolées de patient CF au Portugal 

(Baldwin et al., 2008). Enfin, Vermis et al. en 2003 ont identifié diverses espèces du Bcc, 

notamment B. vietnamiensis, B. multivorans B. cenocepacia au sein d’eaux de rivières. En 

conclusion, il semble, malgré une littérature faiblement documentée à ce propos, que les eaux 

douces représentent un véritable réservoir en ce qui concerne les espèces du Bcc  

2.2. Sols

Les sols sont caractérisés par une grande hétérogénéité et une importante complexité ; 

cependant, leurs accessibilités plutôt aisées font d’eux des matériels de choix pour étudier la 

diversité bactérienne. Ainsi, l’étude des sols représente une partie importante des travaux en 

écologie microbienne. Dans ce sens, la recherche de pathogènes opportunistes présents dans 

les sols représente un challenge important ayant des répercussions sérieuses en santé publique. 

De nombreuses études ont été réalisées à la fin des années 90s, début des années 2000, afin 

d’estimer les populations de Bcc présentes dans divers sols et ainsi identifier leur réservoir 

potentiel. Les résultats obtenus sont très contrastés : dans certains cas elles sont retrouvées 

fréquemment alors que dans d’autres elles sont très rares (Parke and Gurian-Sherman 2001). 

Cette variabilité semble s'expliquer par les méthodes utilisées, notamment l’isolement et les 

moyens d’identification des espèces ainsi que par l’évolution rapide de la taxonomie des Bcc. 

En effet, le perpétuel remaniement du Bcc qui comptait 5 genomovars dans les années 90s et 

qui abrite maintenant plus de 17 espèces, rend très délicate l’identification. De plus, une 

difficulté demeure puisque l’utilisation de milieux sélectifs, pouvant contenir des 

antibiotiques, plutôt performants pour l’isolement de souches cliniques, peut inhiber les 

souches environnementales. Ceci a été confirmé par l’emploi de milieux peu sélectifs ou 

minimum permettant de retrouver des bactéries en plus grande quantité. Néanmoins, la 

méthode culturale en tant que telle contient de nombreux biais et, pour s’en affranchir, des 

méthodes sans culture préalable ont été utilisées afin de ne pas négliger les bactéries viables 

non cultivables. Les résultats ont montré une efficacité cinq fois plus importante dans la 

détection de souches par approche PCR spécifique de l’ADNr 16S sur de l’ADN extrait de ces 

sols (Miller et al., 2002). Ces résultats soulignent la faiblesse des méthodes culturales pour 
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identifier l’ensemble des Bcc, même si, par ailleurs, le développement des méthodes 

d’identification directes s’est accompagné de nouveaux biais concernant principalement la 

sensibilité et la spécificité.  

Cette évolution des techniques d’isolement et le développement de méthodes plus 

fines pour d’identification des Bcc ont permis la réalisation de nombreux travaux durant les 

dernières années. Ceux-ci ont principalement été menés pour déterminer les espèces du Bcc

présentes dans les sols sous cultures agricoles ou en forêt. Une étude de Bevivino et al., 

(2002) a documenté les prévalences respectives des espèces du Bcc dans des sols cultivés de 

maïs et dans des prélèvements issus de patients atteints de mucoviscidose. Dans les sols sous 

maïs, B. cenocepacia est majoritaire (53.4%), suivi par B. ambifaria (37,3%), B. pyrrocinia, 

B. cepacia, quant à elle, est retrouvée dans moins de 10% des cas. En parallèle, l’étude 

identifiait B. cenocepacia dans 86,4% des prélèvements cliniques, les autres espèces étant 

présentes dans moins de 10% des cas. Ces résultats ont été confirmés par l’étude de Zhang 

and Xie (2007) qui indique une abondance variable des espèces du Bcc dans la rhizosphère du 

maïs et du riz, avec une prévalence de l’espèce B. vietnamiensis pour la rhizosphère du riz et 

de B. cenocepacia au niveau de la rhizosphère du maïs. Cette hétérogénéité des espèces de 

Bcc au sein de plantes d’un même champs avait préalablement été mise en évidence par 

Ramette et al., en 2005, et a encore été enrichie par Dalmastri et al., 2007 qui ont démontré 

que l’espèce B. ambifaria était majoritaire dans un sol sous maïs. Ces différences dans la 

prévalence des Bcc montrent que les abondances relatives des espèces de Bcc sont 

extrêmement variables entre les différentes variétés de plantes et les localisations 

géographiques. Une avancée majeure dans la recherche de réservoirs des Bcc fut 

l’identification d’une souche clinique de la lignée PHDC au niveau d’un champ d’oignons 

(LiPuma et al., 2002). Ce résultat suggère que les isolats humains ne sont pas nécessairement 

distincts de ceux de l'environnement. Ainsi, l’acquisition de nouvelles souches de Bcc par les 

patients CF pourrait être due à des contaminations par des souches environnementales. 

Vanlaere et al., (2005) ont mis en évidence diverses souche de Bcc, notamment des souches 

B. cenocepacia et B. multivorans, au niveau de sols et de points d’eau, et ceci au sein même 

de maisons de patients CF. La grande diversité des isolats obtenus leur a permis de conclure 

que le sol et l’eau jouaient le rôle de réservoirs des souches présentes chez les patients plutôt 

que de confirmer les hypothèses inverses. Les récentes et dernières autres études permettant 

de relier des souches environnementales et cliniques ont été réalisées en utilisant le schéma 

MLST (Baldwin et al., 2007, Springman et al., 2009). Cette technique présente l’avantage de 
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pouvoir réaliser des analyses épidémiologiques à grande échelle, mais les isolats regroupés 

sous une même ST (séquence type) ne représentent pas forcement la même souche.  

L’identification des réservoirs environnementaux de souches cliniques semble 

délicate ; cependant, les sols sous cultures apparaissent comme de bons "candidats". Les 

plantes semblent aussi jouer un rôle important dans leur capacité à structurer les communautés 

microbiennes en favorisant l’émergence ponctuelle d’une espèce particulière. Il apparait 

important, de plus, de prendre en compte les flux hydriques afin d’évaluer la dispersion de ces 

bactéries dans d’autres environnements.  

2.3. Associations

La présence des Bcc dans l’environnement implique de nombreuses interactions avec 

les différents organismes présents à proximité. Ces interactions peuvent être considérées sous 

différents aspects en fonction de la résultante de l’interaction. On parlera de symbiose quand 

les deux partenaires bénéficient directement de l’association, de commensalisme quand l’un 

retire un bénéfice sans effet sur l’autre et de parasitisme quand le bénéfice de l’un se fait au 

détriment de l’autre. Mahenthiralingam et al., (2005) ont fait un résumé des aspects positifs et 

négatifs d’interactions impliquant les Bcc. 

2.3.1 Interactions bénéfiques des Bcc dans l’environnement 

Différents types d’interactions bénéfiques ont été mis en évidence entre les bactéries et 

d’autres organismes micro- ou macroscopiques. A titre d’exemple, deux grands types 

d’interactions positives sont observés entre les bactéries et les plantes : la symbiose stricte 

avec formation d’une structure particulière favorisant l’échange entre les deux partenaires (le 

nodule), et la symbiose associative qui se fait sans structure particulière, au niveau de la 

rhizosphère ou dans les tissus de la plante.  

Dans ce premier cas, la symbiose est établie dans un but principalement métabolique 

puisque, d’une part, la bactérie trouve avantage à utiliser les composés carbonés fournis par la 

plante et que d’autre part, la plante, incapable de métaboliser l’azote atmosphérique, tire 

bénéfice de sa fixation par la structure nodulaire. Cette capacité à former des nodules est 

restreinte à quelques genres bactériens : Les Rhizobia, Sinorhizobia, et les Mesorhizobia (�-

protéobactéries) avec les Légumineuses et Frankia avec diverses plantes. Moulin et al., 

(2001) ont mis en évidence la capacité de certaines Burkholderia et Cupriavidus à former des 
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nodules racinaires avec des Légumineuses. Ces résultats ont été confirmés quelque années 

plus tard par Chen et al., (2005). Cette capacité a former des nodules a été découverte chez les 

Bcc pour la première fois en 2005 par Rasolomampianina et al., qui ont identifié une souche 

du Bcc (STM1424) capable de former des nodules avec une légumineuse (Dalbergia spp.) 

présente sur l’ile de Madagascar. L’espèce à laquelle appartient cette souche n’a pas pu être 

formellement identifiée mais l’analyse phylogénétique du gène codant pour l’ADNr 16S la 

classe dans le Bcc.  

Dans le contexte des symbioses associatives, aucune structure particulière n’est mise 

en place. L’interaction avec la plante peut alors se situer au niveau de la rhizosphère, sur les 

parties aériennes (épiphytes) ou dans les tissus (endophytes). L’apport des bactéries à la 

plante peut se faire sous différentes formes : fixation libre d’azote atmosphérique, synthèse de 

phytohormones, modification de la balance hormonale, solubilisation de composés du sol, ou 

encore minéralisation plus rapide de composés du sol améliorant la nutrition végétale. Quand 

ces interactions prennent place au niveau de la racine, on parle alors de bactérie PGPR (Plant 

Growth Promoting Rhizobacteria). Tran Van et al., (2000) ont mené des études aux champs 

afin d’évaluer la capacité de souches de B. vietnamiensis à augmenter la croissance et le 

rendement du riz (nombre de grains par plant). Il s’avère que B. vietnamiensis peut conduire à 

une augmentation significative de la récolte, et bien que les mécanismes impliqués n’aient pas 

formellement été identifiés, la capacité de B. vietnamiensis à fixer l’azote pourrait jouer un 

rôle majeur (Gillis et al., 1995). La littérature démontre peu d’exemples d’interactions 

positives des Bcc avec les plantes, cependant cette capacité à promouvoir le développement 

d’organisme ne s’arrête pas seulement aux plantes. En effet, une étude originale de Santos et 

al., (2004) a permis d’identifier une souche de l’espèce B. cenocepacia en symbiose tripartite 

avec la fourmi Atta sexdens rubripilosa et le champignon Leucoagaricus gongylophorus.

Dans ce cadre, les trois partenaires retirent donc un bénéfice : (i) les fourmis élèvent les L.

gongylophorus afin qu’ils prédigérent les feuilles dont elles se nourrissent, (ii) la bactérie (qui  

produit par ailleurs des composés antifongiques n’ayant pas d’effets sur L. gongylophorus, 

maisprotégeant la fourmi et le champignon d’autres champignons néfastes)dispose d’un 

apport non négligeable en substances nutritives ; (iii) le champignon, quant à lui, bénéficie 

d’une niche protégée et du glucose fourni par les fourmis. Ces travaux démontrent la capacité 

des Bcc à interagir de façon positive avec des organismes très différents et soulignent la 

nécessité de considérer les interactions dans un cadre multipartite plutôt que bilatéral, ce afin 

d’enrichir la littérature, encore peu développée à ce jour sur ce sujet.   



23

  

R�1464�Témoin�

Fig. 2 : Phénotypes de pathogénie chez la plante  

a : Phénotype de pourriture molle par piqure d’oignon. Seule la souche possédant le système de sécrétion 

de type IV (A) présente le phénotype de pourriture molle. La souche mutante pour ce système (C) ou une 

piqure avec de l’eau (B) stérile ne conduisent pas au phénotype. b : Infections de tranches de bulbe 

d’oignon par différentes souches de B. cepacia. La maladie causée par B. cepacia est la carie de l’oignon. 
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2.3.2 Interactions néfastes des Bcc dans l’environnement 

Les effets néfastes des bactéries sur un organisme donné et dans un environnement 

donné, sont toujours le fruit de multiples interactions positives, négatives ou neutres entre les 

différents organismes présents dans l’écosystème considéré. Au sein des milieux complexes 

comme les sols, de nombreux acteurs (bactéries, champignons, protozoaires, nématodes, etc) 

peuvent interagir, c’est la résultante de toutes ces interactions qui va déterminer l’effet 

engendré sur l’un des organismes composant ce milieu. 

Chez les Bcc, les interactions néfastes dans l’environnement ont tout d’abord été 

décrites au niveau de l’oignon, particulièrement pour l’espèce B. cepacia, puis d’autres 

travaux ont montré la capacité des Bcc à interagir de façon négative sur les amibes, certains 

champignons et les arthropodes. Dans le cas de B. cepacia, comme l’avait initialement décrit 

Burkholder, la bactérie peut causer d’importants dégâts aux cultures en détruisant les tissus de 

bulbes d’oignons (Burkholder 1950, Fig. 2). Dans ce contexte, deux mécanismes de virulence 

ont été découverts : le premier concerne une hydrolase de pectine portée par un plasmide qui 

conduit à la digestion de constituants de la paroi des cellules végétales (Gonzalez et al., 1997). 

Le deuxième concerne le phénotype de pourriture molle qui apparaît chez les souches 

dépourvues du plasmide décrit ci-dessus. Ce second phénotype implique un système de 

sécrétion de type IV qui libère une protéine provoquant la plasmolyse de protoplastes de 

plantes (Engledow et al., 2004). Ce phénotype est retrouvé également chez d’autres espèces 

du Bcc : B. cenocepacia et B. vietnamiensis. Un deuxième système de sécrétion de type IV a 

récemment été décrit (bc-VirB/D4) ;contrairement au premier, celui-ci n’a pas été jugé utile 

dans la pathogenèse de plantes, mais se serait révélé impliqué dans la mobilisation de 

plasmides (Zhang et al., 2009). L’éventuelle action de ces systèmes sur des cellules de 

mammifère reste à déterminer. Enfin, les autres espèces du Bcc n’ont pas été décrites comme 

phytopathogènes.  

Les Bcc interagissent également avec des micro-eucaryotes unicellulaires tels que les 

amibes. Ces eucaryotes unicellulaires forment un groupe hétérogène d’organismes qui 

partagent la même morphologie et qui sont largement retrouvés dans le sol ainsi qu’en milieu 

hydrique. Longtemps considérés comme inoffensifs, ces micro-eucaryotes sont maintenant 

pris en considération dans certaines pathologies animales et humaines (Winiecka-Krusnell 

and Linder 2001, Pritt and Clark 2008). Leur source de nutrition comprend de nombreux 

micro-organismes, notamment les bactéries, qu’elles phagocytent et lysent dans des vacuoles 

spécialisées. Dans certains cas, les bactéries peuvent cependant résister à la lyse et persister 



25

dans l’amibe. C’est en 1999, que  Marolda et al.,  ont décrit les interactions entre des Bcc et 

des amibes. Différentes souches du Bcc ont été testées sur trois espèces d’amibes du genre 

Acanthamoeba. Les interactions apparaissaient très variables entre les espèces du Bcc et entre 

souches d’une même espèce. Pour comprendre le devenir des cellules phagocytées par les 

amibes, Lamothe et al., (2004) ont, par la suite, utilisé un série de marqueurs fluorescents 

pour suivre les souches H111 de B. cenocepacia et CEP040 de B. vietnamiensis chez l’amibe 

Acanthamoeba polyphaga. Ces travaux attestent que cette dernière est capable de phagocyter 

les bactéries, qui cependant restent présentes dans des vacuoles acides distinctes du lysosome 

et ainsi ne subissent pas la destruction engendrée par l’organel. Les amibes abritant des 

souches persistantes de B. cenocepacia pourraient jouer un rôle de réservoir non négligeable 

de cette espèce dans l’environnement. De plus, un point reste étonnant mais remarquable : 

cette survie intracellulaire de souches de B. cenocepacia est aussi retrouvée au niveau des 

macrophages humain. Des études complémentaires ont identifiées et démontrées le rôle d’un 

système de sécrétion de type VI et d’un gène régulateur de type kinase-senseur (atsR) dans la 

survie intracellulaire de deux souches de B. cenocepacia (Lamothe et al., 2007, Aubert et al., 

2008).  

Egalement présents dans le sol et l’eau, les nématodes se nourrissent aussi de bactéries 

avec une certaine sélectivité, contribuant ainsi à la régulation des populations bactériennes. En 

retour, certaines bactéries sont capables de perturber le développement des nématodes par des 

procédés antagonistes. Acrobeloides sp et Pristionchus lheritieri, sont deux espèces de 

nématodes pouvant se développer en consommant des B. cepacia (Rabkin et al., 1989). Carta 

(2000) a mené une étude visant à évaluer la diversité des interactions entre des nématodes et 

des Bcc. Il en ressort une grande hétérogénéité : certains nématodes peuvent ingérer toutes les 

souches testées tandis que d’autres sont infectés puis tués par certaines souches. Ces 

interactions pourraient être valorisées par une utilisation de nématodes pour contrôler les 

populations de Bcc ou, à l’inverse, utilisation des Bcc pour contrôler les nématodes parasites 

de plantes. Un autre nématode, Caenorhabditis elegans est retrouvé dans de nombreuses 

études notamment pour son utilisation comme organisme modèle dans l’identification de 

gènes liés à la virulence (Cardona et al., 2005).  

Ces interactions entre bactéries et micro-eucaryotes apparaissent le plus souvent comme 

ciblées, même espèce voire même souche spécifique. Ceci révèle l’importance du dialogue 

moléculaire entre les deux protagonistes. Ces spécificités d’interactions pourraient être mises 

à profit pour limiter la prolifération d’agents considérés comme nuisibles notamment en 

agriculture. 
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2.4. Les gènes "environnementaux" 

La présence des Bcc dans l’environnement implique certaines "aptitudes" permettant 

une survie dans des écosystèmes très hétérogènes. Un large panel de processus biochimiques 

peut ainsi être mis en œuvre par ces bactéries pour métaboliser les molécules plus ou moins 

complexes de l’environnement dans le but de couvrir leurs besoins en azote, en carbone, en 

phosphore, en métaux, etc. Ceci suppose un pool de gènes pouvant être catalogués comme 

environnementaux, permettant le support de cette plasticité génomique relative aux divers 

milieux rencontrés. Certains d’entre eux semblent avoir une large distribution et sont 

retrouvés dans la majorité des espèces du Bcc. A titre d’exemple, nous pouvons citer le cas du 

gène bactérien acdS qui code une ACC désaminase ayant un effet positif sur la croissance des 

plantes (Onofre-Lemus et al., 2009), du cluster arsRCB impliqué dans la résistance à 

l’arsenic, et du cluster de gènes iac reliés au catabolisme d’une hormone végétale, l’AIA 

(Leveau and Gerards 2008). Cette liste non-exhaustive de gènes étaye clairement la présence 

d’un support génétique permettant aux espèces du Bcc de coloniser différents 

environnements. Toutefois, quelques travaux seulement ont testé l’activité de ces gènes, 

concluant que la plupart d’entre eux ne sont pas forcement actifs, bien que présents. 

Désormais, les récentes études ne se contentent plus d’évaluer la présence ou l’absence de 

certains gènes mais enrichissent ces travaux par des aspects de transcriptomique voire même 

de protéomique, à large échelle (Yoder-Himes et al., 2009). En effet, la présence d’un gène 

n’implique pas obligatoirement son expression. La régulation de l’expression génique permet 

ainsi un contrôle fin des phénotypes associés. Divers systèmes sont à ce jour identifiés tels 

que les systèmes à double composantes intervenant dans le quorum-sensing ou bien les petits 

ARNs non codants. Evaluer le transcriptome permet dorénavant d’estimer la part de gènes 

effectivement exprimés dans un environnement donné et de mesurer la régulation de 

l’expression des gènes par ce milieu.  

D’autre part, d’autres gènes ou clusters de gènes ayant une distribution plus restreinte au sein 

du Bcc, ont pu être mis en évidence. Le cluster nif, par exemple, impliqué dans la fixation 

d’azote atmosphérique, a été détecté uniquement chez l’espèce B. vietnamiensis (Estrada-De 

Los Santos et al., 2001). De plus, le génome de B. vietnamiensis contient de nombreux gènes 

permettant de dégrader un large panel de composés tels que les hydrocarbures aromatiques ou 

chlorés, certains composés phénoliques, et de nombreux xénobiotiques (O'Sullivan et al., 

2007, Van Nostrand et al., 2007, Govindarajan et al., 2008). Cette espèce apparait être 

l’espèce du Bcc la plus apte à coloniser l’environnement. Sa capacité à fixer l’azote ainsi qu’à 
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métaboliser divers composés représente de réels atouts pour cette bactérie, pouvant expliquer 

sa distribution élevée au niveau des sols. 

Tous ces travaux démontrent une présence des Bcc au sein de milieux naturels très 

hétérogènes ; cependant l’identification des réservoirs de Bcc retrouvés en milieux cliniques 

est un challenge qui ne fait que débuter. Les investigations réalisées dans l’environnement ont 

certes permis l’identification de nombreux isolats de Bcc, mais peu d’entre elles ont 

formellement mis en évidence des souches cliniques ou trouvées des niches avec des 

populations élevées de Bcc qui seraient au niveau des doses infectantes. Cette difficulté est 

probablement due à de nombreux paramètres liés aux techniques utilisées, aux sites explorés 

ou tout simplement à une réelle absence de ces souches dans les environnements prospectés. 

En perspective, de nombreuses études doivent être menées afin de compléter notre 

connaissance relative à l’écologie des Bcc dans le milieu naturel. 

3. Burkholderia du complexe cepacia chez l’homme 

Les espèces du Bcc sont classées dans la catégorie des pathogènes "opportunistes", 

ceci signifie qu’elles affectent principalement des personnes immunodéprimées ou fragilisées. 

Dans ce contexte, les principales populations humaines sensibles aux bactéries du Bcc sont les 

patients atteints de mucoviscidose (CF). Néanmoins, il existe des cas documentés d’infections 

nosocomiales et d’infections de patients présentant une granulomatose septique chronique 

(CGD) (van den Berg et al., 2009).  

3.1. Infections communautaires 

Les infections communautaires correspondent à toutes les infections survenues en 

dehors des hôpitaux, impliquant des contaminations croisées directes ou indirectes, et 

déclarées dans les 48h premières heures suivant l’hospitalisation. La principale infection 

communautaire impliquant des Bcc est l’infection de patients CF décrite dans la section 

suivante. Il existe par ailleurs quelques cas infectieux se rapprochant d’infections 

communautaires impliquant des solutions de bain de bouche ou de matériel contaminé. 

Cependant, si l’on écarte les études concernant les patients CF ou les infections nosocomiales, 

aucun autre travail ne présente de transmission de Bcc entre individu. Etant donné que la 

frontière entre 



28

Gène muté 

CFTR non 

fonctionnel 

Mouvements d’eau et de NaCl 

anormaux au travers des cellules. 

Mucus anormalement épais et 

déshydraté 

Obstruction 

des 

bronches

Infection 

Libération de 

protéases et 

d’ADN 

Epaississement 

du mucus. 

Inflammation 

Destruction progressive du 

tissu pulmonaire 

Fonction respiratoire détériorée 

Fig. 3 : Cascade physiopathologique des maladies pulmonaires chez les patients atteints de mucoviscidose. a : 

successions des étapes conduisant à la dégradation de la fonction respiratoire lors des infections bactériennes. 

(D’après Boas et al., 2000).  b : Infections de cellules épithéliales du poumon par B. cenocepacia. A : cellules 

épithéliales en culture. B : cellules épithéliales infectées par une souche de B. cenocepacia. Les bactéries sont 

seules (triangles) ou organisées en biofilm (flèche) (D’après Schwab et al., 2002).
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infections nosocomiales et infections communautaires est complexe à déterminer et que les 

travaux réalisés ne renseignent pas toujours la chronologie exacte des évènements, nous ne 

traiterons par conséquent que des aspects impliquant des contaminations par l’intermédiaire 

de composés industriels (section 3.3).   

3.1.1. Cas de la mucoviscidose 

La mucoviscidose est une maladie génétique, affectant les épithéliums glandulaires de 

nombreux organes. C'est, de nos jours, la maladie la plus fréquente dans les populations de 

type caucasienne, tandis qu'elle est très rare dans les populations africaines et asiatiques. Elle 

affecte de nombreux organes, toutefois les atteintes respiratoires sont prédominantes, 

représentant l'essentiel de la morbidité. La mucoviscidose est associée à des mutations du 

gène cftr sur le chromosome 7. L’altération de la protéine CFTR provoque une augmentation 

de la viscosité du mucus et son accumulation dans les voies respiratoires et digestives, 

conduisant ainsi à un environnement privilégié pour la colonisation bactérienne (Fig.3). Les 

personnes déficientes sont sensibles à différentes bactéries, particulièrement Pseudomonas

aeruginosa. Suivant leur âge, les patients CF sont préférentiellement colonisés par différents 

types de bactéries. Chez les plus jeunes, les bactéries majoritairement retrouvées sont 

Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae tandis que, chez les plus âgés Pseudomonas 

aeruginosa devient prédominant ; à l’âge adulte, 80% des patients sont colonisés par cette 

dernière (Harrison 2007 et Fig. 4). Les premiers cas d’infections impliquant des Bcc chez les 

patients CF ont été répertoriés entre la fin des années 1970 et le début 1980 (LiPuma 1998). 

Consécutivement, la première description clinique détaillée fut publiée par Isles et al., en 

1984. Une augmentation de l’incidence de ces infections dans différents centres de patients 

CF a été démontrée en Europe et au nord des Etats-Unis (Tablan et al., 1985, Thomassen et 

al., 1985). La succession bactérienne observée au cours du vieillissement des patients CF reste 

méconnue ; dans le cas d’infections à P. aeruginosa, on observe initialement des infections 

transitoires par différentes souches évoluant en infection chronique par une souche 

dominante. Dans le cas de Bcc, ce scénario semble être similaire bien qu’il existe des cas 

d’infections transitoires avec plusieurs souches et le remplacement de l’une d’entre elles dans 

la phase chronique par une autre (Coenye and Vandamme 2003, Lipuma 2005). Les Bcc sont 

plutôt retrouvées chez des patients âgés et notamment en co-infection avec d’autres bactéries 

(Fig. 4 et 5). Les différentes étapes d’une infection par les Bcc commencent à être décryptées 

mais de nombreux points restent mal compris. Présentes au niveau des poumons, les bactéries
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Fig. 4. Prévalence des infections bactériennes des voies respiratoires, 

selon les groupes d'âge chez les patients CF. D’après Harrison 

(2007). 

Fig. 5. Diagramme de Venn montrant les co-infections des voies respiratoires de 

patients CF. (NB: la co-infection ne signifie pas nécessairement l'interaction directe 

entre les espèces.) A, Aspergillus spp.; AV, adenovirus; AX, A. xylosoxidans; BP, 

bacteriophage; C, Candida spp.; Ent, enterobacteria; IPV, influenza and/or 

parainfluenza virus; K, Klebsiella spp.; M, mycoplasma; MA, Mycobacterium

abscessus; N, Neisseria spp.; OF, oropharyngeal flora; RSV, respiratory syncytial 

virus; SM, S. maltophilia. Les chiffres indiqués correspondent aux références 

bibliographiques e. g. Harrison (2007). 
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 expriment différents facteurs de virulence régulés en partie par quorum-sensing (Uehlinger et 

al., 2009). En conséquence, il survient une réponse inflammatoire importante conduisant à la 

lésion des tissus pulmonaires. Une persistance de la bactérie viable dans les cellules 

immunitaires est liée aux phénomènes d’apparente rémission (cultures négatives) mais peut 

conduire à une rechute avec les mêmes souches (Lamothe and Valvano 2008, Saldias and 

Valvano 2009). Dans certaines conditions (mal déterminées), la bactérie peut devenir invasive 

et provoquer une septicémie (Gautam et al., 2008).  

Dans les années 1980, différents clones épidémiques ont été identifiés au sein de 

l’espèce B. cenocepacia (section 1.5). Lipuma et al. (1990) ont mis en évidence la possibilité 

de transmission inter-individuelle de souches du Bcc. Des mesures de prophylaxie sanitaire 

ont été adoptées afin de limiter les contacts entre patients, et des mesures d’isolement ont été 

mises en place dans les services. Ces mesures semblent avoir engendré une diminution des cas 

d’infection à B. cenocepacia dans les pays où elles étaient prédominantes. Cette réduction se 

fait malheureusement au profit de l’augmentation des cas d’infections à B. multivorans, tout 

en maintenant le nombre de cas. (Reik et al., 2005, Lynch 2009). Les actions menées 

semblent donc avoir permis de contenir B. cenocepacia, démontrant ainsi que cette espèce 

possède une bonne capacité de transmission inter-individus. Les cas groupés à B. multivorans 

semblent moins fréquents. Les infections à B. multivorans seraient principalement le résultat 

d’acquisitions isolées depuis l’environnement (Baldwin et al., 2008).  

Les co-infections impliquant les Bcc et P. aeruginosa  sont fréquemment rencontrées au 

niveau des poumons de patients atteints de mucoviscidose (Lambiase et al., 2006). Cette 

proximité implique de multiples interactions entre ces genres bactériens. Weaver et Kolter en 

2004 ont réalisé un criblage des gènes de P. aeruginosa induits en présence de Bcc. Par 

l’intermédiaire de cette technique, ils ont identifié un sidérophore, l’ornibactine, sécrété par 

l’ensemble des Burkholderia et induisant une forte réponse chez P. aeruginosa. Une étude 

supplémentaire démontrant la sécrétion de sidérophores retrouvés dans les expectorations de 

patient CF, semble indiquer l’importance d’une compétition pour le fer dans l’environnement 

des poumons de patients CF (Haas et al., 1991). Pour comparer la réponse initiale de 

l’organisme à ces deux germes, Worgall et al. (2005) ont évalué l’impact de ces bactéries sur 

les macrophages alvéolaires. Une modification similaire de l’expression des gènes de ces 

deux pathogènes a été observée et les interactions précoces hôtes-pathogènes semblent donc 

identiques dans ce cas la. L’évolution différente des infections à P. aeruginosa et à B.

cenocepacia semble donc se faire plus tardivement.� Il a également été démontré que P.

aeruginosa PAO1 est capable d’augmenter la pathogenèse de B. cenocepacia H111 via le 
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Tableau 1. Incidence des espèces (Genomovars) parmi les Bcc isolés chez les patients CF. 

Les numéros en exposant correspondent aux différentes références bibliographiques citées par Lynch 

2009.  
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quorum-sensing, conduisant ainsi à une surexpression des facteurs de virulence chez H111 

(Riedel et al., 2001). Cette communication a cependant été démontrée comme unilatérale, les 

molécules secrétées par H111 n’ayant pas d’effet sur P. aeruginosa. Il apparait clairement que 

de nombreuses interactions se produisent lors de co-infections et que celles-ci jouent un rôle 

majeur dans l’évolution des pathologies.  

La distribution des différentes espèces du Bcc chez les patients CF a été le sujet de 

nombreuses études. Cependant, la taxonomie du Bcc est en perpétuelle évolution ce qui rend 

délicate l’étude de la proportion relative des différentes espèces. Il apparaît toutefois que la 

prévalence des espèces est fortement hétérogène, variant en fonction du temps et des zones 

géographiques considérées. Deux espèces, B. cenocepacia (genomovar III) et B. multivorans

(genomovar II) représentent 80 à 93% des isolats 2000 de patients CF aux Etats-Unis, au 

Canada, en Italie, et en Europe (Tableau 1, Lynch 2009). Le genomovar I, B. cepacia, compte 

pour 0,2 à 8,3% des infections à Bcc chez les patients CF en Amérique du Nord et en Europe. 

Toutefois, des taux élevés ont été retrouvés en Australie (11,2 à 28,6%) et au Portugal (50% 

des isolats de Bcc de 1995 à 2006). Cette haute incidence au Portugal reflète la prédominance 

de deux clones de B. cepacia, probablement impliqués dans la contamination de solutions 

salines (Cunha et al., 2007, Leitao et al., 2008). Les autres genomovars (IV-IX) comptent 

pour un total inférieur à 10% des isolats de Bcc dans la plupart des centres de patients CF. 

Néanmoins, certains centres présentent de fortes disparités dans la distribution de ces espèces, 

par exemple, B. stabilis, est retrouvé dans 54% des cas en Slovaquie (Drevinek et al., 2003). 

Ceci souligne les différences qui règnent entre les organismes d’accueil pour patients CF, les 

pays et le temps. Ainsi, aux États-Unis B. multivorans et B. cenocepacia représentaient une 

proportion supérieure à 83% des Bcc isolées au cours de deux grandes études (Tableau 1, 

LiPuma et al., 2001, Reik et al., 2005). Parmi les 556 B. cenocepacia isolées sur des patients 

CF aux Etats-Unis, 27,2% appartenaient au groupe RFLP-recA IIIA, 72,8% au groupe IIIB et 

aucun isolat n’appartenait aux groupes IIIC et IIID. Contrairement aux États-Unis, le sous-

groupe IIIA de l’espèce B. cenocepacia prédomine au Canada et en Europe, reflétant ainsi la 

propagation clonale de la souche ET12 (Mahenthiralingam et al., 2008). Dans une vaste étude 

de 208 isolats provenant de 18 centres CF en Italie, B. cenocepacia représentait 60,1% et B.

multivorans, 6,3% des souches (Campana et al., 2005). Des variations similaires ont été 

retrouvées pour les centres de patients CF au Royaume Uni et de Belgique. Globalement, ces 

études ne considèrent pas ou peu l’existence de clones épidémiques, conduisant ainsi à un 

biais dans les résultats observés. En conséquence, l’évaluation de la morbidité associée à une 

espèce dans son ensemble ne peut pas toujours clairement être établie. En France, les espèces 
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prédominantes parmi les patients CF appartenant au Bcc et leur répartition est la suivante : B.

cenocepacia (45,8%) ; B. multivorans (41,4%) ; parmi les autres espèces, B. vietnamiensis

vient en tête (3,3%), puis B. stabilis, B. dolosa et B. pyrrocinia (0,8%). Dans ce contexte, 

certains patients ont été colonisés puis infectés à la fois par B. cenocepacia et B. multivorans

et deux patients ont été atteints par des souches appartenant à des genomovars non décrits à 

cette époque. Enfin, parmi les espèces n’appartenant pas au complexe Burkholderia cepacia, 

B. gladioli est la plus fréquemment isolée (6,7%) puis B. thailandensis (0,8%). Le clone B.

cenocepacia ET12 n’a jamais été retrouvé en France, en revanche il existe 5 clones 

transmissibles, dont 2 appartiennent à l’espèce B. multivorans et 3 à l’espèce B. cenocepacia, 

du genomovar IIIA (1/3), IIIB (2/3) (Segonds C., Observatoire National Burkholderia

cepacia ; Bilan épidémiologique 2004, Abalain et al., 2009).  

3.2. Infections nosocomiales

Les bactéries du Bcc peuvent être retrouvées dans le cadre d’infections nosocomiales 

et peuvent provoquer des épidémies localisées dans des services hospitaliers. Dans plusieurs 

cas rapportés, ces épidémies ont pu durer jusqu’à plusieurs mois avec un nombre de cas 

groupés réduits. La gravité des infections à Bcc est souvent due au fait qu’elles peuvent 

évoluer en septicémie (Huang et al., 2001). L’origine de ces épidémies a pu être identifiées, 

fréquemment,  au niveau du réseau d’eau (douche, robinet, siphon…), du matériel médical, ou 

de solutions contaminées (Panlilio et al., 1992, van Laer et al., 1998, Loukil et al., 2003, 

Nasser et al., 2004, Ghazal et al., 2006, Lo Cascio et al., 2006, Alvarez-Lerma et al., 2008). 

Ces bactéries ont une versatilité métabolique importante leur donnant la capacité de se 

développer sur une grande variété de sources carbonées, voire même dans des solutions de 

Bétadine® (Panlilio et al., 1992). Dans les cas cités, les épidémies ont pu être soit très brèves 

(1 semaine), soit très longues (35 mois). Les méthodes de typage moléculaire utilisées n’ont 

pas démontré de différence entre les isolats d’une même épidémie. Il est intéressant de noter 

que certains clones isolés de patients CF ont été retrouvés comme agent causal  d’infections 

nosocomiales (Vandamme et al., 1997). De nombreuses autres études relatant des épidémies 

nosocomiales à Bcc ont été publiées ; cependant les outils employés pour la caractérisation 

des souches ne permettaient pas une identification formelle des espèces impliquées. La 

prévalence de clones épidémiques de l’espèce B. cenocepacia au niveau d’infections 

nosocomiales semble donc sous-estimée et il apparaît nécessaire d’investiguer l’incidence de 

cette espèce au niveau de ce type d’épidémie. 
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3.3. Prophylaxie

De nombreuses précautions ont été mises en place depuis l’émergence des Bcc, dans 

le but de lutter contre les infections de patients CF. La ségrégation des patients infectés au 

Bcc semble avoir été la mesure la plus adaptée, permettant une réduction non négligeable des 

infections au niveau de la communauté CF. Un exemple phare est l’étude de Thomassen et al. 

réalisée en 1986, qui met en évidence une transition de 8.2% de patient infectés/colonisés en 

1983 à 1.7% en 1984, après mise en place de cette ségrégation. De même, un travail réalisé en 

1992 dans un centre pour patients CF de Manchester montrait une diminution de plus de 28 % 

de l’incidence des Bcc après une ségrégation stricte de tous les patients CF (France et al., 

2008). Ces observations ont été confirmées par l’identification d’une augmentation de la 

transmission de souches du Bcc entre patients dans des centres où la ségrégation n’avait pas 

été établie (Paul et al., 1998, Chen et al., 2001). Bien que très contraignante pour les malades, 

cette ségrégation semble être la seule alternative permettant une réduction notoire de la 

transmission de Bcc aux patients CF.   

Les Bcc apparaissent donc comme des agents pouvant provoquer de nombreuses 

infections, principalement pulmonaires, chez l’Homme. L’origine des souches est souvent mal 

connue, rendant délicate la mise en place de mesures de prophylaxie sanitaire supplémentaire 

à la ségrégation. Un enrichissement des connaissances de l’écologie de ces bactéries ainsi  que 

des processus impliqués dans leur virulence apparaît donc comme fondamental. 

4. Mécanismes de la Pathogenèse �

�

La pathogénèse est l'étude du ou des mécanismes responsables du déclenchement et du 

développement d'une maladie. Elle fait intervenir souvent plusieurs mécanismes 

pathologiques pour une seule maladie, dans lesquels les gènes, l'environnement, le 

conditionnement, l'individu et de très nombreux autres facteurs jouent des rôles importants. 

La pathogénèse se focalise donc sur le déroulement et les processus mis en jeu par 

l'organisme au cours d'une  maladie. De nombreux éléments semblent jouer un rôle dans la 

colonisation, 
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�

Fig. 6. Schéma de cellules épithéliales du poumon et leurs interactions avec les Bcc. Les bactéries se 

fixent à des récepteurs sur les cellules épithéliales du poumon et peuvent soit l’envahir par l'intermédiaire 

de vacuoles intracellulaires ou par translocation à travers l'épithélium. Les Bcc peuvent aussi former des 

biofilms, qui ont une interaction différente avec des cellules épithéliales du poumon. D’après McClean 

and Callaghan 2009. 
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l’invasion et l’établissement des souches de Bcc dans les poumons de patients CF (Fig. 6). 

Ces mécanismes, communs aux cellules épithéliales, comprennent la fixation aux cellules, 

l’invasion, la survie intracellulaire, l'acquisition du fer et la régulation des gènes de virulence 

(Finlay and Falkow 1997).  

4.1. Adhérence aux cellules épithéliales 

L'adhérence du micro-organisme à l'épithélium de surface est la première étape dans 

l'interaction avec la cellule hôte. Les Bcc adhèrent aux cellules épithéliales par l'intermédiaire 

de récepteurs protéiques, glycolipidiques, et via la mucine sécrétée par la cellule hôte. Sajjan 

et al., (1992) ont démontré la capacité des Bcc à se lier à des mucines purifiées ; toutefois, 

l’identification exacte des espèces auxquelles appartenaient ces isolats n’a pas été réalisée. 

Néanmoins, il a été montré que ces souches exprimaient le pilus câble, caractéristique de la 

lignée ET12 de l’espèce B. cenocepacia. Le récepteur de la cellule épithéliale pour le câble 

pilus, lui-même associé à une adhésine de 22 kDa, a été identifié comme étant la cytokératine 

13, une protéine de 55 kDa présente en grande quantité au niveau des cellules épithéliales de 

patients CF (Sajjan et al., 1992). Cependant, les interactions entre la cytokératine 13 et 

l’adhésine de 22 kDa semblent moins évidentes. En effet, des études ultérieures ont démontré 

que les souches de B. cenocepacia, ne présentant pas le pilus câble à leur surface, pouvaient 

également se lier à la cytokératine 13. En dépit de cela, l’adhésine de 22 kDa impliquée dans 

l'attachement reste, tout de même, un acteur potentiel dans la pathogenèse, puisque le blocage 

de son activité par des anticorps avant l'infection de cellules épithéliales par la souche 

LMG18826 de B. cenocepacia réduit à la fois la cytotoxicité et la sécrétion d'IL-8 dans des 

cultures primaires de cellules épithéliales bronchiques (Sajjan et al., 2002). En définitive, 

l’expression combinée de l'adhésine de 22 kDa et du pilus câble est nécessaire pour une 

adhésion optimale à la cytokératine 13 (Urban et al., 2005). Fait intéressant, ce mécanisme 

semble limité à certaines souches de B. cenocepacia, et reste peu répandu chez les souches de 

la lignée ET12. Plus récemment, une étude a démontré que la souche LMG18826 pouvait 

également interagir avec un second récepteur, le TNF1 (TNFR1), protéine de 55 kDa. Cette 

interaction, n'utilisant pas la proteine de 22 kDa, est considérée comme partiellement 

responsable de la puissante réponse inflammatoire provoquée par la présence de souches 

virulentes du Bcc (Sajjan et al., 2008b). Il reste cependant à déterminer l’importance du 

TNFR1 pour les autres membres de l’espèce B. cenocepacia, et du Bcc.  
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La deuxième classe de récepteurs nécessaires pour l’adhésion bactérienne et présents 

au niveau de la cellule hôte concerne les récepteurs glycolipides. Krivan et al. ont démontré 

en 1988 que les membres du Bcc présentaient des glyco-sphingolipides de surface contenant 

des motifs permettant la liaison aux aGM1 et aGM2 (asialoganglioside GM1 et 2) des cellules 

épithéliales. Cette dernière a été évaluée comme plus faible chez les souches ne présentant pas 

le câble pilus, suggérant ainsi que l’absence ou la présence de ce pilus affecte l'affinité des 

souches pour ces récepteurs glycolipides (Sylvester et al., 1996). Toutefois, le rôle ultime de 

ces récepteurs dans la pathogénèse des Bcc n'a pas été exploré. Le glycolipide aGM1 est situé 

à la surface apicale des cellules épithéliales pulmonaires, il a été identifié comme permettant 

la fixation des flagelles chez P. aeruginosa et semble disponible/accessible par les bactéries 

présentes dans le poumon (Adamo et al., 2004). Une étude étonnante a démontré que, bien 

que P. aeruginosa et les Bcc puissent se lier aux aGM1, aucune compétition pour la liaison ne 

semblait s’opérer entre ces deux agents pathogènes ; au contraire, l'attachement des souches 

de Bcc est renforcée en présence de surnageant de P. aeruginosa (Saiman et al., 1990). 

Malgré le fait que le mécanisme moléculaire ne soit pas identifié, il apparait évident que ces 

deux pathogènes interagissent, et cela au détriment du patient CF. Dans les épithéliums 

polarisés, les récepteurs aGM1 sont généralement présents occasionnellement sur la surface 

apicale des cellules saines intactes ; cependant, la quantité de ces récepteurs augmente 

considérablement suite à une lésion ou dans les épithéliums de patients CF. Ceci pourrait en 

partie expliquer la prédisposition de cette population aux agents pathogènes (Saiman and 

Prince 1993). Ces récepteurs semblent également exploités par d’autre agents pathogènes 

comme Shigella et E. coli, et pourraient jouer un rôle non négligeable dans la réponse 

inflammatoire (Samuel et al., 1990, Stapleton et al., 1998, Riethmuller et al., 2006).  

4.2. Invasion des cellules épithéliales 

De nombreuses études ont démontré que les Bcc sont capables d’envahir et de survivre 

dans les cellules épithéliales tant in vitro que in vivo (Martin and Mohr 2000, Cieri et al., 

2002, Duff et al., 2006). Différentes voies d'invasion de l'épithélium pulmonaire ont été 

observées selon les espèces de Bcc. Ces processus peuvent comprendre notamment la 

formation de biofilm et/ou le réarrangement du cytosquelette, entrainant la destruction de la 

cellule et ainsi la pénétration à travers l'épithélium par paracytose (Schwab et al., 2002). Des 

récepteurs situés à plusieurs endroits des cellules épithéliales semblent aussi intervenir dans 

les mécanismes d'invasion utilisés par les espèces du Bcc (Duff et al., 2006). Les processus de 
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réarrangement de l'actine par l’espèce B. cenocepacia ont été confirmés, et un point 

particulièrement intéressant met en évidence  ces réarrangements à partir de bactéries viables 

et non viables (Sajjan et al., 2006). Il a également été démontré que des souches de B.

multivorans étaient capables de provoquer des disruptions du réseau de filaments d'actine, 

permettant ainsi une translocation dans les cellules épithéliales du poumon. En revanche, 

aucune réorganisation des filaments d’actine ne semble requise pour l'entrée de B. 

multivorans par l’intermédiaire de biofilm. Outre ces réarrangements, des flagelles semblent 

également impliqués dans l'invasion. Dans ce contexte, des mutants non mobiles de B.

cenocepacia J2315 présentant une inactivation des gènes fliG ou fliI ont, tout deux, montré 

une réduction dans l’invasion de cellule en culture (Tomich et al., 2002). De plus, les lipases 

produites en grande quantité chez les Burkholderia, semblent impliquées dans l'invasion ; 

cependant, les mécanismes associés ne sont pas connus (Mullen et al., 2007). D’autre part, le 

devenir intracellulaire des souches du Bcc a été exploré par la mise en contact de la souche B.

cenocepacia K56-2 avec des lignées de cellules épithéliales de cellules de patients CF (lignée 

IB3) (Sajjan et al., 2006). Il en résulte que les bactéries vivantes paraissent éviter la digestion 

lysosomale par leur présence dans le réticulum endoplasmique dérivé de l’autophagosome, 

tout en conservant leur capacité de division. En revanche, dans cette étude, les cellules non-

viables de K56-2 étaient digérées dans les 6 h après internalisation dans les cellules 

épithéliales. Il semble donc que l’invasion des cellules épithéliales par des souches du Bcc 

soit un processus complexe faisant intervenir de nombreux mécanismes plus ou moins 

caractérisés chez les Bcc. Récemment, un système de sécrétion de type IV a été décrit comme 

majeur dans ce processus d’invasion et de multiplication intracellulaire (Sajjan et al., 2008a).  

4.3. Translocation au travers de l'épithélium 

Une des raisons principales de la mortalité des patients CF colonisés par les Bcc 

repose sur le développement d’une bactériémie chez certains d’entre eux, conduisant à un 

déclin rapide. Dans ce contexte, les Bcc doivent pénétrer à travers l'épithélium pulmonaire, et 

ainsi accéder au système sanguin. Différents travaux ont démontré la capacité des Bcc à 

perturber les jonctions serrées intercellulaires, leur permettant ainsi une translocation de la 

partie apicale à la partie basolatérale de cellules épithéliales in vitro. Ce processus a été 

identifié chez quatre espèces différentes du Bcc (B. cepacia, B. cenocepacia, B. multivorans

et B. stabilis) à des niveaux comparables de translocation, justifiant ainsi le fait que la 

"capacité" d’engendrer une septicémie n'est pas seulement limitée aux deux espèces les plus 
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virulentes (Kim et al., 2005, Duff et al., 2006). Dans ces deux études, les protéines des 

jonctions serrées se sont révélées être perturbées, et le surnageant seul paraissait contribuer 

partiellement à cet effet. La perturbation des jonctions serrées a également été reliée aux 

mécanismes de translocation chez d’autres bactéries, comprenant les espèces Salmonella 

enterica, E. coli et P. aeruginosa (Jepson et al., 2000, Simonovic et al., 2001, Zulianello et al., 

2006).  

Le choix des isolats et des souches utilisées dans ces études est la clé de la réussite 

pour l'élucidation des mécanismes de pathogenèse des Bcc chez les patients CF. La 

caractérisation des mécanismes au niveau d’une souche est importante, mais il est ainsi alors 

nécessaire d’élargir ces investigations en incluant plusieurs isolats cliniques pour confirmer 

les tendances. Différents facteurs liés à l’hôte doivent également être considérés. A titre 

d’exemple, lors d’une épidémie, une même souche engendre des syndromes variés au sein des 

patients  Les résultats cliniques des infections à Bcc resteront délicats à prédire au sein des 

patients CF ; néanmoins la caractérisation des différents processus impliqués dans la 

pathogenèse pourra permettre l’identification de nouvelles cibles, et par voie de fait 

contribuera au développement de traitements préventifs ou curatifs indépendants des 

"cocktails d’antibiotiques".  

5. Déterminants de la virulence 

La virulence désigne l’aptitude d'un germe pathogène à se multiplier dans un 

organisme vivant et à y entraîner des manifestations pathologiques. Ses caractéristiques  

multifactorielles et polygéniques contraignent les études à ce propos qui ne peuvent en aucun 

cas résoudre ce mystère en ne considérant qu’un seul gène. De nombreux facteurs 

potentiellement impliqués dans la virulence ont été décrits chez les Bcc, et une revue sur ce 

sujet a été publiée par Mahenthiralingam et al. en 2005. Elle décrit l’ensemble des facteurs 

identifiés à ce jour ainsi que les modèles d’interactions utilisés pour leur évaluation. La liste 

des facteurs de virulence identifiés a été reprise dans le tableau 2. Il apparaît qu’au sein du 

Bcc, la distribution de ces facteurs est fortement hétérogène. Ceci doit être mis en relation 

avec la pathogénie variable des espèces et des souches. Une brève description de ces éléments 

est présentée dans les sections suivantes. La distribution des facteurs listés ici n’est pas 

nécessairement connue pour l’ensemble du Bcc, certaines études s’étant focalisées sur une ou 

deux espèces. 
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5.1. Lipopolysaccharide

Les lipopolysaccharides sont des complexes macromoléculaires toxiques présents de manière 

constitutive dans la membrane externe de toutes les bactéries à Gram négatif. Le LPS est 

constitué d’un lipide A au niveau basal, et est relié à un antigène O de surface par 

l’intermédiaire d’un "core" constitué d’un enchainement de différents sucres. Le LPS des Bcc 

a une structure originale qui le différencie des autres LPS de bactéries Gram-négatives (Silipo 

et al., 2007). Il joue un double rôle dans la pathogénie : il contribueà la résistance aux 

peptides antimicrobiens, et entraîne une réaction inflammatoire (Bamford et al., 2007). En 

effet, le lipide A est doué de propriétés endotoxiques qui agissent de manière massivelors de 

sa libération au cours de la lyse bactérienne. Les endotoxines exercent leurs effets de manière 

indirecte, en activant des molécules circulantes du sang ou en se liant sur des récepteurs 

cellulaires. Le LPS de B. cenocepacia K56-2 semble également jouer un rôle dans la survie 

intracellulaire de cette souche. Les gènes hldA et hldD, codant des enzymes impliquées dans 

la modification des sucres de l'oligosaccharide, semblent requis pour cette survie (Loutet et 

al., 2006). Les interactions du LPS ne sont cependant pas limitées aux interactions avec les 

cellules immunitaires de l'hôte ; le LPS de B. cenocepacia peut aussi induire la sécrétion 

d’interleukine 8 par les cellules épithéliales des voies respiratoires. Il a été démontré, de plus, 

que cette induction est plus importante chez B. cenocepacia que chez P. aeruginosa. 

L’antigène O, situé à la surface du LPS, est spécifique d'une espèce à une autre, et est 

largement utilisé pour le sérogroupage des souches bactériennes et pour le développement de 

vaccins. Cependant, la souche J2315 de l’espèce B. cenocepacia présente une insertion au 

niveau du cluster de gènes impliqués dans la synthèse de l’antigène O, conduisant à une 

absence de celui-ci et ainsi à une impossibilité de développer un vaccin contre cette souche 

(Ortega et al., 2005). Différents gènes impliqués dans la synthèse du LPS on été décris chez 

les Bcc ; le gène wbiI, par exemple, a été identifié comme marqueur génétique de la virulence. 

Son utilisation en RFLP permet une discrimination efficace des différents sérogroupes 

(Vinion-Dubiel et al., 2004). Le LPS semble également capable d’être modifié en fonction des 

conditions environnementales, permettant ainsi une adaptation des souches à un milieu donné. 

Dans ce contexte, Ierano et al. (2008) ont observé des changements majeurs au niveau de la 

région interne du lipide A chez une souche isolée pré et post-transplantation de poumons chez 

un patient CF. Ces variations structurales au niveau du LPS et les nombreuses applications 

thérapeutiques potentielles issues de ces observations justifient l’importance des études du 

LPS pour la compréhension de la virulence des Bcc. 
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5.2. Systèmes de sécrétion

Il existe à ce jour sept systèmes de sécrétion différents identifiés chez les procaryotes. Ces 

systèmes sont impliqués dans le transport passif ou actif de composés simples comme les 

acides aminés, les petits peptides, les ions, mais peuvent aussi permettre le passage de plus 

grosses molécules telles que des fragments d’ADN, des protéines, ou des composés chimiques 

divers. Leur rôle dans la virulence est déterminé par le type de composé secrété. Chez les Bcc, 

les systèmes de sécrétion de type III, IV et VI ont été décrits comme impliqués dans la 

virulence.  

Le système de sécrétion de type III peut être comparé à une seringue moléculaire par laquelle 

une bactérie peut injecter des protéines dans les cellules eucaryotes juxtaposées. Ce système 

est impliqué dans la virulence de nombreuses espèces dont Salmonella, Shigella, Yersinia, 

Vibrio. Concernant les Bcc, Tomich et al., (2003) ont montré, chez la souris, une atténuation 

de la virulence de souches mutées dans le cluster de gènes du système de sécrétion de type III. 

Des études complémentaires ont démontré la présence de ce système chez toutes les espèces 

du Bcc, sauf B. cepacia (Tableau 2, Glendinning et al., 2004).  

Le système de sécrétion de type IV présente des homologies avec la machinerie de 

conjugaison bactérienne et permet le transport d’ADN et/ou de protéines. Chez Legionella

pneumophila, il permet le transfert de nombreuses protéines effectrices vers son hôte 

eucaryote, et chez Agrobacterium tumefaciens, il est impliqué dans le transfert d’ADN 

bactérien dans la plante (Cascales and Christie 2003, Christie et al., 2005). Il a été étudié chez 

la souche K56-2 de l’espèce B. cenocepacia. Ces travaux ont mis en évidence plusieurs 

fonctions de ce système. Il se révèle ainsi être responsable de la sécrétion de protéines 

cytotoxiques chez la plante conduisant à une altération de celle-ci, et il semble aussi 

contribuer à la survie et à la réplication intracellulaire de la souche K56-2 dans les cellules 

épithéliales et les macrophages (Engledow et al., 2004, Sajjan et al., 2008a). Un deuxième 

système de sécrétion de ce type a récemment été décrit par Zhang et al., 2009 ; celui-ci 

jouerait un rôle dans la mobilisation de plasmides. 

5.3. Acquisition du Fer

Le fer est essentiel à la croissance bactérienne. Il est notamment utilisé dans la 

synthèse des cytochromes, et est un cofacteur des enzymes et des protéines transporteurs 

d’électrons. La disponibilité du fer est extrêmement variable en fonction des environnements. 
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Dans les poumons de patients CF, par exemple, le fer est sous forme chélatée au niveau des 

hématies. Les poumons constituent donc un environnement présentant peu de fer disponible, 

ce qui implique la nécessité d’adaptation des bactéries afin de survivre et se développer dans 

ce milieu à forte pression de sélection. Pour cela, une des stratégies développées est 

l’utilisation de sidérophores. Il s’agit d’éléments chimiques sécrétés par les micro-organismes 

et capables de chélater l'ion Fe
3+

. Chez les Bcc, il existe au moins quatre types de 

sidérophores : ornibactine, pyocheline, cepabactine et cepaciacheline. De plus, les membres 

du Bcc sont capables d'utiliser certains sidérophores exogènes qu'ils ne sont pas en mesure de 

synthétiser. En outre, les Bcc possèdent des mécanismes supplémentaires aux sidérophores 

leur permettant d’acquérir du fer à partir d’hème ou de ferritine (Thomas 2007). La 

distribution de ces quatre sidérophores au sein du Bcc semble hétérogène. Dans le cas de la 

pyocheline, deux études cliniques ont démontré qu’environ 50% des isolats de Bcc testés 

(comprenant la souche B. cenocepacia K56-2) ne produisaient pas ou peu de pyocheline 

(Sokol 1986, Darling et al., 1998). D’autre part, le séquençage du génome de J2315 révèle 

une mutation dans le cadre de lecture du gène pchF conduisant à la production d’une  

pyocheline non fonctionnelle. Chez B. vietnamiensis, aucune souche n’a montré la capacité de 

produire de la pyocheline (Meyer et al., 1995). L’ornibactine, quant à elle, semble être le 

sidérophore le plus répandu parmi les Burkholderia. Cependant, une étude surprenante montre 

que l’ornibactine et ses dérivées ne semblent pas utilisables par P. aeruginosa. La cepabactine 

a été isolée pour la première fois chez la souche type de l’espèce B. cepacia. Ce composé 

présente toutes les caractéristiques d’un sidérophore ; cependant, seules quelques souches de 

B. cenocepacia semblent capables de produire ce composé indépendamment de la production 

d’autres types de sidérophore (Darling et al., 1998). Néanmoins, les souches ne produisant pas 

la cepabactine pourraient être capables de l’utiliser, leur conférant un réel avantage adaptatif. 

Les autres sidérophores décrits chez les Bcc semblent spécifiques et moins étudiés, comme 

c’est le cas pour la cepaciacheline, qui n’a été retrouvée que chez une souche de B. ambifaria 

 ; ce sidérophore a été déduit à partir d’homologies de séquences avec les autres sidérophores. 

Il existe par ailleurs d’autres systèmes utilisés par les Bcc pour acquérir du fer exogène. B.

cenocepacia J2315 peut ainsi utiliser l’hème oxydé ou la ferritine comme source de fer 

(Whitby et al., 2006). Le mécanisme permettant l’utilisation de la ferritine semble exiger une 

dégradation de celle-ci par des serines protéases secrétées dans le milieu. Les concentrations 

en ferritine étant particulièrement élevées dans les poumons des patients CF, cette capacité 

semble être un réel avantage pour B. cenocepacia lors d’infections de ce type de patient. De 

nombreux systèmes permettent la régulation de ces facteurs tel que des systèmes à deux 



45

composantes, des facteurs transcriptionnels de type ECF mais aussi certains acteurs du 

quorum-sensing.  

5.4. Résistance aux antibiotiques  

Une caractéristique importante des Bcc concerne leur résistance élevée à de nombreux 

antimicrobiens, tels que les antibiotiques ou les biocides (Govan et al., 2007). Les espèces du 

Bcc sont intrinsèquement résistantes à la polymyxine B et aux aminosides. Ceci implique la 

mise en place d’antibiothérapies basées sur des combinaisons de différentes molécules chez 

les patients CF. Nzula et al., (2002) ont testé la sensibilité aux antibiotiques de 65 souches 

représentant six espèces du Bcc ; ils ont ainsi démontré une hétérogénéité importante dans la 

résistance aux antibiotiques à l’exception de la résistance innée à la polymyxine B. D’autre 

part, ils ont pu mettre en évidence que l’ensemble des souches cliniques et environnementales 

évaluées présentaient une sensibilité similaire aux trimethoprime et ceftazidime. Ces 

molécules sont par conséquent des antibiotiques de choix contre les Bcc. De récents travaux 

ont testé la résistance des Bcc en fonction de leurs "mode de vie", état planctonique versus 

état de cellules en monocouches type biofilm. En théorie, les bactéries sous forme de biofilm 

devraient être moins sensibles aux antibiotiques, puisque cette structure conduit à une 

protection passive des cellules bactériennes. Cette étude a cependant démontré une activité 

bactériostatique et bactéricide similaire entre les souches du Bcc testées, qu’elles soient sous 

forme libre ou en biofilm (Peeters et al., 2008). Cependant, ces similitudes dans les profils de 

résistance ne reflètent pas rigoureusement la réalité. En effet, certains antibiotiques connus 

pour leurs actions in vivo ne montrent pas les mêmes performances in vitro. Ainsi, la mise en 

place et l’utilisation de techniques permettant de se rapprocher au maximum des conditions in 

vivo sont indispensables. Il semble néanmoins que la résistance aux antibiotiques est moins 

variable entre des cellules planctoniques ou en biofilm. Par ailleurs, les Bcc ont été décrits 

comme hautement résistants aux biocides, et certaines souches ont été impliquées dans de 

nombreux cas de contamination de solutions désinfectantes (Jimenez et al., 2000). Les bases 

moléculaires de cette résistance sont peu étudiées. Toutefois, les raisons de cette prévalence 

dans les solutions concernées semblent être justifiées par leur importante capacité de 

résistance, ainsi que par l’emploi par les industriels de composés désinfectants peu actifs ou 

présents à de trop faibles concentrations. Une étude sur ce sujet a récemment été réalisée sur 

un large panel de souches représentant l’ensemble des espèces du Bcc. Les concentrations 

minimales inhibitrices de composés biocides ont été testées sur ces souches, puis ces données 
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ont ensuite été corrélées aux résistances à différents antibiotiques (Rose et al., 2009). Ce 

travail a révélé que les souches de B. cepacia, B. multivorans, B. cenocepacia et B. dolosa

présentaient le plus fort niveau de résistance aux composés antimicrobiens. De plus, au cours 

de ces expériences, certaines souches de B. cenocepacia (35%), B. multivorans (41%) et B.

vietnamiensis (11%) ont montré l’apparition de résistances spontanées aux bêta-lactames, 

suggérant une évolution rapide des profils de résistance. Ces données offrent un éventail de 

profils de résistance des Bcc pour certains biocides et conduiront peut-être à la mise en place 

de mesures permettant la réduction des infections de ce type dans le futur. 

Les processus impliqués dans cette résistance accrue sont multiples. Des systèmes tels 

que des pompes à efflux, la sécrétion de bêta-lactamases ou l’imperméabilité de la membrane 

externe des souches de Bcc semblent être impliqués dans la majeure partie des cas 

(Mahenthiralingam et al., 2005). Il apparaît primordial d’approfondir les connaissances 

relatives aux mécanismes de résistance en utilisant des modèles se rapprochant au maximum 

des conditions in vivo, mais aussi de déterminer les processus impliqués dans l’évolution et la 

transmission de ces résistances entre souches.�

5.5. Autres facteurs 

D’autres déterminants impliqués dans la virulence des souches du Bcc ont été décrits. 

A titre d’exemple, le BCESM (Burkholderia cepacia epidemic strain marker) est un îlot de 

pathogénie spécifique à certaines souches de B. cenocepacia. Il avait été initialement identifié 

par Mahenthiralingam et al., en 1997. Il possède d’une part des fonctions liées à la virulence – 

notamment  un système de régulation du quorum-sensing de la bactérie – et d’autre part des 

fonctions relatives au métabolisme. Une caractérisation plus précise de cet îlot est présentée 

dans la section 6.3.3.  

Outre cet îlot, certains gènes codant des métalloprotéases bactériennes peuvent 

également jouer un rôle dans la pathogenèse d'agents pathogènes pulmonaires tels que les Bcc 

(Corbett et al., 2003). La  métalloprotéase ZmpA, par exemple, a été identifiée dans cinq 

espèces du Bcc dont B. cenocepacia, mais n’est pas présente chez d'autres espèces telles que 

B. multivorans ou B. dolosa (Gingues et al., 2005). Il existe d’autres métalloprotéases 

distribuées de façons hétérogènes dans le Bcc jouant des rôles divers dans la virulence. Elles 

permettent notamment la dégradation du collagène, de la fibronectine, et permettent de lutter 

contre certains membres du système immunitaire comme les neutrophiles (Kooi et al., 2006). 
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Ces protéases sont retrouvées chez beaucoup d'autres agents pathogènes comme Vibrio

cholerae ou P. aeruginosa.  

Il existe de multiples études démontrant la fonction de virulence de composés 

extrêmement variés comme les lipases, les exopolysaccharides, les adhésines etc. Cependant, 

chez Burkholderia, la plupart des gènes impliqués dans la virulence paraît être régulée par 

quorum-sensing (QS). Ce système inductible en fonction de la densité bactérienne a été 

identifié chez la plupart des espèces du Bcc, et semble mis en place tant en conditions 

infectieuses que lors du développement saprophyte ou symbiotique. La régulation par QS 

engendre des phénotypes variés plus ou moins liés à la virulence des souches. A titre 

d’exemple, la macération de l’oignon, la production de protéases, la mobilité, la formation de 

biofilms, la production de fongicides, sont tous des phénomènes régulés par QS (Eberl 2006). 

Par ailleurs, la plupart des études décrivant le ou les rôles du QS ont été réalisées sur l’espèce 

B. cenocepacia, et ceci en utilisant les différents modèles animaux ou végétaux décrits dans la 

section suivante. Une étude particulièrement intéressante visant à tester différents gènes de 

virulence chez B. cenocepacia a été publiée par Uehlinger et al., en 2009. Lors de ce projet, 

ils ont inactivé un large panel de gènes décrits comme impliqués dans la virulence, puis ont 

testé les mutants obtenus sur la plupart des modèles utilisés pour les Bcc (incluant des 

mammifères, des nématodes et des plantes). Par le biais de ce travail original, les auteurs ont 

démontré que la plupart des déterminants de virulence connus étaient spécifiques à l'un ou 

l’autre des modèles d'infection, et que seulement trois facteurs semblaient essentiels pour la 

pathogénie chez les différents modèles: (i) le quorum-sensing, (ii) la production de 

sidérophores, et (iii) la biosynthèse du LPS. L’inactivation de chacun de ces facteurs conduit à 

une atténuation de la virulence au niveau d’au moins trois des modèles d'infection testés. Ces 

travaux ont montré le rôle central du QS dans la virulence des souches du Bcc et ont 

également confirmé le rôle de deux autres déterminants majeurs de la virulence. Ces études 

ouvrent évidemment des perspectives intéressantes vers le développement de nouveaux anti-

infectieux ciblant le QS.  
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5.6. Modèles d’étude

Différents modèles d’hôtes alternatifs ont été mis au point pour identifier et 

caractériser les processus de l’infection. Chaque modèle a son importance puisque chacun 

n’évalue qu’une partie des processus mis en œuvre dans une infection humaine. Ils ont ainsi 

permis d’identifier des facteurs de virulence divers. Les modèles in vivo, utilisant des souris 

ou des rats, permettent à la fois d’étudier les infections aigües et chroniques. Dans le premier 

cas, les bactéries sont injectées dans le péritoine et retrouvées dans les poumons, le foie et la 

rate. Elles sont rapidement éliminées des poumons et du foie, mais peuvent persister plus 

longuement dans la rate. Des souris CftR déficientes ou neutropéniques peuvent être infectées 

par aérosol ; cependant, par ce biais, les bactéries sont moins persistantes. 

Pour les infections chroniques, les bactéries sont enrobées dans des billes d’agar et 

insérées dans la trachée de souris ou de rats. Ainsi, les bactéries peuvent être suivies dans les 

poumons ou la rate jusqu'à 21 jours. Alternativement, les souris peuvent être 

immunodéprimées avec de la cyclophosphamide et infectées par voie nasale. Dans ce cas, les 

bactéries peuvent être observées pendant 16 jours à l’exception de B. cenocepacia qui, 

paradoxalement, est éliminée plus rapidement. 

Ces modèles étant lourds et coûteux à mettre en place, des modèles in vitro ont 

également été développés et validés. Différentes lignées cellulaires humaines d’individus CF 

ou non, ainsi que des lignées murines ont été utilisées pour évaluer les capacités des 

Burkholderia pour l’attachement, l’invasion, et la résistance aux antibiotiques. 

D’autres modèles alternatifs ont été utilisés, comme l’inoculation de pelures 

d’oignons  avec suivi des concentrations bactériennes et du phénotype de pourriture molle. La 

luzerne a également été testée pour évaluer la pathogénie de souches de Burkholderia. Les 

résultats obtenus ont été congruents avec ceux du modèle murin. Enfin, un dernier modèle 

d’interactions avec des nématodes a été développé. Le nématode Caenorhabditis elegans ne 

possède pas d’immunité adaptative, et est par voie de fait un bon modèle pour étudier la 

réponse immunitaire innée à des bactéries pathogènes (Aballay and Ausubel 2002). 

Initialement utilisé pour étudier P. aeruginosa, le processus d’infection a été décrit par 

O’Quinn et al. (2001) pour les B. pseudomallei. Kothe et al. (2003) ont pu mettre en évidence 

que la souche H111 de B. cenocepacia tuait ce nématode de deux façons différentes en 

fonction du milieu de culture utilisé. A forte osmolarité, les nématodes étaient rapidement 

détruits (quelques heures) mais, étonnamment, aucune bactérie n’était retrouvée dans le tube 

digestif du ver. Une toxine était en fait impliquée dans la mort du nématode. Sur milieu 
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standard de croissance pour nématode, la bactérie est plutôt ingérée par le nématode et est 

retrouvée dans l’appareil digestif en grande quantité. Le ver meurt alors en deux ou trois 

jours. Par l’utilisation de ce modèle, la nécessité du système de quorum sensing CepI/CepR 

dans la virulence a été confirmée.  

Cette étude a été complétée par Cardona et al. (2005) pour évaluer la pathogénie des 

différentes espèces du Bcc sur C. elegans. Il est apparu que certaines souches pouvaient tuer 

les nématodes tandis que d’autres avaient des effets négligeables voir nuls. De plus, les 

souches du clone épidémique ET12 ont présenté différents phénotypes sur ce modèle. En 

outre, il n’y a pas eu de corrélation évidente entre l’origine (environnementale ou clinique) 

des souches et leur capacité à tuer C. elegans.  

6. Adaptation aux contraintes environnementales 

6.1. Acclimatation  

L’acclimatation est le fait, pour un organisme vivant, de s'adapter à un changement 

durable de son environnement, notamment climatique (température, humidité, ressources, 

etc.). Elle se déroule sur une période relativement courte – au plus égale à la durée de vie de 

l'organisme – et correspond à des changements phénotypiques réversibles, ce qui la 

différencie de l'adaptation. Au sein d’une même espèce, de nombreux caractères 

phénotypiques sont soumis à variation. Cette diversité phénotypique va conduire à un 

changement dans le profil d’expression des gènes et ainsi engendrer une réponse 

correspondant au stimulus reçu.  De manière globale, l’acclimatation est associée à des 

modifications transcriptionnelles et traductionnelles, tandis que l’adaptation concerne les 

changements relatifs au contenu génomique. Différents mécanismes de régulation existent 

chez les bactéries ; ils impliquent des gènes dits "régulateurs", dont les principales familles 

sont les systèmes à deux composantes (SDC), le quorum-sensing (QS) et les facteurs 

transcriptionnels de la famille des sigma70 (�70).  

La plupart des études réalisées au niveau du Bcc portent sur la régulation par quorum-

sensing. Ceci peut être expliqué par les implications de ce système de régulation dans la 

virulence des souches (e. g. section 5.5.). Il existe cependant quelques études portant sur la 

régulation de l’expression de gènes par des systèmes à deux ou plusieurs composantes. Par 

exemple, une étude visant à caractériser le rôle du gène cblS chez B. cenocepacia a permis de 

mettre en évidence une régulation complexe de la synthèse du pilus câble (Tomich and Mohr 

2004). Ainsi, deux senseurs distincts ont pu être identifiés pour un même système de 
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régulation à deux composantes. La plupart du temps, dans ces systèmes, il n’existe qu’un seul 

"senseur" ou capteur. Quelques rares exceptions ont pu être identifiées, comme par exemple 

chez Bacillus subtilis, où cinq senseurs sont présents pour un unique régulateur. Par ailleurs, 

le séquençage du génome de la souche B. cenocepacia J2315 a permis d’identifier des gènes 

ayant des homologies avec des SDC d’autres souches (Holden et al., 2009). Cependant, ce 

type de régulation est très fréquemment utilisé par les bactéries, et ce de manière très étendue, 

ce qui rend difficile la prédiction de leurs rôles chez J2315.  

D’autres régulateurs tels que les facteurs �70 peuvent intervenir dans les réponses à 

différentes perturbations de l’environnement. Les facteurs �70 permettent la reconnaissance 

spécifique des différents types de promoteurs au sein d’un génome, leur activation ainsi que la 

transcription des gènes en aval. Ces facteurs sont impliqués dans différents phénomènes 

d’acclimatation suivant leurs classes : phase exponentielle de croissance, réponse au stress de 

température, carence en nutriments, variation de pH, entrée en phase stationnaire, etc. La 

majorité d’entre eux est  impliquée dans des fonctions extracytoplasmiques (ECF). Chez les 

Bcc, peu d’études spécifiques ont été réalisées sur les �70 ; cependant l’équipe du Dr. 

Valvano a mis en évidence en 2008 un facteur �70 impliqué dans la formation de biofilm et 

permettant de retarder la fusion phagolysomales dans le macrophage (Saldias et al., 2008). Ce 

retard permettrait de prolonger la survie des bactéries intracellulaires dans les macrophages et 

pourrait jouer un rôle dans la virulence de la souche K56-2 de B. cenocepacia. Ce travail 

montre une des multiples implications des �70 dans la réponse aux stress. D’autre part, un 

travail particulièrement intéressant est paru en début d’année dans la revue PNAS. Les auteurs 

ont examiné la réponse globale de deux souches de B. cenocepacia (AU1054 et HI2424) 

cultivées dans deux environnements différents (sol et crachat de patient CF) par séquençage 

haut débit (Yoder-Himes et al., 2009). Cette évaluation du transcriptome à large échelle ainsi 

que la multitude de données obtenues ont permis, entre autres, de démontrer non pas une 

activation de gènes différents selon les conditions, mais un changement global de la 

régulation de ces gènes. De plus, les auteurs ont identifié une série de petits ARNs non codant 

(ncRNA) présents uniquement lors de la croissance en condition sol. Depuis quelques années, 

la communauté scientifique explore les fonctions potentielles de ces ncRNA. Leur rôle 

effectif dans la régulation de l’expression génétique est désormais admis. (Vecerek et al., 

2007, Waters and Storz 2009). L’ensemble de ces données apporte un éclairage conséquent 

sur l’importance et la complexité de tous ces mécanismes de régulation pour la survie et le 

développement des bactéries dans un environnement donné. De plus, tous ces systèmes 

peuvent interagir les uns avec les autres, aboutissant à des cascades de régulations 
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extrêmement complexes et difficilement identifiables. Il paraît donc primordial de déterminer 

le rôle de chacun de ces régulateurs, que ce soit lors de la virulence ou de la symbiose, afin de 

mieux comprendre l’écologie des bactéries, et ce qu’elles soient pathogènes ou non.  

6.2. Génération de diversité 

La génération de diversité a été classiquement perçue comme un phénomène 

progressif d’accumulation de mutations ponctuelles conduisant à l’émergence de nouvelles 

propriétés et à l’isolement sexuel des espèces. Chez les bactéries, ce processus est largement 

complété par d’autres mécanismes, comme les réarrangements de grandes portions des 

génomes, la fusion de réplicons, etc. Ces différents mécanismes ont permis une diversification 

rapide des bactéries, rendant possible une réponse rapide aux pressions environnementales et 

la colonisation d’une grande variété de niches écologiques. De plus, l’absence de phase 

diploïde dans le cycle de développement des bactéries favorise la fixation des modifications 

génétiques. En conséquence, l’évolution des génomes bactériens doit être abordée à 

différentes échelles allant de la modification locale d’un gène à l’organisation du (ou des) 

chromosome(s).  

6.2.1. Hypermutabilité  

L’hypermutabilité chez les bactéries concerne des souches mutantes altérées dans le 

système de réparation des mésappariements (mutHLS). Une augmentation significative du 

taux de mutations est alors observée (10
-6 

voire 10
-5

  mutation par nucléotide incorporé pour 

les souches hypermutables, contre 10
-8

 chez les souches normales). Ce phénomène génère de 

la diversité génétique pouvant conduire à un changement phénotypique. Dans le cas des 

infections pulmonaires chroniques de patients atteints de mucoviscidose, des variations 

significatives dans les phénotypes de P. aeruginosa ont été observées et ont été reliées à des 

phénomènes d’hypermutabilité (Mena et al., 2008). Ces mutations peuvent aboutir à un 

changement de phénotype. Ainsi, certaines souches de P. aeruginosa deviennent mucoïdie, 

perdent et/ou changent de mobilité et présentent une résistance accrue aux antibiotiques. Bien 

qu’aucun mutant hypermutable n’ait été identifié chez les Bcc, il apparaît plausible que ce 

phénomène puisse exister, notamment lors de la phase chronique des infections de patient CF.  
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Fig. 7 : Schéma d’une séquence d’insertion. IRR = régions 

inversées répétées droite, IRL = région inversée répétée 

gauche, XXX = séquences dupliquées lors de l’intégration 

de l’IS. 

Fig. 8 : schéma d’un ilot génomique. 

IS = séquence d’insertion, abc = gènes présents sur l’IG, DR = 

séquences répétées.  
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6.2.2. Séquences d’insertion 

Les séquences d’insertion (IS) sont présentes dans la plupart des génomes bactériens et 

sont génétiquement compactes (Fig. 7).Elles ne codent généralement pas de fonction autre 

que celle impliquée dans leur mobilité (Mahillon and Chandler 1998). Les IS peuvent 

s’intégrer au niveau d’une séquence codante (CDS) conduisant à l’inactivation du gène. De 

plus, les IS sont impliquées dans des recombinaisons homologues conduisant à des 

réarrangements au sein des génomes bactériens (Kumar et al., 1997). Il est intéressant de 

souligner que certaines IS présentent des séquences promotrices pouvant modifier 

l’expression des gènes en aval (Hubner and Hendrickson 1997, Woods et al., 2004). Chez les 

Bcc, différents travaux ont permis de déterminer que le nombre d’IS varie en fonction des 

souches et des espèces. Certaines d’entre elles ont été plus particulièrement étudiées en raison 

des changements de phénotype qu’elles pouvaient engendrer. DeShazer et al., (2001) ont 

montré que l’insertion d’une IS407 bloquait la synthèse de la capsule chez B. mallei et 

provoquait une réduction du pouvoir pathogène. Holden et al., 2009 ont suggéré que la 

présence de nombreux pseudogènes (notamment due à des insertions d’IS) pourrait jouer un 

rôle dans l’adaptation d’une souche à un biotope particulier. D’autres études ont démontrées 

que les IS pouvaient être des marqueurs de certains clones épidémiques ; ainsi, l’IS1363 n’a 

été détectée que chez les clones appartenant à la ligné PHDC (Liu et al., 2003). D’autre part, 

les génomes du Bcc sont composés de plusieurs chromosomes, et la plupart d’entre eux sont 

riche en IS. Ces deux caractéristiques semblent jouer un rôle clé dans l'évolution de nouvelles 

fonctions de dégradation et dans la versatilité des bactéries du Bcc (Lessie et al., 1996). Les IS 

semblent ainsi contribuer de façon non négligeable à l’augmentation de la diversité et à 

l’évolution des phénotypes. Ces différents points seront plus amplement discutés dans le 

chapitre 3 de cette thèse qui porte sur l’étude des séquences d’insertion. 

6.2.3. Réarrangements génétiques  

Les évènements de réarrangement du génome, comprenant l’acquisition ou la perte de 

fragments d’ADN, les inversions et les translocations, sont des phénomènes fréquemment 

observés chez les bactéries. Cependant, l'impact de tels événements sur la diversité 

fonctionnelle n'est encore pas clairement définie à ce jour.  
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6.3. Acquisition d’informations génétiques 

Chez la plupart des eucaryotes, la reproduction sexuée permet le maintien d'une 

diversité génétique au sein des populations en assurant le brassage génétique. De leur coté, les 

bactéries ont développé d’autres mécanismes leur permettant d’acquérir de l’information 

génétique. Il existe 3 mécanismes de transfert de gènes entre les bactéries : la transformation, 

la transduction, et la conjugaison. Au cours de la transformation, un ADN bicaténaire, libre, 

nu et en solution est introduit dans une bactérie réceptrice ; lors d’une transduction, le 

transfert d’ADN est réalisé par l’intermédiaire d’un phage. La conjugaison, quant à elle, 

nécessite un contact des cellules donneuses et receveuses afin d’effectuer le transfert  par 

l’intermédiaire d’une structure spécialisée, le pili sexuel. L’ADN étranger peut alors être 

intégré dans le génome par recombinaison ou rester dans la cellule sous forme de plasmide ou 

bien être dégradé.  

6.3.1. Phages 

Chez les Burkholderia, le potentiel évolutif généré par les phages a été peu pris en 

compte dans la littérature. Langley et al. (2003) ont fait un bilan des phages présents dans des 

souches du Bcc et évalué leurs capacités à infecter les différentes espèces du Bcc. Ils montrent 

que les phages retrouvés ne sont en aucun cas spécifiques d’une espèce. Ainsi, ils peuvent 

contribuer aux transferts horizontaux de gènes au sein du Bcc ou même, pour certains, vers B.

pseudomallei ou P. aeruginosa. Nzula et al. (2000) ont montré qu’un phage permet le 

transfert de gènes de résistance aux antibiotiques entre souches de B. vietnamiensis. Par 

ailleurs,  Hens et al. (2006) ont mis en évidence un phage de B. cepacia capable de transférer 

des multirésistances à Shigella flexneri. D’autre part, le phage BcepMu semble largement 

distribué au sein de la lignée ET12 de l’espèce B. cenocepacia et pourrait jouer un rôle dans la 

pathogénie de B. cenocepacia  (Summer et al., 2004). Lors de coinfections avec d’autres 

espèces bactériennes (notamment P. aeruginosa) au niveau des poumons des patients atteints 

de mucoviscidose, les échanges génétiques par le biais de phages pourraient être facilités. Par 

ailleurs, de nombreux phages ont été retrouvés dans des sols colonisés par des Burkholderia ; 

cet environnement semblerait ainsi jouer le rôle de réservoir potentiel de phénomène de 

transduction. De plus, certains phages paraissent spécifiques d’espèces voire de souches du 

Bcc, et pourraient représenter une alternative thérapeutique pour lutter contre les infections à 

Bcc. Dans ce sens, Seed and Dennis (2009) ont testé cette alternative sur modèle murin. Sous
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 certaines conditions, la thérapie par phage a montré des résultats positifs sur la souche B.

cenocepacia K56-2 ; cette alternative à l’antibiothérapie semble donc prometteuse. 

6.3.2. Plasmides 

Le transfert d’ADN entre bactéries peut également se faire par le biais de plasmides. 

Dans de nombreux cas, les caractères transférés concernent la résistance à des antibiotiques, 

ou l’acquisition de voies métaboliques particulières. Peu d’études sont disponibles quant à la 

présence de plasmides chez les Burkholderia. Lennon et Decicco (1991) rapportent avoir 

identifié au moins un plasmide dans 84% des 37 souches de Burkholderia qu’ils ont étudié. 

La taille des plasmides identifiés variait de 2,7 à 222 kb. Le transfert conjugatif d’un de ces 

plasmides a été montré entre B. cepacia et P. aeruginosa. D’autre part, Engledow et al., 

(2004) ont identifié des gènes codant pour un système de sécrétion de type IV au niveau d’un 

méga-plasmide de la souche B. cenocepacia K56-2. Ce plasmide est impliqué dans l’infection 

de l’oignon, cependant son origine et les mécanismes impliqués dans son acquisition ne sont 

pas connus. 

6.3.3. Ilots génomiques 

Les îlots génomiques (IG) sont des zones du chromosome bactérien possédant des 

caractéristiques différentes du reste du génome ; le pourcentage en bases G et C peut 

notamment être différent (Figure 8). Ces îlots sont acquis par une souche lors d'une 

transformation, d'une transduction ou d'une conjugaison puis sont intégrés de manière plus ou 

moins stable dans le génome bactérien. Certains îlots génomiques ne sont associés à aucun 

phénotype connu, mais la plupart d'entre eux codent pour des informations biochimiques ou 

des facteurs de pathogénie (îlots de pathogénie). Au sein du genre Burkholderia, plus d’une 

cinquantaine de génomes ont été séquencés ; ceci permet l’analyse en génomique comparative 

de ces replicons. En utilisant cette approche, de nombreux fragments d’ADN spécifiques de 

souches, d’espèces ou de complexes d’espèces peuvent être identifiés et reliés à des ilots 

génomiques en fonction de leurs caractéristiques. La fonction écologique de ces différents 

ilots est souvent difficile à définir. Au sein du Bcc, un des premiers ilots décrits fut le 

BCESM. Sa caractérisation a permis de démontrer son rôle dans la virulence de souches de B. 

cenocepacia (Baldwin et al., 2004). Depuis, de nombreux autres IG ont été identifiés chez les 

Burkholderia, notamment chez B. pseudomallei et B. mallei (Tuanyok et al., 2008). Ces 

phénomènes de transfert d’ADN peuvent jouer un rôle important dans l’émergence de 
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souches hypervirulentes (Croucher et al., 2009). Une description plus précise de la 

distribution et des rôles potentiels des IG chez B. cenocepacia est présentée dans le chapitre 4 

de ce manuscrit de thèse. 

7. Conclusion

Les Burkholderia présentent une importante diversité tant au niveau génomique que 

phénotypique. Au sein de ces espèces, des souches issues de milieux très différents et 

possédant des capacités de virulence hétérogènes sont isolées. Faire le lien entre cette 

diversité phénotypique et  génétique est actuellement le sujet de nombreuses études. Un des 

buts importants de ces études est d’identifier et de comprendre les caractères déterminants des 

interactions entre ces bactéries et leur environnement. Ces études peuvent aujourd’hui 

bénéficier des nombreux génomes séquencés de Burkholderia. Ces données sont 

indispensables pour la compréhension du complexe cepacia qui montre une variabilité 

génomique très étendue.  

Le travail de thèse présenté dans ce document s’est focalisé sur la caractérisation et 

l’étude d’un clone épidémique de l’espèce B. cenocepacia, le clone B&B. Quatre chapitres 

ont été développés. Le premier chapitre décrit l’origine du clone B&B et sa classification au 

sein du Bcc. Le deuxième chapitre décrit la structure génétique des facteurs transcriptionnels 

de la famille sigma70 au sein du Bcc et du clone B&B ; cette approche permet d’étudier une 

partie de la plasticité des processus de régulation globaux des génomes et notamment le rôle 

des facteurs extracytoplasmiques indispensables à la virulence bactérienne. Les deux derniers 

chapitres sont dédiés aux processus génétiques impliqués dans les réarrangements de génome, 

en se focalisant sur les séquences d’insertions (chapitre 3) et les ilots génomiques (chapitre 4). 

L’implication de ces réarrangements dans l’émergence de clones épidémiques chez l’espèce 

B. cenocepacia est discutée.
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Caractérisation Moléculaire et distribution environnementale 

du clone B&B de l’espèce Burkholderia cenocepacia

Les Burkholderia du complexe cepacia sont des bactéries pathogènes opportunistes 

principalement retrouvées dans des infections pulmonaires de patients atteints de 

mucoviscidose (patients CF) et associées à d’autres infections comme les otites et kératites 

(Hobson, et al. 1995, Mahenthiralingam, et al. 1996, Mahenthiralingam, et al. 2001, 

Vandamme, et al. 2002, Matoba 2003, Mahenthiralingam, et al. 2008). Trois clones 

épidémiques majeurs de l’espèce B. cenocepacia ont été décrits chez les patients CF. Le clone 

ET12 est principalement retrouvé en Europe de l’Ouest et en Amérique du Nord, il provoque 

le "syndrome cepacia" qui consiste en une pneumonie nécrotique foudroyante qui est à 

l’origine de nombreux décès chez les patients CF (Isles, et al. 1984). Deux autres clones ont 

également été décrits chez les patients CF, les clones PHDC et MidWest qui sont 

principalement retrouvés en Amérique du Nord (Chen, et al. 2001, LiPuma, et al. 2002, 

Vandamme, et al. 2003). Il existe par ailleurs des cas documentés d’infections nosocomiales 

liées aux Burkholderia du complexe cepacia. La durée des épidémies nosocomiales est très 

variable et l’origine des souches est le plus souvent liée à un matériel ou une solution 

contaminée (Nasser, et al. 2004, Ghazal, et al. 2006, Lo Cascio, et al. 2006, Alvarez-Lerma, et 

al. 2008). Des clones isolés de patients CF ont été retrouvés dans ces infections (Holmes, et 

al. 1999). En 2004, le service de soins intensifs de l’hôpital Fleyriat à Bourg-en-Bresse a été 

confronté à une épidémie impliquant des Burkholderia du complexe cepacia. Les différents 

travaux réalisés au sein notre équipe ont permis de caractériser le clone responsable de cette 

épidémie. Ce clone a été nommé le clone B&B pour son origine (Bourg-en-Bresse), une 

photographie en microscopie électronique est présentée dans la Figure 1. La virulence et la 

forte transmissibilité de ce clone nous ont amené à étudier son origine, sa proximité génétique 

avec les clones virulents du Bcc, et à rechercher les éléments et innovations génétiques ayant 

favorisé son émergence. Ce clone a été dernièrement observé comme étant l’agent principal 

des infections à B. cenocepacia chez les patients CF en France métropolitaine (Abalain, et al. 

2009). Les travaux concernant la caractérisation de ce clone ont fait l’objet d’une publication 

dans le journal Diagnostic Microbiology and Infectious Disease en Aout 2009, cet article est 

présenté dans la section ci-dessous. En complément de cette publication, une description des 

différentes campagnes d’échantillonnages réalisées à proximité et au sein de l’Hôpital 

Fleyriat, est présentée dans la partie annexe de ce chapitre. Les démarches expérimentales 
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utilisées ainsi que les résultats obtenus sont également présentées dans la partie annexe. Les 

autres chapitres de cette thèse sont dédiés aux phénomènes génétiques ayant pu contribuer à 

l’émergence de ce clone.  

Fig. 1: Photos du clone B&B de B. cenocepacia en microscopie électronique à balayage.

(S. Favre-Bonté, 2008). 
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Abstract

Clustered cases of nosocomial pulmonary infections were observed in a French intensive care unit. Biochemical tests showed the etiologic

agents to be part of the Bcc (Bcc). recA polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism analysis and molecular

phylogeny positioned the isolates into Burkholderia cenocepacia. Their recA sequences were found identical to those of ET12 strains

responsible of necrotic pneumonia in cystic fibrosis patients. Analyses of a multi locus sequence typing genes set confirmed this proximity

and suggested a wide distribution among occidental countries but could not resolve their phylogenetic position unambiguously. A novel

marker, ecfB, indicated a significant phylogenetic divergence from ET12 strains. Pulse field gel electrophoresis analysis of SpeI-restricted

total genomic DNA of the strains showed a unique profile indicative of a clonal outbreak. Environmental hospital screenings indicated cross-

contamination between staff and patients. Bcc strains from outdoor environments were not related to this clone but indicated the presence of

Burkholderia multivorans and Burkholderia vietnamiensis.

© 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.
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1. Introduction

Burkholderia is a bacterial genus grouping about

60 species of β-proteobacteria that can be found in a wide

range of habitats (Coenye and Vandamme, 2003; Compant

et al., 2008). It includes a taxonomic entity named the Bur-

kholderia cepacia complex (Bcc). This complex groups the

B. cepacia species that is involved in onion diseases and

16 other species isolated from outdoor or clinical samples.

From the 1980s, strains of these species were found as the

etiologic agents of human infections (Hobson et al., 1995),

and an increased incidence of cepacia infections was

reported among cystic fibrosis (CF) patients (Isles et al.,

1984). One of the most dramatic outcome was related to a

highly transmissible clone of B. cenocepacia named ET12

(Johnson et al., 1994), which spread among CF patients of

Canada, England, and Scotland, and led to the so-called

cepacia syndrome, a necrotizing pulmonary infection with a

62% fatality rate (Isles et al., 1984). Strains of the ET12

clonal complex were found to have unusual properties like a

cable pilus encoded by the cblA gene (Sajjan et al., 1995;

Sun et al., 1995). Other B. cenocepacia epidemic clones

among CF cohorts have been reported and showed properties

and genomes with significant differences from the ones of

the ET12 clone (Chen et al., 2001; LiPuma et al., 1988).
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More than 20 papers have described nosocomial

infections involving the Bcc since the 1990s. These

outbreaks have affected up to several hundreds of patients

and have lasted a few months to several years. In France,

the prevalence of Bcc species among the overall number of

infectious agents involved in nosocomial infections was

estimated to be of 0.1% (Savey and Tressière, 2007). A

survey of the literature and various databases showed the

Bcc species to be one of the most frequent pathogens

infecting patients through contaminated medical solutions

like disinfectants (Ghazal et al., 2006; Lo Cascio et al.,

2006; Oie and Kamiya, 1996b), heparin vials (Vonberg and

Gastmeier, 2007; Yan et al., 2008), and contaminated

material like nebulizers (Nasser et al., 2004; Oie and

Kamiya, 1996a). Bcc have also been introduced in medical

units through moisturizing body milks and alcohol-free

mouthwash solutions used in the hygienic care of

hospitalized patients (Alvarez-Lerma et al., 2008; Matrician

et al., 2000). Most reported nosocomial Bcc outbreaks have

occurred among hospital intensive care units (ICUs)

including neonatal ones, and hemodialysis units. These

outbreaks were mainly due to a single clone, but polyclonal

infections have been reported in a few instances (Magalhaes

et al., 2003; Yan et al., 2008). In most cases, phenotypic

analyses using Api20NE strips (BioMerieux, Marcy-

l'Etoile, France), the VITEK2 (BioMerieux), or the

MicroScan system (Dade Diagnostic MicroScan Divison,

West Sacramento, CA) were performed to identify the

etiologic agents involved in these outbreaks. These methods

allowed identification at the Bcc level but could not allocate

the isolates to a particular species. In a few investigations, a

recA polymerase chain reaction-restriction fragment length

polymorphism (PCR-RFLP) identification scheme

(Mahenthiralingam et al., 2000a) was applied and suggested

B. cenocepacia (Shehabi et al., 2004; Siddiqui et al., 2001;

Woods et al., 2004) and B. stabilis (Jacobson et al., 2006;

Otag et al., 2005) to be the most prevalent species. Other

species reported to have been involved in some of these

outbreaks were B. cepacia (Jacobson et al., 2006; Kotsanas

et al., 2008; Souza et al., 2004), Burkholderia multivorans

(Woods et al., 2004) and Burkholderia vietnamiensis

(Magalhaes et al., 2003; Woods et al., 2004). Rarely, the

strains involved in these outbreaks were compared to CF

isolates, but a large hospital outbreak reported in 1999

showed that both patient groups can be colonized by a same

clone (Holmes et al., 1999). In such outbreaks, acquisition

risk in the CF patients was associated with significantly

increased mortality rates, suggesting that the most virulent

CF epidemic clones could have emerged from the

hospital environment.

Here, a Bcc nosocomial outbreak in a French ICU is

described. This outbreak consisted of clustered cases of

respiratory tract infections among mechanically ventilated

patients. The taxonomic status of the strains involved in this

outbreak was investigated and revealed a close phylogenetic

proximity with the ET12 epidemic clone. However, the

recA and Bcc multi locus sequence typing (MLST) scheme

genetic markers could not unambiguously resolve the

phylogenetic relationships between these strains and the

ET12 lineage. These investigations thus required the

development of a novel genetic marker. The ecfB gene

was selected and used to infer phylogenetic relationships

among B. cenocepacia and a subgroup named IIIA

according to recA PCR-RFLP profiles. The ecfB marker

showed the outbreak strains to be significantly different

from the ET12 ones. Nevertheless, all these data pointed

toward a close proximity with the ET12 strains and a likely

recent common ancestor.

2. Materials and methods

2.1. Sampling of the ICU, patients, and

outdoor environments

The ICU concerned by the nosocomial outbreak reported

in this study consists of 10 rooms (Fig. 1), each having a

general aeration system, a sink, a bed, and a mechanical

respiratory ventilator. During 2004, 504 patients have been

admitted in this ICU, and 36 nosocomial infections, by any

microorganisms, were recorded. The outbreak described in

this paper is the only one to have led to the death of a patient

at this hospital in 2004.

The main epidemiologic features of the outbreak are

indicated in Table 1. This outbreak occurred between March

and July 2004 and involved 7 mechanically ventilated

patients. These patients were ventilated between 4 and

20 days. The main initial clinical features best describing

these patients were respiratory distress for patient G, pleurisy

Fig. 1. Outline of the ICU considered in this study. Position of the Bcc-

infected patients (capital letters and arrows) and positive environmental

samples (+) are indicated. Small letters from a to g are used to illustrate the

spread of the etiologic agents. For each patient, date of the first Bcc positive

sample is indicated. bpoe collection codes of the Bcc strains are indicated.

Strains are described in Table 2 and in the text.
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Table 1

Epidemiologic features of the ICU Bcc outbreak

Date of admission Patient code Sex Age Underlying illness Bcc-positive sample Length of stay before infection

07/03/04 G M 63 Respiratory distress Bronchial mucus 8 days

25/03/04 V F 74 Pleurisy Tracheal mucus 17 days

04/04/04 R M 78 Meningitis Tracheal mucus 9 days

25/04/04 U F nk Pyelonephritis Bronchoalveolar fluid 4 days

14/05/04 N F nk Pneumopathy Tracheal mucus 17 days

03/06/04 M F nk Peritonitis Tracheal mucus 7 days

19/07/04 A M 22 Polytraumatism Bronchial mucus 20 days

nk = not known.

Table 2

Strains of the Bcc used or isolated in this study

Strains Origin/description Genomovar/RFLP group Reference or author

LMG 16656T CF patient UK (ET12 lineage) IIIA Vandamme et al. (2003)

LMG 18826 CF patient Canada (ET12 lineage) IIIA Sajjan et al. (1995)

LMG 18863 CF patient Canada (ET12 lineage) IIIA Lewenza et al. (1999)

LMG 12615 CF patient UK (ET12 lineage) IIIA Vandamme et al. (1997)

H111 CF patient IIIA Romling et al. (1994)

LMG 18829 Midwest clone IIIB Vandamme et al. (2003)

AU1054 PHDC clonal IIIB Chen et al. (2001)

HI2424 PHDC lineage IIIB LiPuma et al. (2002)

LMG 16654 CF patient IIIB Vandamme et al. (2003)

LMG 18830 CF patient IIIB Vandamme et al. (2003)

LMG 19230 Kapunda Australia IIIC K. Ophel-Keller (1995)a

LMG 19240 Kapunda Australia IIIC K. Ophel-Keller (1995)a

LMG 21461 CF patient Argentina IIID Mahenthiralingam et al. (2000b)

bpoe717 Bronchoalveolar fluid (U) IIIA This study

bpoe716 Tracheal mucus (R) IIIA This study

bpoe718 Respiratory tract (C) IIIA This study

bpoe719 Bronchial mucus (G) IIIA This study

bpoe720 Tracheal mucus (V) IIIA This study

bpoe721b Tap water of room 4 IIIA This study

bpoe722 Tap water of room 10 IIIA This study

bpoe723 Branches of the respiratory circuits (G)c IIIA This study

bpoe724 Water from the humidifier (O)c IIIA This study

bpoe725 Water from the humidifier (U)c IIIA This study

bpoe726 Respiratory tract (R) IIIA This study

bpoe727b Water from the humidifier (G)c IIIA This study

bpoe728 Tracheal mucus (M) IIIA This study

bpoe729b Tracheal mucus (N) IIIA This study

bpoe730 to 732b Water from inspirator (N)c IIIA This study

bpoe734 Reyssouze river, site A—near the hospital II This study

bpoe735 Reyssouze river, site A—near the hospital II This study

bpoe733 Reyssouze river, site B—near the hospital V This study

bpoe736 Sediment of a pond—near the hospital V This study

bpoe737 Sediment of a pond—near the hospital V This study

bpoe738 Pond surface water—near the hospital V This study

LMG 1222T Allium cepa I Burkholder (1949)a

LMG 17588 Soil with anthranilate II Lessie et al. (1996)

LMG 14294T CF patient Belgium IV LiPuma et al. (1999)

G4 Wastewater containing TCE V Nelson et al. (1987)

LMG 18941 CF patient VI J. LiPuma (1996)a

LMG 19182T Rhizosphere of pea VII Coenye et al. (2001)

LMG 20980T Soil rhizosphere USA VIII Vandamme et al. (2002)

LMG 14191T Soil IX Vandamme et al. (1997)

The letter code in parentheses for the bpoe strains indicates the code used to identify the patients or rooms of the ICU. See Fig. 1 for their position in the ICU.

T = type strain.
a No report available.
b Analyzed by MLST.
c Samples collected from an artificial respiratory device.
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for patient V, meningitis for patient R, pyelonephritis for

patient U, pneumopathy for patient N, peritonitis for patient

M, and polytraumatism for patient A. No patient had CF.

After several days in the ICU, these patients developed signs

of pulmonary tract infections. Bronchial (patient G) or

tracheal (patient V, N, and M) aspiration fluids, or

bronchoalveolar washing fluids (patient U and A) were

collected, and analyzed as described below.

After the first signs of clustered cases detected (April

2004), environmental samplings of the ICU were performed.

Tap water, drain-off, expiratory filters of ventilators, and

iodine bottles were sampled. Multidose nebulizer solutions

and alcohol-free mouthwash liquids were also sampled.

These samplings were performed every week until the end of

the outbreak. Several months after the outbreak, swabbings

of the general aeration system of the ICU, and of tap nozzle

aerators of each sink were performed. Tap water samples

were collected. The closest medical unit (nephrology) and

outdoor sites (soils, river and pond) to the hospital building

were also sampled.

2.2. Isolation of bacterial strains

Bronchial and tracheal aspiration fluids and bronchoal-

veolar washing fluids were liquefied using dithiothreitol.

Dilutions of these samples were plated on Columbia agar

with 5% sheep blood (AES laboratories, Rennes, France) and

incubated at 37 °C. ICU environmental samples were plated

on Bromocresol Purple media (bioMérieux, Marcy l'Etoile,

France) and incubated at 37 °C. Prior plating of outdoor

samples, an enrichment procedure derived from Vermis et al.

(2003) was applied. The enrichment broth included L-

arabinose (0.1%), L-threonine (0.1%), polymyxin B

(300 μg/mL), and 9-chloro-9-(4-diethylaminophenyl)-10-

phenylacridan (C-390 at 3 μg/mL). After 5 days of incubation

at 28 °C, the enrichment broths were diluted and plated on

BCSA (Henry et al., 1997).

All strains used and isolated in this study are indicated in

Table 2. Routine bacterial cultures were grown in LB

(Bertani, 1951) broth at 28 °C for 24 h.

2.3. Phenotypic analyses and antibiotic resistances

Identification of bacterial strains by phenotypic analyses

was performed using API 20NE strips® (BioMerieux sa)

and/or the VITEK2® system (BioMerieux). Antibiotic

resistance profiles were performed using the VITEK2®

system and its Advanced Expert System™.

2.4. DNA manipulations

Bcc DNA extractions were performed according to Pitcher

et al. (1989). PCR reactions were performed in 25 μL using

1U Taq polymerase, 200 μM of each dNTP, 1× PCR buffer,

5% DMSO, 1.5 mmol/L MgCl2, 0.6 μmol/L of each PCR

Table 3

PCR DNA primers used in this study

Gene Function Product

size (bp)

Sequence (5′ to 3′) Annealing

temperature (°C)

Reference

ecfB ECF sigma factor 450 ecfBF CGCTTCGCGCTCTGGCTG 63 This study

B. cenocepacia ecfBcenR TCAGCCGCAAGGAAGGAGC

ecfB ECF sigma factor 460 ecfBmultiF ATGCCCTCAAACGCCCTCG 58 This study

B. multivorans ecfBmultiR CGACAGCCGCGACATCACC

ecfB ECF sigma factor 440 ecfBccF GGCTGCGACGCTTCGCGC 64 This study

Bcc species ecfBccR CCGTCGCTGAGCTGGCGC

recA SOS response 1043 BCR1 TGACCGCCGAGAAGAGCAA 58 Mahenthiralingam

et al. (2000a)BCR2 CTCTTCTTCGTCCATCGCCTC

cblA Cable pilus 237 cblAF GCAGCTGTAGTGAACACG 58 Tomich and Mohr (2004)

cblAR TCTGACCGATCGACAGCG

BCESM Epidemic marker 1418 BCESMF CCACGGACGTGACTAACA 62 Baldwin et al. (2004)

BCESMR CGTCCATCCGAACACGAT

cepI Quorum sensing 600 cepIF CCCTGTAAGAGTTACCAGTT 56 Gotschlich et al. (2001)

cepIR GATATCGATCCAGCACGCCACGAC

cepR Quorum sensing 450 cepRF CTGGATGGCGCACTACCAGGC 60 Gotschlich et al. (2001)

cepRR ACGTGGAAGTTGACCGTCCGC

fliG Flagellin 1000 fliGF ATGAACGCTGAAGGCTTGAC 56 This study

fliGR TCAGACATACGCGTCTTCC

llpE Efflux pump 625 llpEF GACCGGGTTGCCAGTAGTGC 55 This study

llpER CGTGCGTGATGTCCGGGTAG

zmpA Metalloprotease 1500 zmpAF CGCGGCAGACATCGACTAC 58 Subsin et al. (2007)

zmpAR AGATGCCGTTGCGGTTGT

wbiI LPS 542 wbiIF CCATGCGGCCGCGTACAAGCACGTGCC 52 Vinion-Dubiel et al. (2004)

wbiIR TAGAGCTTCTCGCCCGGGCGCAG

bcscV TTSS 379 bcscVF GCCCTTCACGAACTTCATC 53 Parsons et al. (2001)

bcscVR GCTGCTGCTGTTTACGAC

TTSS = type III secretion system.
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DNA primer, and 10–50 ng of template DNA. PCR thermal

cycles (n = 35) were carried out on a Veriti™ 96-Well Cycler

(Applied Biosystems, Foster City, CA), and each cycle was as

follows: 45 s at 95 °C, then 45 s at the recommended

annealing temperature for the PCR primers (see Table 3), and

finally 1 min at 72 °C. After these cycles, a final elongation

step of 5 min at 72 °C was performed. PCR screenings of the

B. cepacia epidemic strain marker (BCESM) genes were

done according to Baldwin et al. (2004). DNA sequencing of

the PCR products was performed by Cogenics® (Grenoble,

France). GenBank accession numbers of the DNA sequences

obtained in this work are as follows: FJ670544 to FJ670565

for the recA, FJ668290 to FJ668310 for ecfB. MLST

GenBank accession numbers for strains bpoe721, bpoe727,

bpoe729, and bpoe731 are FJ668311 to FJ668330 and

FJ666039 to FJ666042.

HaeIII RFLP analysis of recA PCR products were

performed according to the recommendations of the

manufacturer (FERMENTAS, ST Remy Lès Chevreuse,

France). RFLP profiles were analyzed by agarose gel

electrophoresis following Cournoyer and Normand (1994).

Pulse field gel electrophoresis (PFGE) of SpeI-restricted

total genomic DNA was performed according to Romling

et al. (1997). Electrophoresis was run for 11 h with pulses of

5–25 s then 13 h with pulses of 5–60 s. Voltage was kept at 5

V/cm. SpeI DNA fragments were visualized by ethidium

bromide staining and UV exposure using a gel doc system

(Biorad®, Marnes-la-Vallée, France).

2.5. Molecular phylogenetic analyses

Multiple alignments of DNA sequences used in this study

were computed using CLUSTALW (Thompson et al., 1994).

Distances between sequence pairs, the inferred phylogenetic

trees, and bootstrap values were all computed through the

Mega3 graphic tool (Kumar et al., 2004). Phylogenetic trees

were built using the neighbor-joining method (Saitou and

Nei, 1987). One thousand bootstrap replicates were

performed. Gap-containing sites were not considered in the

analyses. The Bcc MLST scheme was performed as

described by Baldwin et al. (2005).

3. Results

3.1. Description of the outbreak

Between March 2004 and July 2004, 7 mechanically

ventilated patients hospitalized in a French ICU developed

respiratory tract infections. The main features and the

synoptic table of the outbreak are presented, respectively, in

Table 1 and Fig. 2. The index case, named G, was a 63-year-

old man suffering of acute respiratory distress. One of the

infected patient, named U, died of respiratory failure, 3 days

after the nosocomial pulmonary infection was diagnosed.

Microbiological analysis of bronchial or tracheal aspira-

tion fluids or bronchoalveolar washing fluids of these patients

was performed. The dominant bacterial colony morphotypes,

found on Columbia agar with 5% sheep blood, and recovered

on the dates indicated on Figs. 1 and 2, were identified as

being strains of the Bcc by phenotypic analyses using

VITEK2® or API 20NE strips. Before infection by a Bcc

strain, patient V was found colonized by a bacterial strain of

Pseudomonas aeruginosa, according to the VITEK2®

system, and patient A by a strain of Citrobacter freundii.

3.2. Environmental sources of Bcc-like strains

Patients concerned by this outbreak occupied 5 of the 10

rooms of the ICU (Fig. 1). The index patient (G) occupied

room 4, patient V room 9 then 6, patient N room 9 after the

transfer of patient V to room 6, patient R room 10, patient U

room 10 after patient R left the unit, and patient M room 3.

Length of the stays in the ICU was quite variable from one

patient to another (Fig. 2).

Environmental samplings were performed after infection

of patient U. Tap water samples, tap nozzle aerators, drain-

off, filters of ventilators, iodine bottles, multidose nebulizer

solutions, and alcohol-free mouthwash liquids were

sampled and analyzed for the presence of Bcc strains. Tap

water samples, mechanical respiratory ventilators, and

condensing humidifiers from the index patient's room and

from the room of patient U were found to contain Bcc

strains according to VITEK2® analyses. Following these

results, disinfection of the taps, drain-offs, ventilators, and

humidifiers were undertaken. Moreover, bottled water was

used to prepare drugs administered by gastric tubes and to

perform patients' hygienic care. Medical staff hand wash-

ings were reinforced.

Despite these measures, a fifth case of Bcc infection,

patient N, was reported. Water, collected from the mechan-

ical respiratory ventilator and humidifier of this patient,

was found to contain Bcc-like strains. This patient was

Fig. 2. Synoptic table of the Bcc outbreak.
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occupying room 9, which had been used by patient V, the

second patient to have been infected by a Bcc-like strain.

About 3 weeks after this case, the sixth patient got infected.

This patient was not in a room with a previous record of Bcc-

like pulmonary infection. However, water from the venti-

lator, and bottles of soap and iodine of this room were found

colonized by Bcc-like strains. Cleaning and disinfection

measures were again undertaken. After this case, tap water

samples from all rooms were analyzed, but none showed the

presence of Bcc-like strains. Anyhow, a last case of Bcc-like

infection occurred, in a room that had not received any of the

previously infected patients.

This last non-point source contamination led us to further

investigate the distribution of Bcc-like strains around the

ICU and the hospital building. An enrichment step in the

isolation procedure was introduced to increase the prob-

ability of isolating Bcc-like strains. Using this approach,

water samples and swabs from the ICU medical unit and the

closest neighboring unit (nephrology) failed to give any Bcc-

like strain. Soils surrounding the hospital building were also

found negative. However, surface water samples coming

from the Reyssouze river, a large pond close to this river, and

the sediment from the overflow channel of this pond and

connected to the Reyssouze river, all located within 1 km

from the hospital and near a wastewater treatment plant, gave

bacterial strains (n = 11) using the enrichment procedure. Six

of these strains were identified by the VITEK2® system as

Bcc, one as Rhizobium radiobacter, and one as Ochrobac-

trum anthropi. Three of these strains could not be identified

with the VITEK2® database.

3.3. Molecular characterization of the Bcc-like isolates

3.3.1. recA PCR-RFLP analysis

Eighteen Bcc-like strains isolated from the ICU patients,

the ICU environment, and outdoor sites close to the hospital

building were analyzed by molecular approaches to clarify

their taxonomic status. The recA HaeIII PCR profiles of the

collected strains were compared with those of reference

strains of most of the Bcc species. This analysis showed all

hospital isolates to have a B. cenocepacia-like recA HaeIII

profile. However, the six Bcc strains coming from outdoor

environments were found to have profiles matching those of

B. multivorans (bpoe734 and bpoe735) and B. vietnamiensis

(bpoe733, bpoe736–bpoe738). The B. cenocepacia recA

HaeIII profile of the hospital isolates was found matching the

one of subgroup IIIA, a subgroup well known to contain the

highly virulent and transmissible ET12 clone. Phylogenetic

analyses and PCR screenings of virulence genes were

performed to further investigate the proximity of these

outbreak strains with those of the ET12 clone.

3.3.2. Phylogenetic analyses

DNA sequencings of the full recA PCR products from

strains of the outbreak clone (n = 14) and the environmental

Bcc strains (n = 6) reported here were performed. These

sequences were aligned with database sequences, and a

phylogenetic tree was built. All recA sequences from the

outbreak clone were found identical. These sequences were

also identical to those of several ET12 strains. recA

phylogenetic analysis positioned these sequences with

those of the recA PCR RFLP group IIIA sequences. These

sequences were significantly apart from those of strains of

the IIIB, IIIC, and IIID RFLP subgroups (data not shown).

However, infra-specific recA divergences within the IIIA

group could not be investigated because of the low number

of substitutions between these sequences. Nevertheless, the

recA phylogeny revealed reliable sublineages among the

IIIB RFLP subgroup.

The recA sequences from Bcc strains of the surface water

from the Reyssouze river, a large pond, and sediment from

this pond overflow channel (connected to the river) were

positioned in the recA phylogenetic tree. The recA sequences

from strains with the recA RFLP profile of B. vietnamiensis

were clustered with the B. vietnamiensis G4 recA sequence.

Three of these strains (bpoe737, sediment of the pond

overflow; bpoe738, pond; and bpoe733, river) were found to

have identical sequences. The recA sequences of Bcc strains

from the Reyssouze river surface water samples with a recA

RFLP profile of the B. multivorans type were found identical

and grouping with sequences from this last species.

Alignment of the recA sequences is available at http://

www.ecomicro.univ-lyon1.fr/poe/recA_aln.txt.

The inability to investigate infra-specific relationships

among the PCR RFLP IIIA subgroup using the recA data set

led us to consider other gene targets to resolve these

relationships. Genes of the Bcc MLST scheme were

considered. They were PCR amplified and sequenced for 4

of the B. cenocepacia ICU outbreak strains (bpoe721,

bpoe727, bpoe729, and bpoe732). DNA sequences were

compared with those of the ET12 clone (strain LMG16656),

and 4 of 7 genes (gltB, recA, lepA, and phaC) were found

identical, whereas 2 genes (gyrB and atpD) showed one

nucleotide change and one (trpB) 2 nucleotide changes. The

ICU outbreak strain could thus be classified into the

Sequence Type 32 (ST32) of the MLST scheme. To complete

this analysis, a phylogenetic tree was built from the

concatenated gene sequences of the MLST scheme. This

phylogenetic tree differentiated sequences according to their

species of origin, with sequences from each B. cenocepacia

recA PCR RFLP subgroups (IIIA, IIIB, IIIC, and IIID) being

differentiated. However, infra-specific divergences could not

be resolved inside the IIIA subgroup.

Another gene target was thus used to achieve this goal.

Our previous studies showed that genes encoding

extracytoplasmic function (ECF) factors can allow a

good estimation of infra-specific relationships (Cournoyer

et al., 1996) and that the ecfB gene was found distributed

among all Bcc species (Menard et al., 2007a). PCR

primers were designed to amplify this gene from all Bcc

strains. ecfB PCR products were obtained and sequenced

from the B. cenocepacia, B. vietnamiensis, and B.

multivorans strains of this study. This set of ecfB
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sequences was completed with sequences from the

databases. Additional sequences were obtained in this

work for the following strains: LMG21461, LMG12615,

LMG18826, LMG18863, LMG16654, LMG18830,

LMG19240, LMG19230, LMG1222, LMG14294,

LMG14191, LMG20980, LMG18941, and LMG17588.

A phylogenetic tree was computed from this ecfB data

set (data not shown). Alignment of the ecfB sequences

is available at http://www.ecomicro.univ-lyon1.fr/poe/

ecfB_aln.txt. The ecfB sequences from the outbreak

strains (n = 14) were found identical but showed

significant differences with the ET12 ecfB sequences (8

nucleotide changes; 97% identity). The main clusters of

the ecfB phylogenetic tree were found matching those

inferred from the recA and MLST data sets, but a better

resolution of infra-specific divergences was obtained. This

led us to combine the ecfB and recA data sets to obtain

the most informative phylogenetic tree (Fig. 3). This

phylogenetic tree shows a clear differentiation of

sequences of the outbreak clone and those of ET12

strains (LMG16656, LMG12615, LMG18863, and

LMG18826) among the cluster of sequences from strains

of the B. cenocepacia recA PCR RFLP IIIA subgroup.

3.3.3. PFGE-SpeI analysis

PFGE analysis of SpeI-restricted total genomic DNA

(PFGE-SpeI) of the strains recovered in this study was

performed. The 14 B. cenocepacia strains analyzed showed

the same PFGE-SpeI profile regardless of their origin

(patients, tap water, etc.) (Fig. 4). B. vietnamiensis strains

of the surface water of the Reyssouze river, a large pond,

and sediment from this pond overflow channel (connected

to the river) with identical recA and ecfB sequences

showed the same PFGE-SpeI profile. The B. vietnamiensis

Fig. 3. Neighbor-joining phylogenic tree of concatenated recA and ecfB gene sequences from the outbreak and representative strains of the Bcc. DNA sequences

were either obtained in this work or retrieved from the GenBank database. A total of 654 sites were analyzed. Distances are proportional to evolutionary

divergences expressed in substitutions per 100 sites. Bootstrap values above 90% are indicated on the tree branches. Bcen = B. cenocepacia; Bcep = B. cepacia;

Bst = B. stabilis; Bpy = B. pyrrocinia; Bvi = B. vietnamiensis; Ban = B. anthina; Bam = B. ambifaria; Bdo = B. dolosa; Bmu = B. multivorans.
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bpoe736 strain showed a distinct profile. B. multivorans

river strains bpoe734 and bpoe735 showed the same

PFGE-SpeI profile.

3.3.4. Virulence genes and antibiotic resistance profiles

PCR screenings of 9 genetic determinants (cblA,

BCESM, cepI, cepR, fliG, llpE, zmpA, wbiI, bcscV)

associated with virulence were performed on genomic

DNA extracted from the B. cenocepacia outbreak strains.

All screenings but one gave positive PCR products of the

expected size. Only the cblA gene could not be detected.

This result was confirmed by cblA DNA probing of genomic

DNA blot (data not shown) of the outbreak strains. All genes

belonging to the BCESM (cci island) were detected, by

PCR, in the outbreak strains.

Antibiotic resistance profiles using the VITEK2® system

showed the B. cenocepacia outbreak strains (n = 14) to be

resistant to aminosides, quinolones, and a large part of

betalactamines. Results were as follow: (1) strains were

resistant to ticarcillin (MIC N 128), ticarcillin plus acid

clavulanic (MIC N 128), imipenem (MIC N 16), amikacin

(MIC N 64), gentamicin (MIC N 16), isepamicin (MIC N 64),

tobramycin (MIC N 16), ciprofloxacine (MIC N 4),

pefloxacine (MIC = 8), minocycline (MIC N 16), colistin

(MIC N 16); and (2) were sensitive to piperacillin (MIC b 4),

piperacillin plus tazobactam (MIC b 4), ceftazidim (MIC =

4), and trimethoprim/sulfamethoxazole (MIC b 20). All

patients were treated with Fortum® (ceftazidim, Glaxo-

SmithKline, Marly-le-Roi, France) and Bactrim® (trimetho-

prim/sulfamethoxazole, Roche, Paris, France).

B. multivorans river strains showed resistance to ticarcillin

(MIC N 128), ticarcillin plus acid clavulanic (MIC N 128),

imipenem (MIC N 16), amikacin (MICN64), gentamicin

(MIC N 16), isepamicin (MIC N 64), tobramycin (MIC N 16),

colistin (MIC N 16), and were sensitive to piperacillin

(MIC b 4), piperacillin plus tazobactam (MIC b 4),

ceftazidim (MIC = 2), trimethroprim/sulfamethoxazol

(MIC b 20), ciprofloxacine (MIC = 1), pefloxacine

(MIC = 1), and minocycline (MIC b 1). B. vietnamiensis

strains showed resistance to gentamicin (MIC N 16) and

colistin (MIC N 16) and were sensitive to piperacillin plus

tazobactam (MIC b 4), ceftazidim (MIC = 2), ciprofloxacine

(MIC b 1), minocycline (MIC b 1), and trimethoprim/

sulfamethoxazole (MIC b 20).

4. Discussion

The ICU nosocomial outbreak of pulmonary tract

infections reported here lasted a few months and had serious

consequences on one patient, who died only 7 days after his

admission. This dramatic outcome led us to investigate the

environmental origin of the etiologic agents involved in this

outbreak and to analyze their genetic proximity with

previously reported highly transmissible infectious agents.

Biochemical tests performed through the VITEK2® system

identified the etiologic agents as being part of the Bcc. This

identification was confirmed by various molecular

approaches and was further investigated at the species and

infra-specific levels. These analyses showed the etiologic

agents to be clonal and closely related to a highly virulent

and transmissible Burkholderia cenocepacia clone named

ET12. However, significant differences between ET12 and

the outbreak strains of this report led us to differentiate this

clone by naming it B&B, according to its geographic origin

(Bourg-en-Bresse, France).

The environmental origin of the B&B clone could only be

partly resolved in this study. Tap water samples, water from

mechanical respiratory ventilators and humidifiers, swabs of

tap nozzle aerators, drain-offs, iodine bottles, multidose

nebulizer solutions, and liquid from alcohol-free mouthwash

were collected and analyzed. The phenotypic and molecular

analysis showed a Bcc contamination of tap water and of the

mechanical respiratory ventilator and humidifier of the room

of the index case of this outbreak. The presence of the B&B

clone in waters of mechanical respiratory ventilators and

humidifiers in the rooms of the subsequently infected

patients was also observed. This highlighted the likely

involvement of the medical staff in its transmission. This

possibility was further supported by the detection on the

Fig. 4. SpeI restriction patterns of total genomic DNA from all Bcc strains

reported in this work. PFGE conditions are described in the text. All

outbreak strains (bpoe716 to bpoe730) of the ICU showed the same profile,

and this profile is indicated under the name B&B clone. The Pulse Marker™

ladder (50–1000 kb) is shown. The ET12 profile (LMG 16656) is shown for

comparative purposes. See Table 2 for description of the strains.
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neck of bottles of soap and iodine of isolates of the B&B

clone. However, these bottles did not appear the source of

this pathogen; unopened bottles of the same batches did not

show any signs of these bacteria. It is noteworthy that several

B&B-infected patients did not occupy contiguous rooms,

adding further support for cross-contaminations between

staff and patients. Nevertheless, these samplings did not

identify the source of this clone in the ICU. Further

environmental sampling of water samples and air condition-

ing systems did not lead to the identification of this source.

Outdoor environments near the hospital were then investi-

gated but did not yield any isolates of this clone. However,

surface water samples coming from the Reyssouze river, a

large pond close to this river, and the sediment from the

overflow channel of this pond and connected to the

Reyssouze river, all located within 1 km from the hospital

and being close to a wastewater treatment plant, yielded

isolates of 2 species of Bcc, after an enrichment procedure,

that is, B. multivorans and B. vietnamiensis. These are the

first French outdoor strains of these 2 species, but several

isolates of these species from French cohorts of CF patients

have been reported by the “Observatoire National Burkhol-

deria cepacia” (C. Segonds and G. Chabanon, Hôpital

Rangueil, France).

To get further insights about the source of the B&B clone

and establish its proximity with virulent and transmissible B.

cenocepacia strains, MLST and phylogenetic analyses were

performed. Bcc recA molecular phylogeny confirmed the

recA RFLP typings, which related the B&B clone to the B.

cenocepacia IIIA subgroup and ET12 clone. In fact, the recA

sequences from the B&B clone and several strains of the

ET12 clone were found identical. However, the MLST

analysis grouped the B&B clone with strains of a sequence

type with no record of ET12-like isolates. This sequence type

was found to group strains isolated from radish in Mexico, a

non-CF patient (UK), and CF patients from Belgium, and the

Czech Republic (Baldwin et al., 2007). On the Bcc MLST

web site (http://www.pubmlst.org/bcc/), this sequence type

was further found to include strains isolated from several

Canadian and US CF patients, with the oldest strain isolated

in 1991. Fig. 5 shows the geographic repartition of B&B-like

strains and suggests a wide distribution among occidental

countries. Nevertheless, phylogenetic analysis of the con-

catenated set of MLST gene sequences could not resolve,

with a high level of confidence, the relationships between all

sequence types harboring ET12 strains and the one of the

B&B clone. To clarify this point, an additional genetic

marker of phylogenetic relationships among B. cenocepacia

was used. A gene encoding an ECF sigma 70 factor, named

ecfB (Menard et al., 2007a), was selected. ecfB gene

sequences were obtained from reference strains of the Bcc

and of the B&B clone. ecfB molecular phylogeny was then

investigated and compared with the ones inferred from recA

and the MLST genes sequences. The ecfB phylogenetic tree

resolved infra-specific relationships among the B. cenoce-

pacia IIIA recA PCR RFLP subgroup and showed the B&B

Fig. 5. Global geographic distribution of B&B-like strains of B. cenocepacia. Position of the circles indicates the country of origin of strains found to belong to

ST32 based on the Bcc MLST scheme and data available at http://www.pubmlst.org (in May 2009). Size of the circles is proportional to the number of strains

typed for each country, according to data on http://www.pubmlst.org and this study. Black circles indicate environmental strains, gray circles indicate non-CF

strains, and circles with black lines those isolated from CF patients. The B&B clone was considered as an equivalent of one strain per context, that is, one strain

for the environmental samples and one for the clinical ones.
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clone and ET12 strains to be closely related but part of

distinct lineages. PCR screenings of virulence genes among

the B&B clone were in line with this separation between the

B&B and ET12 strains. The B&B clone was found to harbor

most of the virulence genes tested including the BCESM

genomic island (Baldwin et al., 2004) but not the cblA gene,

which is known to be mainly found among ET12 isolates.

These data sets showed the MLST e-Burst analyses, ecfB

molecular phylogeny, and virulence genes distribution

analyses to be in agreement. The ecfB analysis was found

to have the advantage of making use of a single genetic

locus, reducing significantly the cost of such epidemiologic

investigations. However, it would now need to be validated

on a larger panel of bacterial strains to further confirm its

reliability as a tool to investigate infra-specific divergences

between other B. cenocepacia strains and clonal complexes.

It is noteworthy that the ecfB gene has the potential to be

used as a target for the development of a quantitative PCR

approach for the Bcc. Quantitative PCR would be very useful

to address issues such as the one of the viable but not

culturable state of these bacteria in outdoor and clinical

situations. About 97.5% of these bacteria found in river

surface waters were considered none culturable by a

fluororescent in situ hybridization method making use of a

16S rRNA DNA probe (Lemke and Leff, 1999).

Rarely Bcc strains involved in nosocomial outbreaks

were compared to CF isolates, but a large hospital outbreak

of pulmonary infections reported in 1999 showed that both

patient groups can be colonized by a same clone (Holmes

et al., 1999). In this outbreak, acquisition risk in the CF

patients was associated with significantly increased mor-

tality rates, suggesting that highly virulent CF epidemic

clones could emerge from the hospital environment. In our

investigation, the B&B clone was found related to several

CF isolates from various countries. These data thus

confirm the observations made by Holmes et al. (1999)

that both patient groups can be infected by a same clone or

clonal complex. However, this is not an evidence of similar

bacterial weapons or virulence expression profiles leading

to the observed pulmonary infections. Genomic refine-

ments involving selection of adaptive mutations or of novel

genes acquired by horizontal gene transfer events can

occur and lead to major differences between closely related

strains as reported among B. vietnamiensis (Menard et al.,

2007b). Such genomic refinements would now need to be

investigated between the nosocomial B&B clone and

closely related isolates from CF patients to further improve

our understanding of the differences between CF and non-

CF pulmonary tract infections.
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Partie B : Description des échantillonnages réalisés au niveau du 

centre hospitalier. 

 Afin de déterminer l’origine du clone B&B et/ou sa source environnementale, deux 

campagnes ont été réalisées à proximité du centre hospitalier Fleyriat: (A) au niveau du centre 

hospitalier (service de soin intensif, service de néphrologie, pelouses, eaux usées, lagunes 

d’épuration, air conditionnée...), (B) au niveau d'eaux provenant d'un bassin et d'une rivière, 

tous deux en aval de la station d'épuration reliée au CH-Fleyriat (Fig. 2). Ces différents 

prélèvements ont été traités selon une méthode adaptée du protocole de Vermis, et al. 2003. 

Afin de sélectionner l'espèce recherchée (B. cenocepacia) nous avons testé une dizaine de 

sources de carbone sur une trentaine de souches du Bcc (Tableau 1). Les résultats nous ont 

permis de démontrer que l'espèce B. cenocepacia utilise préférentiellement le L-arabinose et la 

L-thréonine. Nous avons donc utilisé le milieu sélectif de Vermis et al. (2003) avec comme 

seules source de carbone et d’azote ces deux composés. Quatre nouveaux génotypes de Bcc ont 

pu être identifiés au niveau du premier échantillonnage à proximité de l'hôpital (Annexe A1). 

L'analyse phylogénétique a permis de déterminer que ces souches étaient proches de l'espèce B.

cenocepacia cependant les analyses RFLP recA et l'analyse MLST ne nous ont pas permis de 

conclure quant à leur espèce d'appartenance (Annexe A2 et A3). Ces résultats confirment la 

difficulté d'identifier des souches de Burkholderia avec les techniques classiquement utilisées. 

Au niveau du service de soin intensif du centre hospitalier, aucune souche n'a été isolée à partir 

des prélèvements réalisés. Ce résultat démontre l'efficacité de la procédure de décontamination 

mise en œuvre après la période de l'épidémie. La seconde campagne (B) à été réalisée a la fin 

du mois de juillet 2006 sur des eaux et des boues d’une rivière (Reyssouze) proche de l’hôpital 

(Fig. 2). Seize isolats, positifs au niveau des cribles PCR recA et ecfB, ont été obtenus à partir 

des échantillons d’eau N°2, N°4, N°8 et de la boue N°1. La situation géographique de ces 

prélèvements est présentée au niveau de la Figure 2 et les prises de vue des sites présentant des 

échantillons positifs sont présentées dans la Figure 3. Les analyses PFGE ont permis de 

déterminer que ces 16 isolats représentaient 5 souches différentes (Bpoe733 pour l’échantillon 

N°2 et N°8, Bpoe734 et Bpoe735 pour l’échantillon N°4, Bpoe736 et Bpoe737 pour 

l’échantillon de boue N°1, e. g. publication précédente). Les analyses RFLP recA, le 

séquençage du gène recA et l’identification par le Vitek2 compact® ont permis d’identifier ces 

clones comme appartenant à deux espèces distinctes : B. vietnamiensis  (pour les souches 

Bpoe733, Bpoe736 et Bpoe737) et B. multivorans (pour les souches Bpoe734 et Bpoe735). Les 
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souches identifiées comme appartenant à l’espèce B. vietnamiensis ont été confirmées à l’aide 

de la PCR nifH développée dans notre équipe par Vlot, et al. 2002. Ces souches représentent les 

premiers isolats de B. vietnamiensis isolés de l’environnement sur le territoire français. 

Contrairement à l’espèce B. vietnamiensis, seulement une dizaine de souches de B. multivorans

on été isolées à ce jour, au niveau mondial, à partir de milieux non-hospitaliers. L’isolement de 

ces souches nous permettra donc d’augmenter le pool de B. multivorans provenant de 

l’environnement. Les travaux réalisés par Baldwin, et al. en janvier 2008 suggèrent que 

l’environnement serait un réservoir pour cette espèce, l’identification de ces deux souches 

pourrait nous aider à mieux comprendre l’écologie de cette espèce. 

Les Bcc semblent être assez répandues dans les environnements à proximité de l'hôpital 

cependant leur diversité semble assez faible dans les sols et les eaux prospectés. Le peu de 

souches obtenues au cours de ces campagnes d'échantillonnage ne nous permet pas de conclure 

quant à la structure génétique de la population de Bcc mais l'analyse en PFGE de toutes ces 

souches et la comparaison de ces profils avec celui du clone B&B nous indique que ce clone est 

absent des échantillons traités.  
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Fig. 2: Situation géographique de l’hôpital Fleyriat et lieux d’échantillonnage.  

Les lieux de prélèvements réalisés au niveau des eaux sont indiqués par des points rouges. Les deux prélèvements 

réalisés au niveau de boues sont représentés par des points rouge entourés de noir. 
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Tableau 1 : Sources de carbones utilisées par différentes souches de Burkholderia.  

souches espèces     D-Fucose     L-Arabinose    L-Thréonine    D-Cellobiose 

LMG 1222 B. cepacia  -  +  -  +/- 

LMG 14294 B. stabilis  -  -  -  - 

B&B clone B. cenocepacia -  +/-  +  +/- 

B&B clone B. cenocepacia -  +  +/-  - 

LMG 19240 B. cenocepacia -  +  -  - 

LMG 19230 B. cenocepacia -  +  -  - 

LMG 21461 B. cenocepacia -  +  +  - 

LMG 18832 B. cenocepacia -  +  +  + 

LMG 18830 B. cenocepacia -  +  -  - 

LMG 16654 B. cenocepacia -  +  +  - 

LMG 18826 B. cenocepacia -  -  -  - 

LMG 18828 B. cenocepacia -  -  +  - 

LMG 16656 B. cenocepacia -  +  +  - 

LMG 18829 B. cenocepacia -  +  +  + 

LMG 13010 B. multivorans  -  +  -  + 

LMG 16660 B. multivorans  -  +  +  - 

LMG 18822 B. multivorans  -  -  +  + 

LMG 16665 B. multivorans  -  +  +  + 

LMG 10929 B. vietnamiensis -  -  +/-  +/- 

ATCC 53617 B. vietnamiensis -  -  -  - 

Clo  B. vietnamiensis -  -  -  - 

LMG 16232 B. vietnamiensis -  +  +/-  - 

LMG 16228 B. vietnamiensis -  -  -  - 

LMG 17830 B. vietnamiensis -  +  +  + 

LMG 10823 B. vietnamiensis -  +/-  +  - 

AU 1458 B. vietnamiensis -  -  +  - 

AU 0913 B. vietnamiensis -  +/-  +  - 

AU 1160 B. vietnamiensis -  -  -  - 

AU 0749 B. vietnamiensis -  -  -  - 

AU 0829 B. vietnamiensis -  +  +  +/- 

LMG 18941 B. dolosa  -  -  +  + 

LMG 14191 B. pyrrocinia  -  -  +  + 

+ : croissance positive au bout de 48h, - : croissance négative au bout de 48h, +/- : croissance très faible (<0.3 

DO) au bout de 48h. Utilisation d’un milieu modifié de Vermis, et al. 2003 
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Fig. 3: Prises de vue des différents prélèvements positifs obtenus au cours des échantillonnages. 

Les noms des souches obtenues au cours de l’échantillonnage sont indiqués sous chaque photo. Les numéros 

indiqués sur les photos correspondent aux numéros des échantillons de la figure 2 
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Conclusions du chapitre 

L’épidémie nosocomiale survenue au sein du service de soins intensifs de l’hôpital Fleyriat a 

démontré la haute pathogénie et haute transmissibilité du clone B&B de l’espèce B. cenocepacia. 

Les études moléculaires ont permis de détecter de nombreux facteurs génétiques pouvant être liés à 

la virulence de ce clone (gènes de résistance aux antibiotiques, gènes du quorum sensing, flagelles 

etc.). Les analyses réalisées par phylogénie moléculaire ont démontré une proximité du clone B&B 

avec le clone épidémique ET12 responsable de pneumonies nécrotiques chez les patients CF. 

L’analyse MLST a mis en évidence une répartition mondiale du clone B&B avec une prévalence de 

celui-ci au niveau des patients CF français. A l’heure actuelle, une cinquantaine de génomes sont 

disponibles au sein du genre Burkholderia, dont quatre appartenant à l’espèce B. cenocepacia. Deux 

d’entre eux représentent la lignée PHDC (souches HI2424 et AU1054), un, la lignée ET12 (souche 

J2315) et le dernier, la lignée Midwest (souche PC184). Ces génomes disponibles ont été utilisés 

comme outils d’analyse comparative, dans le but d’identifier les configurations génétiques 

originales impliqués dans l’émergence du clone B&B. La virulence étant un processus complexe, il 

est nécessaire de considérer tant les gènes directement impliqués dans celle-ci que leurs régulateurs. 

Les facteurs sigma70 (�70) jouant un rôle majeur dans l’expression des gènes en fonction des 

conditions environnementales, un bilan de ces gènes au sein des génomes séquencés ainsi que chez 

le clone B&B a été réalisé. L’étude de la distribution des �70 et les phénomènes de réarrangements 

génétiques expliquant cette distribution inégale ont été déterminés. Les résultats obtenus ainsi que la 

démarche expérimentale mise en œuvre sont présentés dans le chapitre suivant. Certains des 

réarrangements génétiques observés ont pu être reliés à la présence d’éléments génétiques répétés 

de la famille des séquences d’insertion (IS) et à certains phénomènes d’acquisition d’éléments 

génétiques mobiles de type îlot génomique (IG). L’implication de ces deux phénomènes dans 

l’émergence du clone B&B a ensuite été étudiée dans les chapitres suivants. 
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Description de facteurs transcriptionnels alternatifs 

primaires et de remaniements génomiques des gènes 

codant des facteurs ECF au sein de la famille �70 des 

Burkholderia du complexe cepacia

1. Préambule : 

Ce chapitre a été le fruit de travaux collaboratifs sous la direction de Benoit Cournoyer 

impliquant une post-doctorante, Paulina Estrada de los Santos et un étudiant en formation 

doctorale, Aymeric Menard. Cette étude a permis d’effectuer un travail fondateur sur la 

problématique des facteurs transcriptionnels sigma70 (�70) chez les Bcc et a donnée lieu à une 

publication dans la revue BMC Genomics en septembre 2007. Ce travail a été utilisé comme 

référence pour entreprendre des études comparatives de la structure génétique des �70 au sein 

du Bcc dont les principaux clones de l’espèce  B. cenocepacia et du clone B&B.   

Au sein d’une même espèce, de nombreux caractères phénotypiques sont soumis à 

variation. Cette diversité phénotypique peut avoir plusieurs origines, elle peut impliquer des 

insertions d’éléments génétiques mobiles comme nous l’aborderons dans le chapitre suivant de 

ce travail de thèse mais peut également impliquer le gain ou la perte de gènes (facteurs de 

transcription, inhibiteurs) conduisant à un changement dans le profil d’expression des gènes 

impliqués. La structure génétique des familles de gènes régulateurs peut donner un aperçu des 

potentiels d’adaptation des microorganismes à diverses conditions de croissance. Une bactérie 

ayant une grande complexité génétique pour de telles familles est plus versatile et peut moduler 

plus rapidement l’expression de son patrimoine génétique. Les principales familles de 

régulateurs sont impliquées dans les étapes de transcription des déterminants génétiques e. g. 

système à deux composants, �70.  

La transcription bactérienne est réalisée par l’ARN polymérase ADN dépendante 

constituée de deux sous unités �, une �, une �’. Cependant, l’initiation de la transcription  

requière une cinquième unité, le facteur sigma (�), qui  se lie à cet ensemble pour former 

l’holoenzyme. Les facteurs sigma sont composés de différents domaines protéiques [1] leur 

permettant d’interagir avec la polymérase, les séquences promotrices ou d’autres facteurs 

régulant la transcription (Fig. A). Les facteurs sigma permettent la reconnaissance spécifique 

des différents types de promoteurs au sein d’un génome. Ils sont divisés en deux grandes 

familles, celle des sigma 54 (�
54

) et celle des sigma 70 (�
70

). Les �
54

 ont une fonction similaire 

aux �
70

mais une structure différente. Les �
54

 montrent une faible diversité génétique. Leur 
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distribution est restreinte à certains groupes bactériens et il y a rarement plus d’une copie de ce 

gène par génome. Chez les �
70

, nous pouvons retrouver jusqu’à une soixantaine de paralogues 

par génome bactérien. L’abondance relative des différents facteurs sigma au sein d’une cellule, 

leur affinité pour l’ARN polymérase et leur disponibilité (liaison à une protéine bloquant leur 

action : l’anti sigma) déterminent les groupes de gènes pour lesquels la transcription sera 

possible. L’ensemble des gènes régulés par un facteur sigma donné forme un sigmulon.  

Fig. A: Régions conservées des �70 et fonctions liées à la liaison à l’ADN. La région 1.1 inhibe la fixation du �70 à 

l’ADN, cependant d’autres régions du facteur �70 se lient aux boites -10 et -35 du promoteur. D’après Lonetto et 

al. (1998) [1]. 

Sur la base d’études phylogénétique et fonctionnelles les facteurs �
70

ont été classés en 

quatre groupes fonctionnels. Suivant les auteurs les frontières de ces groupes varient. Lonetto et 

al. [2] proposent de regrouper ensemble le facteur nécessaire pour la croissance bactérienne ou 

facteur primaire et les facteurs primaires alternatifs présents chez les actinobactéries qui 

viennent sous certaines conditions remplacer le facteur primaire. Dans un deuxième groupe 

sont regroupés les facteurs similaires au facteur RpoS d’E. coli notamment impliqués dans la 

vie en phase stationnaire. Le troisième groupe comprend les facteurs liés à la sporulation, la 

synthèse des flagelles et la réponse aux chocs thermiques. Enfin, le dernier groupe, de loin le 

plus important en nombre, comprend l’ensemble des facteurs impliqués dans les fonctions 

extracytoplasmiques (ECF). Les fonctions liées à ces facteurs sont très diverses et incluent 

notamment l’expression de facteurs de virulences [3, 4].  

Les eubactéries possèdent au moins un facteur sigma, le facteur primaire (à l’exception 

de Deinococcus radiodurans, [5]). Cependant, les autres facteurs ne sont pas systématiquement 

présents. Le nombre de facteurs au sein d’un même génome est très variable pouvant aller 

jusqu’à 63 dans le cas de S. coelicolor [6]. Les études portant sur un grand nombre de bactéries 

supposent qu’il existe une relation entre le nombre de facteurs sigma présents dans un génome 
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et l’écologie des bactéries considérées. Les bactéries pathogènes possèderaient moins de 

facteurs sigma que les bactéries libres. L’hypothèse est qu’une bactérie pathogène est moins 

soumise à des modifications des contraintes environnementales qu’une bactérie libre et qu’elle 

possèderait ainsi moins de facteurs pouvant moduler de façon globale l’expression de ses 

gènes. Il s’agit cependant d’une tendance, aucun seuil n’a pu être fixé [5].  

Une variabilité génétique au sein de la famille des facteurs �
70

peut s’observer au sein 

même d’une espèce [7]. Les facteurs ECF peuvent ainsi être des marqueurs d’une évolution 

récente des bactéries soumises à d’importantes variations de forces sélectives liées aux hôtes et 

environnements colonisés. Les Bcc pourraient donc avoir une structure génétique de cette 

famille qui serait variable et représentative des pressions rencontrées. 

En introduction, nous indiquions qu’au sein du genre Burkholderia, près de 53 génomes 

ont été séquencés. Ceci offre la possibilité d’identifier les facteurs �
70

présents au sein de ce 

genre et de mener une étude de leur distribution au sein des espèces. Nous avons ainsi pu 

évaluer la diversité de cette famille et apporter des éléments concernant sa plasticité chez les 

Bcc. Ces travaux ont permis d’identifier les �
70

liés spécifiquement au Bcc ou au genre 

Burkholderia. En comparaison avec d’autres agents pathogènes, notamment Pseudomonas 

aeruginosa, cette étude a permis d’identifier des facteurs sigma potentiellement impliqués dans 

la virulence chez les Bcc. Un nouveau marqueur, ecfB, décrit dans ce chapitre a été utilisé dans 

le chapitre précédent pour étudier la phylogénie du clone B&B [8]. Ces travaux constituent une 

première étape vers l’étude des sigmulons et de leur rôle dans l’écologie des Bcc. L’article qui 

suit présente la structure de la famille �70 chez les Bcc et certains aspects de son évolution. Il 

est suivi d’un travail complémentaire principalement dédié à la structure de cette famille chez 

le clone B&B. Dans cette section, certaines hypothèses émises dans l’article BMC Genomics

ont été testées. 
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BioMed Central

Abstract 

Background: The Burkholderia cepacia complex (Bcc) groups bacterial species with beneficial properties that can 

improve crop yields or remediate polluted sites but can also lead to dramatic human clinical outcomes among cystic 

fibrosis (CF) or immuno-compromised individuals. Genome-wide regulatory processes of gene expression could 

explain parts of this bacterial duality. Transcriptional �
70 

factors are components of these processes. They allow the 

reversible binding of the DNA-dependent RNA polymerase to form the holoenzyme that will lead to mRNA synthesis 

from a DNA promoter region. Bcc genome-wide analyses were performed to investigate the major evolutionary trends 

taking place in the �
70 

family of these bacteria.  

Results: Twenty �
70 

paralogous genes were detected in the Burkholderia cenocepacia strain J2315 (Bcen-J2315) 

genome, of which 14 were of the ECF (extracytoplasmic function) group. Non-ECF paralogs were related to primary 

(rpoD), alternative primary, stationary phase (rpoS), flagellin biosynthesis (fliA), and heat shock (rpoH) factors. The 

number of �
70 

genetic determinants among this genome was of 2,48 per Mb. This number is lower than the one of 

Pseudomonas aeruginosa, a species found in similar habitats including CF lungs. These two bacterial groups showed 

strikingly different �
70 

family architectures, with only three ECF paralogs in common (fecI-like, pvdS and algU). Bcen-

J2315 �
70 

paralogs showed clade-specific distributions. Some paralogs appeared limited to the ET12 epidemic clone 

(ecfA2), particular Bcc species (sigI), the Burkholderia genus (ecfJ, ecfF, and sigJ), certain proteobacterial groups 

(ecfA1, ecfC, ecfD, ecfE, ecfG, ecfL, ecfM and rpoS), or were broadly distributed in the eubacteria (ecfI, ecfK, ecfH, 

ecfB, and rpoD-, rpoH-, fliA-like genes). Genomic instability of this gene family was driven by chromosomal inversion 

(ecfA2), recent duplication events (ecfA and RpoD), localized (ecfG) and large scale deletions (sigI, sigJ, ecfC, ecfH, 

and ecfK), and a phage integration event (ecfE).  

Conclusion: The Bcc �
70 

gene family was found to be under strong selective pressures that could lead to 

acquisition/deletion, and duplication events modifying its architecture. Comparative analysis of Bcc and Pseudomonas 

aeruginosa �
70 

gene families revealed distinct evolutionary strategies, with the Bcc having selected several alternative 

primary factors, something not recorded among P. aeruginosa and only previously reported to occur among the 

actinobacteria.  
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1. Background 

Burkholderia cepacia complex (Bcc) bacterial species are �-proteobacteria that can be 

found in various environments including freshwater and plant rhizosphere. They are also the 

etiological agents of several human infections. This bacterial complex includes several closely 

related species or genomovars of Burkholderia that can be isolated from cystic fibrosis (CF) 

patients. These species can also be found in nosocomial infections. B. cenocepacia (Bcen) is a 

species of the Bcc that can lead to the "cepacia syndrome", a dramatic necrotizing pneumonia 

(for review see [1]). Three major B. cenocepacia epidemic clones have been described around 

the world: ET12, PHDC and Midwest [2-4]. Three strains of these clonal complexes (one of 

ET12 and two of PHDC) were sequenced by the Sanger Institute and the Joint Genome 

Institute, and are available on their respective web site. Several other Bcc and Burkholderia 

strains were sequenced or are in progress of getting sequenced (for a list see [5]). 

The ability at colonizing several biotopes is a character observed in the Bcc but also 

among other bacterial species like Pseudomonas aeruginosa of the �-proteobacteria. This 

versatility has been linked to an important diversity of regulatory processes including those of 

the �
70 

gene family [6]. Transcriptional �
70 

factors can bind reversibly to eubacterial DNA-

dependent RNA polymerase (RNAP) to form the holoenzyme, and enable its promoter-specific 

attachment. This holoenzyme can drive synthesis of mRNA (but the process could be regulated 

by several transcriptional repressors [7] and activators [8]). Through evolution, selective 

pressures seem to have favoured the emergence of several paralogous lineages of �
70

, and these 

factors became a central component of bacterial adaptability to changing environments 

including host colonization. This resulted in the observation of some sort of relation between 

the lifestyle of bacteria and the number of genes encoding �
70 

factors in their genome. For 

example, 65 �
70 

gene sequences were detected among the genome of Streptomyces coelicolor 

[9] which is ubiquitous and morphologically complex but only one in Mycoplasma spp. which 

are host- and disease-specific [10,11]. Among Pseudomonas aeruginosa, a species sharing 

several niches with the Bcc, 23 �
70 

gene sequences have been reported [6]. Generally speaking, 

�
70 

factors can be divided into four groups according to sequence similarities and promoter-

recognition specificities [12,13]: (1) the essential primary sigma factors, involved mainly in 

exponential growth, and the alternative actinomycetal sigma factors; (2) the stationary phase 

factors; (3) the factors involved in sporangium development, flagellin synthesis and heat shock 

response, and (4) the extracytoplasmic function sigma factors (termed ECF). All these factors 

are in competition for the same RNAP core enzyme [14]. Genes under the control of a same 

sigma factor are termed to be part of a same sigmulon. 

Here, we report the first global analysis of the �
70 

gene family among the Burkholderia 

cepacia complex. The first fully sequenced Bcc genome of B. cenocepacia (strain J2315 of the 

ET12 epidemic clone) was used as the reference sequence for this study. 
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2. Results and Discussion 

2.1. Detection and number of �
70 

gene sequences in Bcen-J2315 genome 

�
70 

TBLASTN searches of B. cenocepacia strain J2315 (Bcen-J2315) genome sequence 

were performed. First, searches making use of ten �
70 

factors of the main groups of this family 

were carried out. Then, a second round of TBLASTN searches using all B. cenocepacia factors 

detected in the initial screening was done. This led to the identification of twenty �
70 

gene 

sequences, thirteen on chromosome 1, seven on chromosome 2, and none on chromosome 3 

(Table 1). All genomic regions harbouring �
70 

coding sequences (CDS) were analysed by the 

testcode programme, to identify their corresponding ORF. In the case of the presence of 

multiple initiation codons, the ORF showing the longest CDS was selected. All the defined �
70 

gene sequences and their position on the Bcen-J2315 genome are listed in Table 1. Given the 

genome size of Bcen-J2315 (8,056 Mb), an average of 2,48 �
70 

gene sequences per Mb was 

computed. This number of sigma genes is slightly lower than the number reported in P. 

aeruginosa (23 �
70 

in strain PA01, genome size of 6,26 Mb) for which an average of 3,67 �
70 

genes per Mb was calculated. It is also lower than the one of the genome of Streptomyces 

coelicolor strain A3(2) (8,67 Mb) which has a similar genome size. However, S. coelicolor has 

a very distinct morphology (being hyphal and producing spores) and ecology. This simplistic 

analysis suggests that bacteria like the Bcc and P. aeruginosa, which are sharing several 

habitats, have similar number of �
70 

gene sequences. However, the composition of these 

families was found to be quite different (as described in the next sections). 

2.2. Classification of �
70 

gene sequences of Bcen-J2315 into functional categories 

Translated amino acid (AA) sequences from Bcen-J2315 �
70 

coding sequences were 

positioned among the main eubacterial �
70 

lineages, using a decisional �
70 

Neighbor-Joining 

(NJ) phylogenetic tree limited to key sequences (Fig. 1b). This phylogenetic tree divides the �
70 

gene family into four groups (see [13]): (1) one grouping the primary (mainly RpoD) and 

alternative primary actinomycetal factors, (2) one grouping the stationary phase factors (mainly 

named RpoS), (3) one the heat shock (RpoH), flagellin (FliA), and cellular differentiation 

(WhiG) factors, and (4) one grouping factors involved in extracytoplasmic functions (named 

ECF factors). All these groups are supported by high bootstrap values. This phylogenetic tree 

allowed to allocate 14 of the Bcen-J2315 �
70 

gene sequences into the ECF (see Table 1). The 

ECF group is often the most important in number, and is the main group involved in bacterial 

responses toward changing environmental conditions. ECF sequences represent 66% of the �
70 

gene sequences of the Bcen-J2315 genome, a number which is lower than the one observed in 

P. aeruginosa (82%) [6,15]. Two deduced AA sequences, EcfA1 and EcfA2, are 100% 

identical in Bcen-J2315, and their respective genes are positioned on two identical DNA strands 

of 40 kb that are diametrically opposed on chromosome 1 (see section on ecfA for further 

details). For the remaining 6 factors, three were allocated to group 1 (SigE, SigI and SigJ), one 

to group 2 (SigK), and two to group 3 (SigL and SigM). Bcen-J2315 deduced �
70 

factors 

conserved domains were revealed by CDD analyses (Fig. 2). Four conserved domains (regions 

1 to 4) were described [12] among the �
70 

family, with region 1 being sub-divided into R1_1 

and R1_2. Bcen-J2315 SigE, I and J contain all four regions. Regions 2 and 4 were identified in 
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Bcen-J2315 deduced SigL, SigM and SigK sequences but only a full region 3 was found in 

SigM and SigK. Sub region 1_1 was detected in SigK. Only regions 2 and 4 were detected 

among the ECF factors.
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Figure 1b: Allocation of B. cenocepacia strain J2315 � 70 deduced factors into the main � 70 gene family 

phylogenetic groups. All Bcen-J2315 deduced amino acids sequences from �70 coding sequences were added to 

the frame of the Lavire et al. [13] multiple alignment. A Neighbor-joining phylogenetic tree was computed from 

this multiple alignment. Distances on this tree are proportional to evolutionary divergences expressed in 

substitutions per 100 sites. The Bcen-J2315 sequences were allocated to one of the following phylogenetic groups: 

group 1, the essential primary factors, and alternative primary factors of the actinobacteria; group 2, stationary 

phase factors of the RpoS type; group 3, factors involved in heat shock response, flagella synthesis or cellular 

differentiation, and group 4, factors involved in extracytoplasmic functions (ECF).

2.3. Molecular phylogeny of Bcen-J2315 primary, stationary, and stress response/cellular 

differentiation/flagellin synthesis �
70 

gene sequences 

The NJ tree of Fig. 1 could not be used to asses accurately the phylogenetic 

relationships among each of the main �
70 

phylogenetic groups. The phylogenetic resolution of 

the �
70 

family appeared to be more robustly determined by splitting the dataset into two subsets 

corresponding to ECF and non-ECF (primary, stationary, and stress response/cellular 

differentiation) deduced �
70 

AA sequences. 

Reliable phylogenetic positioning of Bcen-J2315 deduced �
70 

factors was performed by first 

extracting all AA sequences in the databases showing significant similarities with these factors. 

These sequences were then added to the multiple alignment obtained by Lavire et al. [13], and a 

NJ phylogenetic tree was inferred (Fig. 3). Names of lineages used in Lavire et al. [13] were 

kept. The NJ tree of non-ECF AA sequences is divided into three major clusters of paralogs, 

matching the non-ECF categories described in the above section (groups 1, 2 and 3). All these 

paralogous �
70 

sequences appear to have emerged early in the evolution of the eubacteria. The 

SigE/RpoD (group 1), SigM/FliA and SigL/RpoH homologs (group 3) were detected among at 

least the �-, �-, and �-proteobacteria, suggesting an emergence prior to the diversification of 

these bacterial groups. However, the group 2 factors (RpoS) were found restricted to �-

proteobacteria and �-proteobacteria. 
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Figure 2: Conserved regions among B. cenocepacia strain J2315 � 70 factors.  

These regions were detected by CDD (Conserved Domain Detection [42]). R1.1: 

region 1.1 can modulate or prevent DNA binding by regions 2 and 4 when the 

sigma is unbound by the core RNA polymerase; R2: region 2 contains both the -

10 promoter recognition helix and the primary core RNA polymerase binding 

domain. R3: region 3 is primarily involved in binding to the core RNA 

polymerase. R4: region 4 is involved in binding to the -35 promoter region. 

2.3.1. The primary and alternative primary �
70 

factors phylogenetic radiation (group 1) 

In the NJ tree of non-ECF �
70 

factors (Fig. 3), the group of primary and alternative 

primary factors was found divided into 7 distinct and significant lineages: C, D and E 

corresponding to the essential eubacterial primary factors, G and H being representatives of the 

alternative primary factors lineages of the actinobacteria, and I and J being two novel lineages. 

Bcen-J2315 SigE and its Burkholderia orthologs are found to be part of cluster E, the RpoD 

lineage of essential sigma factors of the proteobacteria, and were thus renamed RpoD. A B. 

dolosa strain AU0158 RpoD-like sequence appeared distantly related to other Burkholderia 

deduced RpoD but a closer look at its gene structure showed a frameshift probably due to a 

sequencing mistake. An additional copy of the rpoD gene was detected in the B. xenovorans 

genome (Fig. 3). This copy shows a deduced AA sequence significantly different from the ones 

of the sigE/rpoD Burkholderia orthologs, suggesting either acquisition by an horizontal transfer 

event or an ancient duplication event prior to the diversification of the �-proteobacteria. 

Bcen-J2315 SigI and SigJ deduced sequences and their orthologs revealed two novel lineages 

of group 1 factors which are restricted to the Burkholderia genomes (Fig. 3), and were thus 

termed alternative Burkholderia primary factors. The sigJ coding sequence was not detected in 

B. xenovorans and B. cenocepacia PC184 genomes (Table 2 and see section on genomic 

rearrangements). However, sigJ DNA probings of Bcc genomic DNA blots showed a broad 
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distribution among the Bcc (including B. cepacia, B. cenocepacia, B. stabilis, B. dolosa, B. 

vietnamiensis, B. multivorans and B. pyrrocinia) (Table 2). sigI was not detected in the 

genomes of the Bcc strain 383, of B. xenovorans, and of B. pseudomallei and its closely related 

genomes (see section on genomic rearrangements). Nevertheless, Bcc DNA blot analyses using 

sigI DNA probes showed this gene largely distributed in the Bcc (Table 2). In B. xenovorans 

LB400 genome, sigI and sigJ were not detected but another lineage of alternative Burkholderia 

primary factors was found. The presence of coding sequences of such factors can thus be 

considered a common feature of Burkholderia genomes. Alternative primary factors were never 

detected in P. aeruginosa. In fact, this is the first report demonstrating the presence of 

alternative primary factors among bacteria outside the actinomycetes. The function of these 

alternative primary factors is unknown but they possess all the domains found among the RpoD 

factors i. e. -10 and -35 promoter recognition domains, RNA polymerase binding domains, etc 

(Fig. 2). These factors could be replacing the primary one under growth conditions inhibiting 

its expression or functioning (potentially certain antibiotics). 

2.3.2. The stationary phase �
70 

factors phylogenetic radiation (group 2) 

The group 2 phylogenetic radiation is divided into two clusters (supported by 96% and 

97% of the bootstrap replicates, respectively) which match the diversification of the 

proteobacteria into the � and � subgroups (Fig. 3). Bcen-J2315 sigK deduced amino acids 

sequence is clustered with the �-proteobacteria RpoS deduced sequences (and was thus 

renamed rpoS). In B. cepacia and B. pseudomallei, RpoS was shown to be implicated in 

oxidative stress response, to be induced by heat shock treatments, and upon carbon starvation 

[16,17]. No RpoS-like coding sequence was detected in any �-proteobacterial or other 

eubacterial genomes. Among the actinomycetes, the stationary phase factors are known to be 

part of a fifth group of sigma factors which was not considered in this study i.e. the lineage of 

actinomycetal stress response and stationary phase factors (including sequences like S. 

coelicolor RpoX, Mycobacterium tuberculosis SigF, etc) [18,19]. This group is not closely 

related to group 2. Misleading automatic annotations of several RpoS gene sequences were 

observed in Borrelia, Bacteroides, Blastopirellula, Rhodopirellula, Moorella or Aquifex 

genome; their deduced factors did not group in the RpoS cluster (data not shown). To clarify 

this situation, we suggest the use of the name rpoS only for sequences of the group 2 �
70 

factors 

from the �- and �-proteobacteria. The restricted distribution of RpoS gene sequences and their 

close phylogenetic proximity with Group 1 sequences (primary and alternative primary factors) 

suggest a likely emergence of rpoS from an ancestral group 1 sequence. A duplication of the 

highly conserved eubacterial rpoD gene probably led to this paralogous group. Alternative 

primary factors described in the above section might have evolved from similar but more recent 

duplication events. 

The emergence of rpoS can be considered a key event in the evolution of the eubacteria. 

Molecular phylogenies of RpoD (group 1), and FliA-like and RpoH-like sequences (group 3) 

(Fig. 3) suggest an early diversification of the �-proteobacterial sequences from those of the �- 

and �-proteobacterial sequences. This can also be inferred from other datasets e.g. rrs and 

concatenation of essential proteins [20]. The emergence of rpoS matches the separation of the 

�-proteobacteria (no rpoS – ancestral state) from the �- and �-proteobacteria (harbouring rpoS). 
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2.3.3. The stress response/cellular differentiation/flagellin synthesis �
70 

factors 

phylogenetic radiation (group 3) 

Group 3 is polyphyletic and divided into two groups, one corresponding to FliA-like sequences, 

and one corresponding to RpoH-like ones (supported by 100% of the bootstrap replicates). 

Bcen-J2315 sigM deduced AA sequence belongs to the FliA subgroup, whereas Bcen-J2315 

sigL deduced AA sequence groups with the RpoH-like sequences (Fig. 3). A sigM (fliA) 

homolog was confirmed to be involved in motility among the Burkholderia [21]. 
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Figure 3: Neighbor-Joining phylogenic tree of non-ECF � 70 factors.  

The �70 sequences were from [13] or were retrieved from sequenced Burkholderia genomes or the GenBank database. Within a single species only 

one ortholog per sigma lineage was kept. A total of 178 sites were analyzed (with global removal of gap-containing sites). Distances are 

proportional to evolutionary divergences expressed in substitutions per 100 sites. Bootstrap values higher than 85% are given. Sub-groups are 

defined in the text. (*) B. xenovorans LB400 alternative primary factor. (**) additional copy of rpoD found in B. xenovorans LB400 genome. (***) 

Deduced B. dolosa AU0158 RpoD sequence that probably contains a frameshift due to a DNA sequencing mistake. Main phylogenetic groups of 

non-ECF factors are indicated on the figure: group 1, primary and alternative primary factors; group 2, stationary phase factors; and group 3, heat 

shock (RpoH), flagellin (FliA), and cellular differentiation factor 
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2.4. Molecular phylogeny of Bcen-J2315 extracytoplasmic functions �
70 

gene sequences 

(group 4) 

Phylogenetic relationships among the ECF cluster are presented in Fig. 4. All database 

sequences closely related to Bcen-J2315 putative ECF were considered in this analysis. A first 

round of phylogenetic analysis allowed the identification of all database factors related to 

Bcen-J2315 ECFs. A second round of analyses was then performed by limiting the dataset to 

a set of selected sequences representative of the main phylogenetic trends observed. Fig. 4 

shows the best NJ tree obtained. Its structure is not supported by high bootstrap values but all 

sub-groups of ECFs are supported by high ones. EcfA, EcfC and EcfI deduced AA sequences 

are the only Bcen-J2315 ECF factors having homologs in the P. aeruginosa genomes. 

2.4.1. ecfA: evidence of an ET12 clone-specific duplication event 

EcfA-like deduced sequences are found in several proteobacterial genomes but could 

not be detected in the ones of �-proteobacteria (Fig. 4). Surprisingly, B. vietnamiensis and 

Burkholderia sp. 383 deduced EcfA sequences were found to group apart from other EcfA-

like sequences belonging to the Burkholderia (Fig. 4); making these sequences closer relatives 

of a Ralstonia homologous sequence. ecfA encodes a factor highly similar to the well-

characterized AlgU factor of P. aeruginosa which is involved in alginate biosynthesis [22]. 

However, the B. cepacia homolog of EcfA was recently shown not to be involved in 

exopolysaccharide biosynthesis and onion pathogenicity. It was found involved in the 

adaptation to heat stress and phosphate starvation [23]. Interestingly, the ecfA gene sequence 

was found in two copies in the Bcen-J2315 genome. These two copies are harboured by 

identical 40 kb DNA fragments delimited, on one hand, by an IS element. 

To trace back the ecfA duplication event in B. cenocepacia, a PCR strategy was built. 

PCR primers were defined for each hand of the duplicated 40 kb regions containing the ecfA 

copies (Fig. 6a). PCR products from the B and C primers (Table 3), targeting the duplicated 

region containing the ecfA2 allele, were obtained for all but the LMG 18863 strain of the 

ET12 clonal complex; a strain confirmed to be a member of the ET12 clone by PCR screening 

of the BCESM and cblA loci (data not shown, see [24]). PCR products amplified with the A 

and B primers (Table 3), targeting the end of the DNA region affected by the ecfA duplication 

and its linked chromosomal inversion, were obtained for this latter ET12 strain and the non-

ET12 B. cenocepacia isolates. B. cenocepacia PHDC strains (AU1054 and HI2424) and B. 

cenocepacia PC184 genomes harboured only the ecfA1 allele. The ET12 LMG 18863 strain, 

which was not found to harbour the 40 kb ecfA-duplicated region, could have either reverted 

to its previous genetic organization or could be a more ancestral representative of the ET12 

clonal complex. These data suggest that duplication of the ecfA 40 kb locus could have 

contributed to the radiation of the ET12 complex. 

Bcen-J2315 chromosome 1, was compared to chromosome 1 of Burkholderia sp. 383 

using the Promer tool according to Kurtz et al. [25]. This tool provides large scale DNA 

sequence analysis. ORFs were automatically detected and similar ones were plotted on Fig. 

6b. This analysis detected two inversion events on these chromosomes. To determine the role 

of ecfA-40 kb region in these duplication events, the chromosome 1 region was inverted 
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manually between the two 40 kb duplications and compared with Burkholderia sp. 383 

chromosome 1 (Fig. 6c). In this way, only the first inversion is detected, indicating that the 40 

kb duplication was implicated in the large scale inversion of Bcen-J2315 chromosome 1. One 

border of the 40 kb duplication was found to harbor an Insertion Sequence (IS) named 

ISBcen8 according to the IS Database [26]. This IS could have played a role in the duplication 

event that led to the inversion of an important part of chromosome 1 of ET12 strains. This 

insertion sequence is found (with at least 99% identity) in seven copies on chromosome 1, 

two copies on chromosome 2, and 3 copies on chromosome 3. The ORF encoding the 

transposase of this IS was identified with ORF finder and confirmed by GC skew analysis. 

IS492 from the IS110 family (ORF: 34% identity, 52% similarity) was found to be the closest 

phyletic neighbour of this IS. 

In several species such as P. aeruginosa, Salmonella typhi or Bordetella pertussis, 

genome rearrangements were found associated with infectious outbreaks [27-29]. Hughes et 

al. [30] suggested that rearranged genomes could allow to overcome the immune system of 

the host. The ecfA 40 kb locus could thus have contributed to the emergence of the hyper-

virulent ET12 infra-specific clonal complex by driving a large scale inversion of chromosome 

1. 

2.4.2. ecfB: involvement in temperature-dependent processes 

This ECF lineage has a broad distribution (Fig. 4). Related genes could be found in the 

� and �-proteobacteria. ecfB DNA probings of Bcc genomic DNA blots confirmed its large 

distribution in the Bcc (Table 2). The deduced EcfB protein is phylogenetically closely related 

to PrtI which is involved in a temperature dependent regulation of certain proteases [31]. 

However, no gene at the proximity of ecfB was found to encode a protease in Bcen-J2315 and 

other Burkholderia genomes. Such a situation was also observed for the PrtI-like locus of the 

P. putida genome [6]. ecfB could thus be involved in temperature dependent regulatory 

processes but seems to have been recruited for the regulation of other protein families than 

proteases. 

2.4.3. ecfC and ecfI: ECF gene sequences involved in iron-uptake 

The ECF NJ tree (Fig. 4) shows Bcen-J2315 deduced EcfI sigma factor to group with 

the PvdS factor from Pseudomonas aeruginosa, and the EcfC deduced factor to group with 

FecI-like factors. EcfI was previously shown to be involved in siderophore (ornibactin) 

biosynthesis [32] (EcfI being named OrbS in this latter article). Here, it is found to have a 

broad distribution (Fig. 4). FecI was shown to be involved in the regulation of iron dicitrate 

uptake in E. coli [33]. In other bacterial species, the fecIRA system can regulate iron uptake by 

other siderophores than citrate [34]. Phylogenetic analysis of EcfC/FecI homologs suggests an 

emergence of this particular sub-group after the diversification of the �-proteobacteria (no fecI 

homologs) from the other proteobacteria. Interestingly, FecI-like factors represented 26% of 

P. aeruginosa deduced ECF factors, and 68% of those of P. putida [6]. Among P. aeruginosa 

and P. putida, these systems were all physically linked to genes involved in the synthesis of 

outer membrane siderophore receptor proteins. The high numbers of FecI paralogs in these 

two pseudomonads were considered indicative of a shared ability at colonizing certain niches 

that require distinct iron uptake systems or particular interactions with siderophores [6]. In the 
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case of the Bcc, a single FecI-like factor was detected. The ecfC gene, encoding this factor, 

was found physically linked to fecR- and fecA-like gene sequences. FecI can interact with 

FecR to activate the fecABCDE operon involved in the transport of extracellular Fe(III)-citrate 

complexes to the cytoplasm. FecR interaction is modulated by FecA which will activate the 

FecIR interactions after perception of Fe(III)-citrate complexes. TBLASTN searches using 

FecR were performed on selected Bcc genomes to ensure that no FecIRA-like system was 

missed during our analyses. These searches did not detect any other FecIRA system in Bcen-

J2315, B. vietnamiensis, B. dolosa, and B. ambifaria genomes. Other TBLASTN searches 

using HemO, CirA, Has, HxuC, and P. aeruginosa SigX, FiuI, PigD, and PupI-homologs 

were performed to complete this analysis. None of these BLAST searches revealed novel 

coding sequences involved in haem- or iron-uptake [6] in Bcen-J2315. 

Interestingly, B. cenocepacia was recently shown able to get its iron from ferritin by 

proteolytic degradation of this iron-binding protein. B. cenocepacia is apparently the only 

known pathogenic bacteria able to use ferritin as an iron source [35]. The iron uptake 

strategies selected by P. aeruginosa and the Bcc are thus quite different; with P. aeruginosa 

showing a greater versatility in ECF regulated processes. 
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Figure 4: Neighbor-Joining phylogenic tree of ECF � 70 factors.  

The sequences were retrieved from sequenced Burkholderia genomes or the GenBank database. Within one species, when sequences were 

orthologs, only one sequence per sigma factor was kept. A total of 746 sites were analyzed (with pairwise deletion of gap-containing sites). 

Distances are proportional to evolutionary divergences expressed in substitutions per 100 sites. Bootstrap values higher than 85% are given. 

Distribution among other proteobacterial groups is indicated. Likely role of the identified ECF factors is indicated. 
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2.4.4. ecfD, ecfE, ecfG, ecfH, ecfL and ecfM loci: unknown physiological implications 

The physiological processes involving these regulatory factors remain unknown. 

However, their distribution and evolutionary history reveal several observations suggesting 

that they play significant roles. 

EcfD is grouping with ECF factors deduced from genomes of other proteobacterial 

groups (� and �) but not �-proteobacterial ones. ecfD DNA probings of Bcc genomic DNA 

blots showed a large distribution in the Bcc (Table 2). EcfE is not grouping with ECF factors 

from other proteobacteria but is closely related to � factors found among Solibacter usitatus 

and Cytophaga hutchinsonii. ecfE DNA probings gave positive hybridization signals on B. 

cepacia, B. cenocepacia, B. stabilis, B. dolosa and B. pyrrocinia genomic DNA blots (Table 

2). However, restricted genomic DNA from all strains of B. multivorans and B. vietnamiensis, 

tested in this study, did not yield positive hybridization signals with the ecfE probe. Phage 

DNA might have played a role in the loss of ecfE in these bacterial species (see section on 

genomic rearrangements). Surprisingly, the ecfE deduced AA sequence of B. dolosa AU0158 

was found distantly related to other homologs of the Bcc. EcfG is significantly grouping with 

� factors deduced from other �- and �-proteobacterial genomes but not with �-proteobacterial 

ones. In this case, a deletion of ecfG-like sequences probably occurred early in the evolution 

of the �-proteobacteria. Concerning the deduced AA sequences of ecfK and ecfH coding 

regions, homologs could be detected in genomes of the three main proteobacterial groups 

(�,�, and �). Bcen-J2315 EcfH deduced homologs were mainly found in genomes of �-

proteobacteria but a sequence was also detected among one �-proteobacterial genome, the one 

of Pseudomonas fluorescens. ecfH was not detected in the B. vietnamiensis G4 and B. 

ambifaria AMMD genomes (see section on genomic rearrangements). EcfK homologs were 

found in other Burkholderia genomes and in the one of a species of Polaromonas, which is 

also part of the �-proteobacteria. ecfK was not detected in the B. vietnamiensis G4 and B. 

ambifaria AMMD genomes (see section on genomic rearragements). EcfL is clustered with 

ECF without any known function but encoding a TPR (Tetratricopeptide repeat) motif 

involved in protein-protein interactions. This motif is not found in EcfL and its related 

Burkholderia ECF factors. In fact, deduced EcfL-like sequences retrieved from B. ambifaria 

AMMD, B. cenocepacia PC184 and B. pseudomallei 668 genomes are misleadingly annotated 

with a TPR repeat motif in the databases. EcfL coding gene sequences are found in the 

genomes of the actinobacteria and proteobacteria with the exception of the �-proteobacterial 

ones. EcfM deduced orthologs were found among most proteobacterial sub-groups with the 

exception of B. pseudomallei and closely related species. 
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2.4.5. ecfF and ecfJ: evidence of Burkholderia-specific lineages 

EcfF and EcfJ are distinct deduced �
70 

factors which do not group on the NJ tree (Fig. 

4) with any of the previously described ECF sigma factors available in the databases. They 

can thus be considered Burkholderia-specific. However, ecfJ was not detected in the genome 

of B. xenovorans LB400. The processes making use of these ECF factors remain unknown. 

2.5. Genomic rearrangements of �
70 

genetic loci among Bcc sequenced genomes 
Inside the Bcc, syntheny analyses of the �

70 
genetic loci were performed using ACT 

[36]. Some of these results are shown in Fig. 5. sigE, sigL, sigM, sigK, ecfA, ecfB, ecfD, ecfF, 

ecfJ, ecfL and ecfM genetic loci were conserved over at least 10 kb (upstream and 

downstream) among the tested Bcc genomes. ecfB is located 5,5 kb upstream ecfM. sigI, sigJ, 

ecfC, ecfF, ecfG, ecfH, ecfI, and ecfK loci were affected by various genomic rearrangements. 

ecfA, ecfB and ecfF are physically linked to anti-sigma gene sequences. Three major 

categories of genomic rearrangementswere defined, one leading to a loss of a sigma gene 

through unknown processes, one leading to a loss of a sigma gene through integration of 

phage DNA, and one leading to a reorganization of the genetic environment surrounding the 

sigma gene. 
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Figure 6: The ecfA (rpoE) gene duplication. (a) PCR analysis of the duplicated 40 kb ecfA region among Bcc genomes. 

Strains used are described in Table 2. PCR primers are presented in Table 3. The DNA size marker is shown. Orientation of 

the PCR primers is indicated in the b and c sections. B/C primers detect the Bcen-J2315 configuration (duplication event)-

ecfA2 allele, and A/B primers detect the Burkholderia sp. 383 configuration (no inversion). (b) and (c) Promer plot 

comparison of Burkholderia sp. 383 chromosome 1 against either (b) Bcen-J2315 chromosome 1 or (c) the partially inverted 

Bcen-J2315 chromosome 1. inverted region #1 an inverted region #2 of Bcen-J2315. ISBcen8 position is indicated. 

Promer analyses were performed according to [25]. 
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2.5.1. Loss of �
70 

gene sequences in the Bcc: cases of ecfC, ecfG, ecfH, ecfK, sigI, and 

sigJ loci 

In this category, in one instance, a very precise deletion of a sigma gene and its 

respective anti-sigma was observed. This situation was observed for ecfG and its anti-sigma in 

the B. vietnamiensis G4 genome. However, in most instances, the loss of a sigma gene was 

concomitant to the loss of important pieces of DNA. sigI and sigJ are, in fact, found deleted in 

respectively Burkholderia sp. 383, and B. cenocepacia PC184, and the extension of the 

deleted regions were respectively of 20 and 150 kb. Loss of ecfH in B. vietnamiensis G4 and 

B. dolosa AU0158 genomes were also associated with the deletion of a DNA region (9 and 12 

kb, respectively). In the case of the ecfK locus, which is found at the proximity of a pilus 

synthesis cluster and genes involved in the synthesis of an alkylhydroperoxidase (Fig. 5b), its 

deletion involved a loss of about 7 kb in the genomes of B. vietnamiensis G4 and B. ambifaria 

AMMD. Interestingly, the configuration of these latter deletions were identical in these two 

genomes, suggesting that it had either occurred prior to the separation of these bacteria into 

two distinct species or involved similar processes. ecfC deletion event was observed among 

several genomes but the extent of the deletion events was variable. Nevertheless, one border 

was always conserved. ecfC (fecI-like) is deleted in B. vietnamiensis G4, B. ambifaria 

AMMD and B. dolosa AU0158 genomes (Fig. 5a). Part of the deletion concerned genes 

involved in iron-uptake. These genomic rearrangements of the ecfC genetic cluster could 

explain the differences observed between B. cepacia and B. vietnamiensis in response to iron 

starvation. B. vietnamiensis was only found to produce ornibactin under iron starvation while 

B. cepacia clinical isolates could also produce pyochelin and cepabactin [37]. Among the B. 

ambifaria and B. dolosa ecfC loci, 4 to 6 ORFs, over the eleven likely involved in iron-uptake 

in Bcen-J2315, were found conserved. One of these was found encoding a citrate symporter 

involved in the transport of Fe(III)-citrate complexes. To our knowledge, it is not yet known 

if B. ambifaria and B. dolosa ecfC loci are functional. 

2.5.2. Loss of ecfE in B. vietnamiensis: involvement of phage DNA 

Concerning this second category, syntheny analysis showed the Bcen-J2315 ecfE 

region to have been modified by the integration of phage DNA in B. vietnamiensis strain G4. 

In this genome, ecfE and an overall 5 kb region are replaced by phage DNA. All genes 

upstream the tRNA gene of the ecfE region are conserved. The loss of ecfE in B. 

vietnamiensis was confirmed by DNA blot analyses (Table 2). All restricted genomic DNA of 

the B. vietnamiensis strains tested did not show any DNA hybridization with an ecfE probe. 

Similarly, no positive hybrization signal could be obtained on B. multivorans DNA blots 

(Table 2), while positive signals were obtained for the other Bcc species. It is not known if the 

integration of phage DNA was involved in the deletion of ecfE among the B. vietnamiensis 

and B. multivorans strains analysed by DNA probings. However, we consider that this is 

highly probable. 
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2.5.3. Reorganized �
70 

genetic loci in the Bcc: cases of ecfI and ecfE loci 

Concerning this third category, two cases were observed. One concerned the ecfI 

(pvdS homolog) region, and the other one the ecfE region. Regarding ecfI and its related 

genetic cluster, the ornibactin biosynthesis cluster, genes upstream ecfI are found deleted in B. 

vietnamiensis G4, B. cenocepacia HI2424 and AU1054 genomes, and translocated elsewhere 

in the Burkholderia sp. 383 genome. Genes involved in fimbrial synthesis, and the synthesis 

of a two component system were partly affected by these rearrangements (see Fig. 5d). 

Similarly, the ecfE region and three of its neighboring genes proximal to a tRNA gene 

sequence in B. cenocepacia J2315 chromosome 1 were translocated into a distinct region of 

the genome of Burkholderia sp. 383, while all other genes were kept in place (Fig. 5c). 
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3. Conclusion 

This paper was dedicated to the analysis of the �
70 

gene family, its architecture and 

plasticity, through an analysis of about 20 genome sequences of the eubacterial Burkholderia 

genus. Emphasis was made on a bacterial group of this genus which is named the 

"Burkholderia cepacia complex" or Bcc. Several epidemic clones have been described in the 

Bcc, including bacteria responsible of the "cepacia syndrome", a dramatic necrotizing 

pneumonia. The great versatility of these Bcc species could be linked to an important 

diversity in regulatory processes including those of the �
70 

gene family. The �
70 

gene family is 

widely distributed among the eubacteria, and probably emerged early in bacterial evolution. 

Duplication events led to the emergence of several Bcc �
70 

paralogs which were found limited 

to certain bacterial groups like the proteobacteria, Burkholderia, the cepacia complex, and 

particular Bcc species or strains. This gene family was found to be under strong selective 

pressures that could lead to acquisition/deletion (ecfE, ecfG, sigI, sigJ, ecfC, ecfH, and ecfK), 

and duplication events (ecfA and rpoD) modifying its architecture. These changes are likely to 

be key events in Bcc evolution, generating novel gene expression profiles that could be more 

suited for the colonization of particular biotopes including the respiratory tract of CF patients. 

A key conclusion was that the comparative analysis of the �
70 

gene architecture of Bcc species 

and of Pseudomonas aeruginosa, a species found in similar habitats including CF lungs, 

revealed distinct evolutionary strategy, with the Bcc having selected several alternative 

primary factors, something not recorded among P. aeruginosa and only reported to occur 

among the actinobacteria. Only three ECF paralogs (FecI-like, PvdS and AlgU) were found in 

common between the Bcc and P. aeruginosa. The next step in these studies will be to 

investigate the impact of gains and losses of �
70 

determinants in the ecology of the Bcc and 

the colonization of the CF lungs. 
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4. Methods 

4.1. B. cenocepacia genome sequence, and �70 BLAST and ORF searches 

TBLASTN searches of B. cenocepacia J2315 genome were performed using the Wellcome Trust 

Sanger Institute web site [26]. The following ten �70 factors were used for these searches: RpoD (accession 

#AAA24601), RpoS (#CAA34435), RpoH (#AAA24587), SigF (#AAA22788), FliA (#BAA00389), AlgU 

(#AAC43714), CnrH (#AAA21967), HrpL (#AAD00805), PpuI (#CAA54870), and RfaY (#AAA92044). All 

loci encoding putative proteins showing good similarities with the target proteins were analysed by FramePlot 

[38], ORF finder [39] and testcode [40]. BLASTP analyses of the deduced ORF proteins were performed [41]. 

Conserved domains among sigma factors were detected using CDD 2.02 [42]. To achieve saturation in the 

detection of �70 factors, identified putative factors were concatenated and the resulting sequence compared to 

Bcen-J2315 chromosomes using ACT. This graphical tool allows visualisation of a BLAST comparison of two 

sequences. A TBLASTN was performed using Bcen-J2315 chromosomes as the database and the concatenated 

sigma sequences as the query. Visual identification of DNA regions showing similarity with different sigma 

factors was performed and candidate ORF were analysed as stated above. 

4.2. Molecular phylogenetic analyses 

Multiple alignments were computed using CLUSTALW [43]. Distances between sequence pairs, the 

inferred phylogenetic trees, and bootstrap values were all computed through the Mega3 graphic tool [44]. 

Phylogenetic trees were built using the Neighbor-Joining (NJ) method [45]. Bootstrap replicates were performed 

using 1000 replicates. Gap containing sites were deleted globally or by pair of sequences. Alignments can be 

downloaded using the UMR5557 http server [46,47]. 

4.3. Bacterial strains, DNA extractions, PCR amplification and DNA blot hybridizations 

Strains used in this study are listed in Table 2. Bacteria were grown in LB (Luria-Bertani) [48] broth at 

30°C. DNA extractions were performed as previously described [49]. PCR amplifications (25 �l) were done 

according to the Taq polymerase manufacturer (Invitrogen, Cergy Pontoise France) without 1% w-1 (detergent) 

but 1,25 �L of DMSO. PCR primers are indicated in Table 3. PCR cycles using total DNA were as follow: (1) 

95°C for 5 min, (2) 95°C for 30 sec, selected annealing temperature for 30 sec (see Table 3), 72°C for 30 sec (35 

cycles), (3) 72°C for 5 min. 

Genomic DNA blots were performed on Genescreen (USA) nylon membranes following [50]. The 

DNA (5 �g) was digested with EcoRI (Fermentas) at 1 U/�g DNA, for 16 h at 37°C. DNA probes were labelled 

using the random priming labelling kit (Amersham-Pharmacia, Orsay-France). DNA hybridizations were carried 

out according to the nylon membrane manufacturer (Genescreen, USA). Membranes were hybridized and 

washed at 65°C. Autoradiography was performed according to [50]. 
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Analyses complémentaires de la structure génétique de la 

famille des facteurs �70 chez les Bcc: mise à jour et cas du 

clone B&B de B. cenocepacia

1. Introduction

Les résultats obtenus précédemment nous ont permis de mettre en évidence une grande 

instabilité au sein de la famille des facteurs transcriptionnels �70 des Burkholderia du 

complexe cepacia (Bcc). Nous avons ainsi détecté des phénomènes d’insertion/délétion, et de 

duplication de gènes codant ces facteurs, au sein des génomes de ces bactéries. De plus, ces 

génomes ont présenté l’originalité d’abriter des facteurs primaires alternatifs, des formes 

n’ayant jamais été décrites auparavant chez les bactéries hors du groupe des actinobactéries 

[2]. Nous avons pu également déduire des stratégies évolutives différentes entre les Bcc et P. 

aeruginosa concernant la sélection de ces facteurs transcriptionnels; les P. aeruginosa ne 

présentant aucun sigma primaire alternatif mais une plus forte densité de gènes �70 (3,67/Mb 

pour PAO1 et 2,86/Mb pour J2315) avec une grande partie de ceux-ci montrant une probable 

implication dans l’acquisition du fer. Les niches écologiques colonisées par ces deux 

microorganismes sont pourtant similaires voire identiques dans le cas des patients CF [9, 10]. 

Les Bcc ont la capacité de coloniser une multitude de niches écologiques (sol, plantes, eaux, 

rhizosphère, solutions antiseptiques, etc…), et la grande diversité de facteurs de la famille �70 

pourrait avoir contribué à l’émergence de ce caractère versatile. Les principaux travaux 

réalisés chez les Bcc décrivent l’implication des �70 dans les processus d’expression des 

propriétés de virulence [11-13].  

Dans cette seconde partie, nous avons réalisé une réactualisation des données 

concernant la famille �70 chez les Bcc depuis notre publication de 2007. De plus, nous avons 

effectué des analyses complémentaires permettant d’intégrer les nouvelles données 

concernant le génome de B. multivorans ATCC17616 (nouvellement assemblé). Nous avons 

également développé une stratégie PCR/séquençage afin de vérifier la présence ou l’absence 

de certains gènes de cette famille �70 au sein du clone B&B de B. cenocepacia. Nous avons 

cherché à vérifier certaines hypothèses émises dans la publication de 2007. Ces travaux nous 

ont permis d’identifier neufs nouveaux gènes susceptibles de coder des facteurs sigma70 dont 

des facteurs primaires alternatifs et des facteurs de type ECF (extracytoplasmic function). Ils 

nous ont également conduits à observer des insertions/délétions (indels) de gènes proximaux à 

certains gènes ecf tel qu’ecfI. Ces indels ont permis de confirmer la divergence entre le clone 

ET12 et les autres clones épidémiques de B. cenocepacia.  
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2. Résultats et discussion 

2.1. Détection de nouveaux facteurs �70 

Les nouvelles analyses réalisées par génomique comparative ont été effectuées selon la 

méthode décrite précédemment par Menard et al. [14]. Dans le but de détecter de nouveaux 

facteurs sigma, nous avons utilisé un concaténât de l’ensemble des séquences d’acides aminés 

déduites des gènes identifiés précédemment et additionné des séquences d’acides aminés 

déduites des bases de données (cf. matériels et méthodes). Ces analyses ont permis de détecter 

neuf nouveaux facteurs �70 (Tableau 4, en gras). Nous avons ensuite étudié la distribution de 

ces facteurs/gènes en utilisant les génomes séquencés et assemblés. Nous avons ainsi pu 

déterminer que ces facteurs, absents chez J2315, étaient présents chez d’autres souches de 

Burkholderia : SigN, SigO, EcfU, EcfV, EcfW, EcfX chez B. xenovorans LB400 ; SigP chez 

B. dolosa AU0158 et EcfN, EcfO chez B. sp383 (récemment renommé B. lata [15]). Certains 

de ces �70 semblent être spécifiques à une espèce, c’est le cas des facteurs SigN, EcfV, EcfW 

et EcfX de B. xenovorans LB400, ceci pourrait indiquer une sélection spécifique suite à des 

phénomènes de duplication et dérive génétique ou pourrait indiquer une acquisition d’îlot 

génomique en provenance d’espèces éloignées. Les analyses par BLASTP/TBLASTN 

réalisées sur NCBI avec ces nouvelles séquences confirment la faible distribution de ces gènes 

chez les Burkholderia (e.g. section suivante). Cependant, des séquences correspondant à EcfN 

et EcfO ont respectivement été détectées de ces banques de données chez trois et deux 

souches appartenant au Bcc ; et, des séquences proches de EcfU ont été identifiées chez toutes 

les souches de B. pseudomallei testées. De plus, une séquence homologue à SigP a été 

détectée chez B. thailandensis E264 (Tableau 4, Fig. 7, Fig. 8). La densité des �70 chez les 

souches analysées montre une relative conservation aux alentours de 2,2�/Mb (de 1,65/Mb 

pour B. multivorans à 2,8/Mb pour B. dolosa). Ces densités restent en dessous de celle 

calculée pour P. aeruginosa (3,67/Mb). Les blasts réalisées en utilisant les génomes de PA14 

et PAO1 ne nous ont pas permis de mettre en évidence de séquence homologue de ces neufs 

facteurs �70. Cependant les résultats des TBLASTN/BLASTP réalisés sur la banque de 

données GenBank ont permis de détecter un homologue d’EcfU chez P. aeruginosa 19660.  
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2.2. Classification fonctionnelle des nouveaux �70 

Afin de connaitre les catégories fonctionnelles de ces nouveaux facteurs nous avons 

utilisé l’arbre décisionnel Neighbor-Joining (NJ) contenant des séquences représentatives des 

différentes classes de �70 [2]. Ces analyses ont permis de classer six des neuf nouveaux �70 au 

sein de la famille des ECFs (EcfN, EcfO, EcfU, EcfV, EcfW et EcfX). Les trois autres �70 ont 

été classé au sein des �70 primaires alternatifs pour SigN et SigO et au niveau de FliA pour SigP 

(Tableau 4). La détection des différents domaines protéiques au sein des nouvelles séquences a 

été réalisée par analyse CDD (Conserved Domain Database [16]). SigO et SigN présentent les 

quatre domaines décrits au sein de la famille des �70 [17], SigP, EcfU, EcfN, EcfW et EcfX 

présentent les domaines 2 et 4; EcfN ne présente que le domaine 2 et EcfO ne présente aucun de 

ces domaines bien que l’analyse CDD le classe dans la famille des �70 de type ECF. 

Ces séquences ont par la suite été intégrées aux jeux de données NON-ECF et ECF de 

Menard et al (2007) et analysées par les outils de la phylogénie moléculaire, les versions non 

condensées de ces deux arbres phylogénétiques sont disponibles sur le serveur du laboratoire 

d’écologie microbienne [18, 19]. 

2.3. Phylogénie moléculaire des facteurs �70 non-ECF 

Les analyses phylogénétiques ont permis de déterminer que les séquences d’acides 

aminées (AA) déduites des loci sigN et sigO étaient significativement reliées au groupe des 

facteurs �70 primaires et primaires alternatifs. La séquence d’AA déduite de sigP a été reliée au 

groupe des �70 de type FliA (Figure 7). Ces séquences forment, cependant, de nouvelles lignées 

au sein de ces groupes. La séquence SigN déduite ne groupe avec aucune séquence des banques 

de données. SigO partage 50% d’identité avec SigN. SigO a pu être retrouvée chez B. 

phytofirmans et Ralstonia eutropha (Cupriavidus necator, [20]).  

Les analyses réalisées par Menard et al. 2007 avaient montré l’absence des facteurs �70 

primaires alternatifs SigI et SigJ chez la souche B. xenovorans LB400. Ces nouvelles analyses 

ont permis de montrer la présence de facteurs primaires alternatifs chez B. xenovorans et autres 

Burkholderia. Il est fort probable que ces facteurs présentent une diversité plus large que celle 

observée à ce jour, et que leur niveau de diversité pourrait atteindre celui des facteurs de type 

ECF. Il est à noter qu’un locus codant une séquence similaire à SigI n’avait pu être détecté dans 

le génome de la souche B. sp.383 (B. lata, [15]). Ces nouvelles analyses ont permis de détecter 

une séquence déduite similaire à SigO chez cette dernière souche (Tableau 4, Fig. 7). Ces 

données présagent d’incompatibilité probable entre ces facteurs primaires alternatifs e. g. SigO 

ne pourrait être présent dans une cellule exprimant SigI. Cette hypothèse est confortée par le fait 

que le génome de B. phytofirmans abrite une copie de SigO et ne contient pas de copie de SigI, 

comme observé précédemment pour B. xenovorans et B. sp383. La fonction de ces facteurs 
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primaires alternatifs n’est cependant pas connue. Ces analyses ont également permis d’observer 

pour la première fois la présence de deux lignées distinctes de facteurs de type FliA chez les 

Burkholderia, le type classique appelé SigM et le type SigP. Ces paralogues sont fortement 

différenciés et le locus sigP aurait été acquis probablement par transferts horizontaux. 

Cependant, la présence du type SigP chez plusieurs espèces de Burkholderia suggère un 

maintient de ce locus au sein des populations de ces espèces, avec une probable incompatibilité 

avec la forme SigM.  
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Figure 7. Arbre phylogénétique en Neighbor-Joining des facteurs �70 non-ECF 
Les séquences acides aminées �70 ont été obtenues dans les bases de données Genbank et a partir des travaux de Lavire 

et al. [2]. Un total de 150 sites ont été analysés (avec une délétion global des sites contenant des gaps). La distance est 

proportionnelle à la divergence évolutive et exprimée en substitution pour 100 sites. Seules les valeurs de bootstrap 

supérieure à 85% sont indiquées. Les sous groupes condensés sont visibles dans la Figure 3. Bk : correspond à des 

séquences appartenant au genre Burkholderia uniquement et condensées pour plus de clarté. # : correspond à la 

séquence SigE de B. dolosa présentant un décalage de cadre surement du à une erreur de séquençage et toujours pas 

corrigé à ce jour. Les alignements sont disponibles sur le serveur de l’umr5557, http://ecomicro.univ-lyon1.fr/poe/Non-

ECF_align_these.txt . 
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2.4. Phylogénie moléculaire des facteurs �70 ECF 

Les nouvelles séquences ECF, ainsi que les séquences plus proches identifiées dans les 

bases de données ont été combinées aux jeux de données ECF de Menard et al. (2007). Ce nouveau 

jeu de données a été analysé par phylogénie moléculaire (Figure 8). Quatre nouveaux groupes 

supportés par des valeurs élevées de bootstrap ont été obtenus (EcfN, EcfX, EcfO et EcfU) et deux 

séquences (EcfV et EcfW) se retrouvent dans des groupes non-résolus. La séquence EcfV déduite 

groupe avec un ECF retrouvé chez Ralstonia pickettii dont la fonction n’a pas été décrite pour 

l’instant. Le facteur putatif EcfW de B. xenovorans LB400 se retrouve dans le cluster des facteurs 

de type FecI et pourrait donc être impliqué dans les processus d’acquisition du Fer, comme décrit 

précédemment. Cependant la séquence la plus proche retrouvée chez R. solanacearum MolK2 

correspond au facteur ECF PhrI (YP_002254966) qui est impliqué dans l’activation du système de 

sécrétion de type III lors du contact de R. solanacearum avec la plante [21]. Bien que B. xenovorans

LB400 ne soit pas connue comme une bactérie phytopathogène stricte, cette souche a été isolée de 

la rhizosphère de certaines plantes, de plus l’analyse de son génome démontre la présence de gènes 

pouvant être impliqués dans l’infection de plantes (hemagglutinines, adhesines, système de 

sécrétion de type III et IV) [22]. Le cluster EcfN regroupe des séquences putatives uniquement 

déduites des génomes de Burkholderia. Le cluster EcfX regroupe des séquences déduites des 

génomes de quatre souches de Burkholderia et d’une souche de Dechloromonas aromatica (genre 

Rhodocyclaceae, �-protéobactérie). La fonction potentielle de ces ECF n’a pas pu être déduite. 

Cependant, cet ECF putatif semble restreint aux �-protéobactéries. Des séquences d’orthologues 

putatifs d’EcfO ont été retrouvées strictement chez des espèces du Bcc. EcfU n’a pas été détecté 

chez les Bcc mais des homologues ont été détectés chez P. aeruginosa et plusieurs espèces de 

Burkholderia.  
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Figure 8. Arbre phylogénétique en Neighbor-Joining des facteurs �70 de type ECF 
Les séquences acides aminées �70 ont été obtenues dans les bases de données Genbank et à 

partir des travaux de Lavire et al. [2]. Un total de 540 sites ont été analysés (avec une 

délétion par pair des sites contenant des gaps). La distance est proportionnelle à la divergence 

évolutive et exprimée en substitution pour 100 sites. Seules les valeurs de bootstrap 

supérieure à 85% sont indiquées. Les sous-groupes condensés sont visibles dans la Figure 4. 

Bk : correspond à des séquences appartenant au genre Burkholderia uniquement et 

condensées pour plus de clarté. Les alignements sont disponibles sur le serveur de l’umr5557, 

http://ecomicro.univ-lyon1.fr/poe/ECF_align_these.txt.
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2.5. Distribution et environnement génétique de gènes ecf chez les Bcc  

Des cribles PCR ont été élaborés pour préciser la distribution des gènes ecf détectés chez B. 

cenocepacia J2315 et ayant montré une certaine instabilité génétique ou une répartition espèce ou 

souche spécifique par génomique comparative. Ces cribles ont été utilisés pour étudier la 

distribution des gènes ecfA, ecfB, ecfC, ecfD, ecfE, ecfG, ecfH, ecfI, et ecfK chez les 3 espèces du 

Bcc retrouvées les plus souvent au sein des poumons de patients atteints de mucoviscidose (B. 

cenocepacia, B. multivorans et B. vietnamiensis) [23]. 10 souches de B. cenocepacia représentants 

les quatre groupes RFLP recA de cette espèce en incluant le clone B&B ; 5 souches de B. 

multivorans et 6 souches de B. vietnamiensis ont été étudiées. Les résultats de ces cribles sont 

présentés dans le Tableau 5.  

2.5.1. ecfA 

Comme décrit précédemment par Menard et al. 2007, un réarrangement génétique 

majeur (inversion d’une partie du chr1 de J2315) a conduit à la duplication d’une séquence de 40 kb 

contenant le gène ecfA (Figure 6). Ce phénomène semblait restreint à certaines souches de la lignée 

ET12 chez B. cenocepacia. Les résultats obtenus par PCR et séquençage en utilisant les amorces A, 

B, et C (Tableau 6) sur un ensemble de souches et d’espèces de Bcc plus important ont confirmé 

l’absence de ce réarrangement chez toutes les souches de B. multivorans et B. vietnamiensis testées. 

Les analyses complémentaires sur les souches de B. cenocepacia appartenant ou non à la lignée 

ET12 ont également confirmé les données précédentes mais une certaine forme d’instabilité du 

phénomène d’inversion/duplication a été observée (Tableau 5). Les deux souches J2315 et 

LMG18826 appartenant à la lignée ET12 ont été détectées avec une configuration 

inversion/duplication du locus ecfA (ecfA2 positif en utilisant les amorces B/C de Menard et al., 

2007). La majorité des souches n’appartenant pas à la lignée ET12 a présenté une configuration 

sans inversion/duplication (ecfA2 négatif ; produits PCR avec les amorces A/B de Menard et al., 

2007). Cependant, les quatre dernières souches, LMG12614 (III appartenant à la lignée ET12), 

LMG21461 (IIID), LMG19240 (IIIC) et le clone B&B (IIIA) ont présenté des résultats de crible 

PCR surprenant et suggérant la présence des deux configurations génétiques, avec ou sans 

inversion, au sein des cultures testées (ecfA2 positif - amorces B/C, et négatif - amorces A/B). Le 

séquençage des produits PCR a confirmé la présence des deux configurations chez ces quatre 

souches (Annexe B1), cependant l’intensité des produits PCR de la région ecfA2 était beaucoup plus 

faible que celle des produits PCR indiquant son absence (résultats non montrés). Ces analyses de 

séquence ont donc confirmé l’hypothèse de la présence de deux populations au sein des cultures 

testées. Les ADN totaux utilisés pour les criblages PCR sont obtenus à partir de cultures pures 

réalisées en milieu liquide. Pendant cette phase de croissance des réarrangements génétiques 
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peuvent avoir lieu et pourraient donc aboutir à la présence des deux populations, l’une d’elles 

présentant l’inversion (ecfA2 positive) et l’autre ne présentant pas l’inversion (ecfA2 négative).  

Dans le but de connaitre la quantité relative des deux populations, nous avons réalisé des 

PCR ecfA2 en utilisant différente quantités d’ADN des souches du clone B&B dont les extractions 

d’ADN avaient été réalisées à différente dates. Nous avons ainsi pu détecter ecfA2 uniquement chez 

une des souches du clone B&B, la souche bpoe732, et seulement à partir de l’ADN extrait en 2005 

(Fig. 9). L’utilisation de différentes quantités d’ADN nous a permis d’avoir une estimation relative 

des deux populations au niveau de cet ADN ; les PCR avec les amorces A/B (ecfA2 absent) ont été 

toujours positives jusqu’à la plus petite dilution testée (10 ng d’ADN) pour toutes les souches du 

clone B&B (résultats non montrés) ; les PCR ecfA2 (amorces B/C) ont été négatives à partir de 25 

ng d’ADN. Un facteur >2,5 en faveur d’une absence d’ecfA2 semble donc s’appliquer aux 

concentrations observées. Cependant, l’extraction réalisée en 2006 de cette même souche ainsi que 

toutes les autres souches appartenant au clone B&B n’ont présenté qu’une population ecfA2 

négative (Fig. 9). L’inversion pourrait donc uniquement avoir eu lieu pendant la phase de croissance 

de la souche bpoe732, avant extraction d’ADN, en 2005. Cet évènement serait donc rare. Une autre 

explication pourrait être que toutes les souches du clone B&B présenteraient cette inversion au 

départ et l’aurait "perdu" pendant leur croissance en milieu liquide, mais ceci semble moins 

probable. Ce type de réarrangement génétique pourrait avoir un effet sur la virulence comme cela a 

déjà été montré chez un clone de P. aeruginosa [24]. Des phénomènes similaires impliquant des 

séquences d’insertion ont déjà été décrits chez les Burkholderia et P. aeruginosa [14, 25, 26]. 

Fig. 9 Crible PCR de la région ecfA2 à partir d’extrait d’ADN dilué de 

B. cenocepacia. Voir tableau 5 pour l’origine des souches. Clone B&B=
Bpoe717, 721, 725, 727, 729 et 732. Les dates indiquées pour Bpoe732 

correspondent aux dates d’extraction d’ADN. 
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2.5.2. ecfC  

Le gène ecfC (FecI-like), potentiellement impliqué dans l’acquisition du Fer chez B. 

cenocepacia, montrait une distribution hétérogène au niveau de ce genre et a été relié à une région 

d’instabilité génétique (Tableau 4). En utilisant les différentes copies d’ecfC détectées au sein des 

génomes séquencés de Bcc, des amorces PCR permettant l’amplification de ce gène (ecfC-F, ecfC-

R, Tableau 6) ont été définies. Une large région de 14 kb contenant ce gène étant absente chez B. 

vietnamiensis, des amorces PCR permettant de déduire l’absence/présence de cette région ont, 

également, été définies (région ecfC, Tableau 6). Les résultats obtenus sont présentés dans le 

Tableau 5 et l’annexe B9. Ils confirment les données obtenues par Menard et al. 2007. Toutes les 

souches de B. vietnamiensis n’ont pas montré de copie d’ecfC dans leur génome. De plus, le 

criblage par PCR du locus ecfC en utilisant les régions flanquantes a confirmé cette absence d’ecfC

chez toutes les souches testées de cette espèce (indel-ecfC-viet Tableau 5). Ces résultats ont été 

validés par analyse des séquences d’ADN des fragments PCR amplifiés. La délétion de ce locus 

semble s’être produite très tôt dans la radiation évolutive des B. vietnamiensis. Le génome de B. 

multivorans étant maintenant assemblé, la synténie de cette région entre B. cenocepacia et B. 

multivorans a également pu être comparée. Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure 10. 

Une organisation génétique différente de celles décrites à ce jour pour cette région chez les 

génomes de Bcc a pu être observée. Une délétion de 5 gènes additionnels en amont du gène 

BCAL1383 a été détectée dans le génome de B. multivorans. Cependant, chez cette dernière 

bactérie, en opposition aux situations observées pour les génomes de B. ambifaria et B. dolosa, un 

cluster de type fecIRA-like complet a pu être observé. Les protéines FecI et FecR pourraient donc 

s’associer et permettre l’activation de l’opéron débutant classiquement par le gène fecA. FecA est 

un activateur des gènes fecIR lorsqu’il y a une présence du complexe Fe(III)-citrate. Les analyses de 

synthénie de cette région chez les Bcc (Fig. 5 et Menard et al. 2007) suggère que l’opéron régulé 

par le système EcfC-FecR pourrait s’étendre jusqu’au locus BCAL1372 ou BCAL1379 du génome 

de B. cenocepacia J2315. Une démonstration expérimentale est cependant nécessaire pour préciser 

ce point. Il est important de noter que le gène ecfC a été détecté pour l’ensemble des souches de B. 

multivorans testées (tableau 5, annexe B11).  

2.5.3. ecfE 

Les analyses réalisées précédemment suggéraient une instabilité de la région contenant le 

gène ecfE chez les souches Burkholderia lata sp. 383 et chez B. vietnamiensis G4 (Figure 5). Afin 

de confirmer ces résultats, des stratégies PCR ont été mises en place pour les espèces B. 

cenocepacia et B. vietnamiensis. La première a consisté à amplifier la région comprise entre la CDS 

BCAL2459 et le gène ecfE chez les souches de B. cenocepacia (amorces BCAL2459 et ecfE-R, 
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Tableau 6 et Figure 11a). La deuxième stratégie a consisté à amplifier la bordure droite du site 

d’intégration du phage chez B. vietnamiensis (amorces BCAL2466vietF et BCAL2466vietR, 

Tableau 6 et Figure 11a). Les résultats obtenus ont démontré une conservation de la région 

contenant les CDS BCAL2459 à BCAL2462 chez toutes les souches de B. cenocepacia testées 

(Tableau 5, Annexe B2). Concernant l’intégration d’un phage chez B. vietnamiensis au niveau de 

cette région, les résultats obtenus par PCR et séquençage démontrent une conservation de cette 

intégration chez toutes les souches testées et pourrait donc représenter être un événement spécifique 

de l’espèce B. vietnamiensis (Tableau 5, annexe B3 et annexe B10). L’intégration de ce phage 

semble donc avoir eu lieu tôt dans l’évolution des B. vietnamiensis. Cependant l’hypothèse émise 

par Menard et al. 2007 selon laquelle l’absence d’ecfE chez l’espèce B. multivorans aurait été relié à 

l’intégration de ce même phage a été infirmée. En effet, les nouvelles analyses réalisées sur le 

génome de la souche B. multivorans ATCC17616 ont montré l’absence de la région de B. 

cenocepacia J2315 codant ecfE chez B. multivorans (Figure 11a), cependant une copie d’ecfE a été 

détectée ailleurs dans le génome, au niveau d’une région présente sur le chromosome 1 de la souche 

séquencée de B. multivorans (Figure 11b). Ce résultat a été confirmé par PCR, toutes les souches de 

B. multivorans testées présentent une copie de l’ecfE par un crible PCR redéfini en fonction des 

séquences de B. multivorans (Tableau 5). La région contenant ecfE chez B. multivorans

ATCC17616 contient divers gènes impliqués dans la régulation, le métabolisme général ainsi que 

de nombreuses protéines putatives de fonction encore inconnue. Cette région ne partage aucun locus 

avec la région ecfE de B. cenocepacia. L’analyse par BLASTN montre une absence de cette région 

de 21 kb chez les autres espèces de Burkholderia. Il est intéressant de noter que cette région 

spécifique de B. multivorans ATCC17616 est remplacée par un îlot génomique, IG6, chez B. 

cenocepacia J2315 (chapitre 4 Figure 11b). Cette région pourrait être instable en raison de la 

présence d’un gène codant un ARNt en bordure ; ces gènes peuvent jouer un rôle dans l’intégration 

de phages, plasmides et îlot génomiques chez les bactéries [41-45]. Un crible PCR pour suivre la 

région ecfE-IG6 a permis de déduire sa présence chez toutes les souches (n=14) de B. cenocepacia

testées (Tableau 5, annexe B12 et annexe B13) mais n’a pas permis sa détection chez les autres 

espèces testées. Cependant les analyses par BLASTN démontrent la présence de cette région au sein 

des génomes de B. phytofirmans PsJN et B. lata sp.383. Les sigmas EcfE B. multivorans et B. 

cenocepacia jouent fort probablement des rôles différents chez ces bactéries malgré une faible 

divergence au niveau de leurs séquences.  
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2.5.4. ecfI 

Les analyses précédentes avaient démontré une délétion de la région située en amont 

du gène ecfI chez les souches B. cenocepacia AU1054 et HI2424 et une délétion plus importante de 

cette région chez la souche B. vietnamiensis G4 (Figure 5). Afin de déterminer la conservation de 

ces deux phénomènes chez d’autres souches de B. cenocepacia et B. vietnamiensis nous avons 

dessiné des amorces PCR de part et d’autres de ces délétions. Les amorces ecfI-R couplée à 

BCAL1680F ont été utilisées pour déterminer si la région absente chez les deux souches PHDC 

pouvait l’être chez d’autres souches de B. cenocepacia, et les amorces indel-ecfI-vietF et indel-ecfI-

vietR ont été utilisées pour déterminer si la région absente chez la souche G4 l’était aussi chez les 

autres souches de B. vietnamiensis (Tableau 6). Les séquençages et analyses ACT obtenus pour les 

souches de B. vietnamiensis démontrent une conservation de cette délétion chez toutes les souches 

testées (Tableau 5, annexe B4 et annexe B8), ce qui confirme les résultats obtenus précédemment. 

Les analyses ACT réalisées à l’aide des produits PCR séquencés et des séquences extraites des 

génomes de PHDC ont montré des situations différentes selon les souches (Tableau 5, Annexe B5) 

et une différence avec la synthénie décrite en Figure 5. En effet, les CDS BCAL1686 et BCAL1687 

non détectés lors des travaux précédents ont été retrouvés chez ces deux souches à une position en 

accord avec l’annotation de B. cenocepacia J2315 (Figure 12). L’analyse du génome de B. 

multivorans ATCC17616 pour cette région a permis d’observer cette même organisation (Fig. 12). 

Cependant, ces loci ont été confirmés comme absent de la région correspondante du génome de B. 

vietnamiensis G4. Concernant la délétion en amont de ces gènes chez les souches PHDC, les 

analyses ACT des séquences obtenues à partir des fragments PCR démontrent une hétérogénéité 

pour ce phénomène de délétion (Tableau 5, colonne indel-ecfI-PHDC); les souches B. cenocepacia

PC184, LMG21461, LMG16654 et LMG18832 sont les seules souches à présenter cette délétion. 

Les autres souches testées sont négatives pour cette délétion, cependant nous ne pouvons pas savoir 

si ces souches présentent la même synténie que J2315. Il apparait tout de même que cette délétion 

est partagée par des souches de complexes clonaux distincts, ce qui suggère une instabilité de cette 

région. Cependant, aucun gène associé à de l’instabilité génomique comme les gènes codant les 

ARNt, les IS et aucune divergence dans le biais en %GC n’ont pu être observé pour cette région.  

2.5.5. ecfK 

Les analyses précédentes démontraient une délétion de la région contenant le gène 

ecfK chez les souches B. vietnamiensis G4 et B. ambifaria AMMD (Figure 5). Dans le but de 
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connaitre la distribution de ce phénomène chez l’espèce B. vietnamiensis, nous avons mis au point 

un crible PCR utilisant des amorces de part et d’autre de cette séquence délétée (amorces 

BCAM2746 et BCAM2755, Tableau 6). Les résultats obtenus par séquençage et analyses ACT 

confirment la présence de cette délétion chez toutes les souches de B. vietnamiensis (Tableau 5 et 

annexe B6 et annexe B7). La conservation de cette même délétion mise en évidence précédemment 

chez B. ambifaria AMMD supporte l’hypothèse d’une perte de cette région chez ces deux espèces 

avant leur divergence. Les analyses de synténie de la région contenant le gène ecfK ont par ailleurs 

étaient réalisées chez les deux souches B. cenocepacia AU1054 et HI2424 ainsi que chez la souche 

B. multivorans ATCC17616. Concernant les deux génomes de B. cenocepacia, les analyses ont 

révélé une insertion d’un fragment d’ADN de 40 kb en amont des loci BCAM2747 et ecfK (Figure 

13). Cette région ou IG contient des CDS dont certains ont des homologies avec des CDS de 

transposases, d’intégrase de phage, et d’antigènes de surface. Un biais dans le %GC a pu être mis en 

évidence, avec un %GC de 62% au lieu des 67% attendus pour les deux génomes de B. cenocepacia

analysés. Deux des trois CDS de transposases ont été positionnés aux extrémités de cette région, et 

aurait pu contribuer à l’intégration de cette séquence de 40 kb. L’une des ces transposase est 

l’IS1356-c, et correspond à une cible décrite pour le suivi du clone épidémique ET12 [46]. Une 

analyse plus poussée de cette séquence d’insertion est présentée dans le chapitre suivant. Les deux 

CDS codant des antigènes pourraient jouer un rôle dans l’attachement de cette bactérie aux cellules 

eucaryotes. Les analyses ACT ont confirmé l’absence de cette région dans le génome de B. 

cenocepacia J2315 ce qui suppose une intégration de ce fragment d’ADN après la divergence de 

ces deux complexes clonaux. Concernant les analyses de synténie réalisées entre les génomes de B. 

cenocepacia J2315 et B. multivorans ATCC17616, une séquence de 8,5 kb insérée chez la souche 

ATCC17616 a été mise en évidence à la place de la région ecfK de J2315 (Figure 13). Les gènes 

présents au niveau de cette région pourraient être impliqués dans la dégradation du benzoate (Figure 

14). Un cluster de gènes similaire a été mis en évidence au niveau du chromosome 3 de la souche B. 

cenocepacia J2315 (CDS BCAS0492 à BCAS0498). Cependant, le gène benD (BCAS0493) de 

J2315 présente un décalage de cadre de lecture après le codon 180, conduisant à une protéine non 

fonctionnelle. Bien qu’il existe d’autres voies métaboliques permettant la dégradation du benzoate, 

notamment via la CoA ligation ou via le métabolisme de la Tyrosine, seule la voie de dégradation 

via l’hydroxylation de la souche de B. multivorans ATCC17616 apparait fonctionnelle.  
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2.5.6. ecfB, ecfD, ecfG, ecfH, sigI et sigJ 

Des tests PCR pour le suivi des gènes ecfB, ecfD, ecfG, ecfH, sigI et sigJ ont été 

développées pour tester leur présence chez le clone B&B de B. cenocepacia, et vérifier les 

tendances observées par Menard et al. (2007) concernant leur distribution au sein du Bcc (Tableau 

6). Ces cribles PCR ont permis de détecter ces gènes chez le clone B&B. Ces détections sont en 

accord avec les tendances observées à ce jour chez les B. cenocepacia. Cependant, sigJ n’a pu être 

détecté chez la souche B. cenocepacia LMG21461. Cette souche apparaissait proche de la lignée 

ET12 lors de l’étude de l’allèle ecfA2, mais l’absence de sigJ donne à cette souche une 

configuration uniquement observée à ce jour chez la souche PC184 du clone épidémique Midwest. 

Ceci nécessitera une clarification par MLST. En ce qui concerne les cribles effectués sur les 

souches de B. vietnamiensis, ils ont validé la présence d’ecfB, ecfD, sigI et sigJ, et confirmé 

l’absence d’ecfG et ecfH chez cette espèce. En ce qui concerne B. multivorans, la présence d’ecfB, 

ecfD, d’ecfG, sigI et sigJ a pu être démontrée. Cependant, ecfH n’a pu être détecté chez cette espèce 

(Tableau 5). 

3. Conclusions 

Dans ce second volet sur la structure génétique de la famille �70, neufs nouveaux gènes 

susceptibles de coder des facteurs primaires alternatifs et des facteurs de type ECF ont pu être 

identifiés. La détection de ces gènes chez d’autres espèces que B. cenocepacia démontre une 

diversité encore plus importante de ces facteurs au sein du genre Burkholderia. En parallèle, 

différentes stratégies de PCR/séquençage ont été développées afin  de vérifier la présence ou 

l’absence de certains gènes de la famille �70 au sein de souches non séquencées, incluant le clone 

B&B. Ces travaux nous ont conduit à observer des insertions/délétions (indels) de gènes proximaux 

à certains gènes ecf, permettant ainsi de confirmer la divergence entre les clones ET12 et certains 

autres clones épidémiques de l’espèce B. cenocepacia. Cependant, quatre souches, LMG12614, 

LMG21461, LMG19240 et le clone B&B ont présenté des résultats de crible PCR surprenant au 

niveau du locus ecfA, suggérant la présence des deux configurations génétiques, avec ou sans 

inversion de cette région. Ces résultats ont été confirmés par séquençage suggérant la présence de 

deux populations au sein des cultures testées. Cet évènement, bien que rare, pourrait avoir un effet 

sur la virulence de ces souches, comme cela a déjà été montré chez un clone de P. aeruginosa. 

Enfin, des tests PCR ont permis de détecter les gènes ecfB, ecfD, ecfG, ecfH, sigI et sigJ chez le 

clone B&B confirmant une structure génétique similaire entre les clones B&B et ET12. 



1
2

4
 

F
ig

u
re

 1
1

: 
A

n
a

ly
se

 d
e 

la
 s

y
n

té
n

ie
 d

e 
la

 r
ég

io
n

 e
cf

E
 e

n
tr

e 
B

. 
ce

n
o

ce
p

a
ci

a
 J

2
3
1

5
 e

t 
B

. 
m

u
lt

iv
o
ra

n
s 

A
T

C
C

1
7
6
1

6
  

L
e 

g
én

o
m

e 
d

e 
B

. 
ce

n
o

ce
p

a
ci

a
 J

2
3

1
5

 a
 é

té
 c

o
m

p
ar

é 
au

 g
én

o
m

e 
d

e 
B

. 
m

u
lt

iv
o
ra

n
s 

A
T

C
C

1
7
6
1
6
 n

o
u
v
el

le
m

en
t 

as
se

m
b

lé
 e

n
 u

ti
li

sa
n
t 

le
 l

o
g
ic

ie
l 

A
C

T
. 

a
) 

ré
g

io
n

 e
cf

E
 d

e 
B

. 
ce

n
o
ce

p
a
ci

a
 J

2
3
1
5

 

co
m

p
ar

ée
 a

 l
a 

m
êm

e 
ré

g
io

n
 c

h
ez

 B
. 

vi
et

n
a
m

ie
n
si

s 
G

4
 e

t 
B

. 
m

u
lt

iv
o

ra
n

s 
A

T
C

C
1

7
6
1

6
. 

b
) 

ré
g

io
n
 e

cf
E

 d
e 

B
. 

m
u

lt
iv

o
ra

n
s 

co
m

p
ar

ée
 a

 l
a 

m
êm

e 
ré

g
io

n
 c

h
ez

 B
. 

ce
n
o
ce

p
a
ci

a
 J

2
3
1
5

. 
L

es
 O

R
F

 d
e 

J2
3
1
5
 a

in
si

 q
u
e 

l’
il

o
t 

g
én

o
m

iq
u
e 

6
 (

IG
6
) 

o
n
t 

ét
é 

an
n

o
té

es
 d

’a
p

rè
s 

la
 p

u
b

li
ca

ti
o

n
 d

e 
ce

 g
én

o
m

e 
p
ar

 H
o
ld

en
 e

t 
al

. 
2
0
0
9
 [

2
7
];

 L
a 

n
o

m
en

cl
at

u
re

 d
es

 g
èn

es
 d

e 
B

. 
m

u
lt

iv
o
ra

n
s 

A
T

C
C

1
7
6
1

6
 a

 é
té

 

ré
al

is
é 

se
lo

n
 l

es
 c

o
d
e 

d
es

 p
ro

té
in

es
 s

u
r 

le
 s

it
e 

N
C

B
I 

(w
w

w
.n

cb
i.

n
lm

.n
ih

.g
o

v
).

 L
es

 r
ég

io
n

s 
n

o
n

 r
et

ro
u

v
ée

s 
ch

ez
 B

. 
m

u
lt

iv
o

ra
n

s 
so

n
t 

in
d

iq
u

ée
s 

p
ar

 d
es

 p
o

in
ti

ll
és

. 
L

a 
ré

g
io

n
 c

o
n

te
n
an

t 
u
n

 p
h

ag
e 

ch
ez

 B
. 

v
ie

tn
am

ie
n

si
s 

es
t 

in
d

iq
u

ée
 p

ar
 u

n
 t

ra
it

 c
o

n
ti

n
u

 n
o

ir
. 

L
es

 r
ég

io
n

s 
co

n
te

n
an

t 
le

 p
h

ag
e 

ch
ez

 B
. 

vi
et

n
a

m
ie

n
si

s 
G

4
 a

in
si

 e
t 

l’
IG

6
 e

t 
la

 r
ég

io
n
 c

o
n

te
n

an
t 

le
s 

C
D

S
 B

C
A

L
1

3
1

8
 à

 1
3

2
9

 c
h

ez
 

J2
3
1
5
 n

e 
so

n
t 

p
as

 r
ep

ré
se

n
té

es
 e

n
 t

ai
ll

e 
ré

el
le

. 
L

e 
fa

ct
eu

r 
�

7
0
 e

cf
E

 e
st

 i
n

d
iq

u
é 

en
 g

ra
s.

L
es

 f
lè

ch
es

 n
o
ir

es
 c

o
rr

es
p
o
n
d
en

t 
au

x
 a

m
o
rc

es
 u

ti
li

sé
es

 d
an

s 
le

s 
cr

ib
le

s 
P

C
R

 (
e.

 g
. 

T
ab

le
au

 5
).

 



1
2

5
 

F
ig

u
re

 1
2

: 
A

n
a

ly
se

 d
e 

la
 s

y
n

té
n

ie
 d

e 
la

 r
ég

io
n

 d
e 

ec
fI

 e
n

tr
e 

B
. 

ce
n

o
ce

p
a
ci

a
 s

tr
a
in

 J
2
3
1
5
 e

t 
d

if
fé

re
n

te
s 

so
u

ch
es

 d
e 

B
u

rk
h

o
ld

er
ia

L
e 

g
én

o
m

e 
d

e 
B

. 
ce

n
o
ce

p
a
ci

a
 J

2
3

1
5

 a
 é

té
 c

o
m

p
ar

é 
au

x
 a

u
tr

es
 g

én
o

m
es

 e
n
 u

ti
li

sa
n
t 

le
 l

o
g
ic

ie
l 

A
C

T
. 

L
es

 O
R

F
 d

e 
J2

3
1
5
 o

n
t 

ét
é 

an
n
o
té

es
 d

’a
p
rè

s 
la

 p
u
b
li

ca
ti

o
n
 d

e 
ce

 g
én

o
m

e 
p

ar
 H

o
ld

en
 

et
 a

l.
2

0
0

9
 [

2
7

];
 L

a 
n

o
m

en
cl

at
u

re
 d

es
 g

èn
es

 d
e 

B
. 

m
u

lt
iv

o
ra

n
s 

A
T

C
C

1
7
6
1
6
 a

 é
té

 r
éa

li
sé

 s
el

o
n
 l

es
 c

o
d
e 

d
es

 p
ro

té
in

es
 s

u
r 

le
 s

it
e 

N
C

B
I 

(w
w

w
.n

cb
i.

n
lm

.n
ih

.g
o
v
).

 L
es

 r
ég

io
n
s 

n
o
n
 

re
tr

o
u
v
ée

s 
ch

ez
 l

es
 a

u
tr

es
 B

u
rk

h
o

ld
er

ia
 s

o
n
t 

in
d
iq

u
ée

s 
p
ar

 d
es

 p
o
in

ti
ll

és
. 

L
e 

fa
ct

eu
r 

�
7
0
 e

cf
I 

es
t 

in
d
iq

u
é 

en
 g

ra
s.

 L
es

 f
lè

ch
es

 n
o
ir

es
 c

o
rr

es
p

o
n
d
en

t 
au

x
 a

m
o
rc

es
 u

ti
li

sé
es

 d
an

s 
le

s 
cr

ib
le

s 

P
C

R
 (

e.
 g

. 
T

ab
le

au
 5

).



1
2

6
 

F
ig

u
re

 1
3

: 
A

n
a

ly
se

 d
e 

la
 s

y
n

té
n

ie
 d

e 
la

 r
ég

io
n

 d
e 

ec
fK

 e
n

tr
e 

B
. 

ce
n

o
ce

p
a

ci
a

 J
2
3
1
5
 e

t
d

if
fé

re
n

ts
 g

én
o
m

es
 d

e 
B

u
rk

h
o

ld
er

ia

L
e 

g
én

o
m

e 
d

e 
B

. 
ce

n
o

ce
p

a
ci

a
 J

2
3

1
5

 a
 é

té
 c

o
m

p
ar

é 
au

 g
én

o
m

e 
d

’a
u

tr
es

 B
u

rk
h

o
ld

er
ia

 e
n
 u

ti
li

sa
n
t 

le
 l

o
g
ic

ie
l 

A
C

T
 (

cf
. 

M
at

ér
ie

l 
et

 M
ét

h
o
d
e)

. 
L

es
 O

R
F

 d
e 

J2
3
1
5
 o

n
t 

ét
é 

an
n
o
té

es
 

se
lo

n
 l

a 
p
u
b

li
ca

ti
o

n
 d

u
 g

én
o
m

e 
p

ar
 H

o
ld

en
 e

t 
al

. 
2

0
0
9

; 
le

s 
an

n
o

ta
ti

o
n

s 
d
es

 g
én

o
m

es
 d

e 
B

. 
m

u
lt

iv
o
ra

n
s 

A
T

C
C

1
7
6
1

6
, 

B
. 

ce
n
o
ce

p
a
ci

a
 H

I2
4

2
4

 e
t 

A
U

1
0
5
4

o
n
t 

ét
é 

ré
al

is
ée

s 
se

lo
n
 l

e 

co
d

e 
d

es
 p

ro
té

in
es

 s
u

r 
le

 s
it

e 
N

C
B

I 
(w

w
w

.n
cb

i.
n
lm

.n
ih

.g
o
v

).
 L

es
 r

ég
io

n
s 

p
ré

se
n
te

n
t 

ch
ez

 J
2
3
1
5
 e

t 
n
o
n
 r

et
ro

u
v
ée

s 
au

 s
ei

n
 d

es
 a

u
tr

es
 g

én
o
m

es
 s

o
n
t 

in
d
iq

u
ée

s 
p
ar

 d
es

 t
ra

it
s 

p
o
in

ti
ll

és
. 

L
es

 p
ar

al
lé

lo
g
ra

m
m

es
 p

o
in

ti
ll

és
 i

n
d
iq

u
en

t 
le

s 
g
èn

es
 c

o
n
se

rv
és

 e
n
tr

e 
le

s 
d
if

fé
re

n
ts

 g
én

o
m

es
. 

E
n
 b

le
u
 s

o
n
t 

d
éc

ri
ts

 l
es

 C
D

S
 p

ré
se

n
te

s 
ch

ez
 l

es
 d

eu
x

 s
o

u
ch

es
 P

H
D

C
 (

A
U

1
5

4
, 

H
I2

4
2

4
) 

et
 n

o
n

 r
et

ro
u

v
ée

s 
ch

ez
 J

2
3

1
5

. 
L

e 
fa

ct
eu

r 
�

7
0

 e
cf

K
 e

st
 i

n
d
iq

u
é 

en
 g

ra
s.

 L
es

 f
lè

ch
es

 n
o
ir

es
 c

o
rr

es
p
o
n
d
en

t 
au

x
 a

m
o
rc

es
 u

ti
li

sé
es

 d
an

s 
le

s 
cr

ib
le

s 
P

C
R

 (
e.

 g
. 

T
ab

le
au

 5
)



127 

Figure 14: Voie de dégradation du benzoate chez B. multivorans ATCC17616
Les nombres EC des enzymes ainsi que la correspondance avec les gènes de B. 

multivorans ATCC17616 sont  indiqués. La nomenclature des gènes de B. multivorans 

ATCC17616 a été réalisée selon les codes de protéine sur le site NCBI 

(www.ncbi.nlm.nih.gov). 



128 

4. Matériels et méthodes 

 

4.1. Génome de Burkholderia,  
70 

BLAST et recherches d’ORF. 

Les analyses par BLAST au sein du génome de B. cenocepacia J2315 ont été réalisées en utilisant 

le génome publié par Holden et al. [27]. La détection de neufs nouveaux facteurs  70 a été réalisée 

par concaténation des séquences obtenues par Menard et al. [14] et comparaison de celles-ci par 

BLAST avec les génomes du Bcc disponibles [47]. Les BLAST ont été réalisés en utilisant les 

génomes de Bcc comme "database" et le concaténât des séquences acides aminés ou acides 

nucléiques des  70 comme fichier "query". La visualisation des résultats a été réalisée en utilisant le 

logiciel ACT [48]. Ce logiciel permet une visualisation graphique des résultats obtenus par BLAST. 

Les nouveaux facteurs obtenus ont été analysés par BLASTP, BLASTX et par phylogénie 

moléculaire afin de déterminer leurs groupes d’appartenance (cf section suivante). La synténie de 

certains  70 a également été étudiée à l’aide des génomes assemblés via le site 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov.  

 

4.2. Analyses par phylogénie moléculaire  

Les alignements multiples ont été calculés en utilisant CLUSTALW [49]. La distance entre paires 

de séquences, les arbres phylogénétiques obtenus et les valeurs de bootstrap ont été calculés à l’aide 

du logiciel Mega4 [50]. Les arbres phylogénétique ont été construits en utilisant la méthode 

Neighbor-Joining (NJ) [51]. Les valeurs de bootstrap ont été obtenues en utilisant 1000 répliques. 

Les sites contenant des Gap ont été supprimés globalement ou par paires de séquences selon les 

analyses réalisées.  

 

4.3. Souches bactériennes, extraction d’ADN, amplifications PCR et Southern blot 

Les souches utilisées dans cette étude sont décrite dans le Tableau 5. Ces souches ont été cultivées 

sur milieu LB [52] à 28°C. L’extraction des ADN totaux a été réalisée selon le protocole de Pitcher 

et al. [53]. Les réactions PCR ont été effectuées selon les recommandations du fournisseur 

(Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) avec 5% de DMSO. Les amorces listées dans le Tableau 6 ont 

été utilisées pour l’amplification et/ou le séquençage des séquences d’intérêt. Les amplifications ont 

été effectuées  comme suit : une dénaturation de 5min à 95°C puis 35 cycles de 45s à 95°C, 45s à la 

température d’hybridation souhaitée (Tableau 6) et 1min à 72°C ; pour finir une élongation de 5 

min à 72°C a été réalisée. Les séquences d’ADN sont présentés en annexe.  

Les Southern blots ont été réalisés comme suit : les ADN totaux (5µg) ont été digérés avec 1U/µg 

d’enzyme de restriction EcoRI (Fermentas) pendant 16h à 37°C. Une électrophorèse en gel 
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d’agarose 1% a ensuite été réalisée afin de séparer les différents fragments d’ADN. Un transfert de 

l’ADN séparé a ensuite était effectué sur membrane de nitrocellulose selon les recommandations du 

fabricant Genescreen (USA) et suivant le protocole de Sambrook et al. [54]. Les hybridations ADN 

ont été effectuées en accord avec les recommandations du fabricant de membrane (Genescreen, 

USA). Les sondes ADN utilisées pour réaliser les blots (e. g. tableau 5) ont été marquées à l’aide du 

kit Amersham "random priming labelling kit" (Amersham-Pharmacia, Orsay-France). Les 

membranes ont été hybridées et lavées à 65°C. Les autoradiographies ont été révélées selon le 

protocole de Sambrook et al. [54]. 
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6. Conclusion de chapitre 

 Ce chapitre avait pour objectif d’analyser l’architecture, la distribution et la plasticité de la 

famille des facteurs  70 chez les Burkholderia du complexe cepacia tout en précisant les 

divergences et similarités entre les principaux clones épidémiques isolés de patients CF et le clone 

B&B. Les résultats nous ont permis de mettre en évidence une distribution hétérogène des facteurs 

 70 au niveau des différentes espèces de Burkholderia. Bien que les facteurs de la famille des  70 

soient communs à toutes les protéobactéries, nous avons mis en évidence des stratégies évolutives 

différentes entre les Burkholderia du complexe cepacia et l’espèce P. aeruginosa. Ces bactéries 

sont capables de coloniser les mêmes biotopes cependant la souche P. aeruginosa PAO1 contient de 

nombreux facteurs  70 de type ECF impliqués dans l’acquisition du Fer alors que chez les 

Burkholderia seulement trois gènes homologues à ces ECF ont été détectés. L’identification de 

facteurs primaires alternatifs chez les Burkholderia indique également une stratégie différente quant 

à l’adaptation aux biotopes colonisés. Ces facteurs primaires alternatifs n’avaient jamais été 

identifiés ailleurs que chez les actinobactéries. Cette étude a par ailleurs permis de détecter de 

nombreux réarrangements génétiques telles que des duplications, des délétions ou des inversions de 

séquences d’ADN, pouvant expliquer l’hétérogénéité de la distribution des  70 au sein des espèces 

de Burkholderia et parfois même au niveau infra-spécifique. L’hétérogénéité de cette distribution 

peut conduire à une adaptabilité différente des souches aux divers biotopes ; ces facteurs étant 

impliqués dans la régulation de nombreux gènes, la délétion ou l’introduction de l’un d’entre eux 

pourrait conduire à des profils d’expressions différents et ainsi à l’expression de phénotypes 

différents en fonction des souches. On peut alors se demander si la duplication de l’ecfA permettrait 

aux souches ayant les deux copies de répondre plus rapidement à un stress thermique. Les 

réarrangements génétiques menant à cette distribution hétérogène des  70 pourraient avoir 

impliqués des gènes codant des ARNt, des séquences d’insertion (IS) ou encore des phages. Dans 

les cas de la duplication d’ecfA, une séquence d’insertion (ISBcen8) semble avoir été impliquée 

dans la duplication et l’inversion d’une partie d’un chromosome chez certaines souches de B. 

cenocepacia. Les IS semblent donc jouer un rôle majeur dans la plasticité des génomes notamment 

chez les Burkholderia. Ces IS peuvent être impliquées dans la réorganisation globale des génomes, 

dans la fusion de deux chromosomes, et dans l’acquisition d’ilots génomiques pouvant permettre 

une augmentation de la virulence, une capacité à dégrader certains composés, etc. Le chapitre 

suivant présentera nos études relatives à la distribution des IS au sein des génomes de Burkholderia 

disponibles et à leur caractérisation, et leur implication possible dans l’émergence du clone B&B.  
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Relation entre émergence de clones épidémiques de 
Burkholderia cenocepacia et amplification d’éléments répétés 

de type IS 

Les analyses épidémiologiques du clone B&B de Burkholderia cenocepacia ont 
permis d’observer sa large distribution et proximité avec des clones responsables d’infections 
pulmonaires chez les patients atteints de mucoviscidose (chapitre 1). Ces clones ayant leur 
génome séquencé, nous avons orienté la suite des travaux vers des analyses de génomique 
comparative visant à identifier des processus ou gènes (îlots génomiques) ayant pu contribuer 
à son émergence et forte transmissibilité. Dans le chapitre 2, nous avons étudié la famille de 
gènes codant des facteurs sigma 70 et ainsi évaluer l’importance des phénomènes de 
réarrangements génétiques entre ce clone et les souches de Burkholderia cenocepacia
séquencées à ce jour. Ces travaux ont confirmé la forte proximité de ce clone avec le clone 
ET12 fortement virulent et responsable de pneumonies nécrotiques foudroyantes chez les 
individus atteints de mucoviscidose (CF). Ils ont permis d’identifier de nombreux facteurs 
sigma70 susceptibles d’avoir contribué à l’adaptation ou l’acclimatation de ces souches à 
l’homme. Ils ont également permis d’observer des phénomènes de délétion, duplication, et 
inversion de segments de chromosomes suggérant une contribution importante des 
réarrangements génomiques dans l’émergence de ces clones.  

Les mécanismes à la base de cette plasticité génomique sont nombreux mais 
impliquent de façon récurrente, directe ou indirecte, des éléments répétés au sein des génomes 
bactériens, appelés IS (séquence d’insertion). Dès 1996, Lessie et al., avaient constaté une 
grande plasticité au sein des génomes de Burkholderia et soulignaient le rôle probable des IS 
dans cette plasticité. Les IS sont de petits éléments génétiques mobiles codant uniquement 
l’enzyme (transposase) essentielle à leur mobilité (e. g. voir Mahillon and Chandler 1998). 
Elles sont délimitées par des séquences inversées répétées, les IR. Ces IR et les similarités de 
séquences entre transposases sont utilisées pour la classification de ces IS en famille. Les 
familles d’IS n’utilisent pas nécessairement des modes de transposition identique, et dans 
certaines situations, ces transpositions peuvent maintenir, réduire ou augmenter le nombre de 
copies d’une IS au sein d’un génome (Fig. 1). 
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Fig. 1 : Différents modes de transposition d’IS. 
a et c : la première étape est un clivage aux deux extrémités de l’IS. a : un intermédiaire linéaire de 
l’IS est libéré. c : l’IS est toujours liée en une structure décrite par Shapiro (1979). b : le clivage ne 
se fait que sur un brin d’ADN, pour former un intermédiaire en huit résolue en une IS circulaire où 
les deux IR sont séparées par quelques paires de bases. Le devenir de la séquence de 3 pb n’est pas 
détaillé car mal compris. Ce cercle peut être soit linéarisé soit directement intégré dans la molécule 
cible. En vert les deux brins de l’IS, l’ADN donneur est représenté par des lignes bleu alors que 
l’ADN cible est en rouge. Les groupements phosphates sont représentés par des disques bleus 
alors que l’extrémité 3’-OH (réactive) est sous la forme d’un cercle rouge. Les flèches en rouge 
matérialisent l’attaque du 3’-OH sur l’ADN cible. Schéma modifié de Mahillon et Chandler 
(1998) et Turlan et Chandler (2000). 
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Les IS au sein d’un génome peuvent être le support de recombinaisons homologues ou 
homéologues conduisant à des réarrangements au sein des génomes bactériens. Ces 
réarrangements peuvent être intra-génomique (Schneider et al., 2000) ou conduire à 
l’intégration d’ADN exogène (Schneider et al., 2002). L’implication des IS dans un 
réarrangement est caractérisée par la présence de copies de l’IS en bordure. Nous avons mis 
en évidence dans le chapitre 2 une configuration de ce type, impliquant une IS nommée 
ISBcen8 chez B. cenocepacia J2315. Cette IS a pu être reliée à un large réarrangement 
chromosomique. L’impact fonctionnel de tels réarrangements est variable mais une relation 
avec des changements dans la virulence de certaines bactéries pathogènes a été observé (e. g. 
Romling et al., 1997). Plus localement, les IS peuvent également modifier l’environnement 
des gènes situés à proximité de leur site d’insertion. Par exemple, l’IS407 code une séquence 
« promotrice » permettant l’attachement de facteurs de type sigma70 et pouvant ainsi modifier 
l’expression des gènes en aval (Wood et al., 1990). Par contre, l’insertion d’une IS dans un 
gène peut conduire à son inactivation. DeShazer et al., (2001) ont montré que l’insertion 
d’une copie de l’IS407 bloquait la synthèse de la capsule chez B. mallei, et provoquait une 
baisse du pouvoir pathogène. Il est à noter que deux IS situées à proximité l’une de l’autre 
peuvent être co-mobilisées ainsi que la portion d’ADN qu’elles encadrent conduisant à la 
formation d’un transposon composite avec un module phénotypique (Toussaint and Merlin 
2002). Ces IS composites peuvent être impliquées dans certains transferts horizontaux de 
gènes fonctionnels entre espèces ou souches bactériennes.  

Deux hypothèses sont avancées pour expliquer le maintien des IS au sein des génomes 
bactériens. La première (Charlesworth et al., 1994) considère que les IS sont des parasites des 
génomes bactériens provoquant des mutations parfois délétères. Malgré leur coût, leur 
maintien dans ces génomes est assuré par la colonisation de nouveaux sites d’insertion 
notamment sur des plasmides ; ce qui permet leur propagation par transferts horizontaux. La 
seconde hypothèse (Blot 1994) retient le fait que les IS peuvent également provoquer des 
mutations adaptatives bénéfiques pour l’hôte. Leur maintien est alors assuré par les quelques 
mutations bénéfiques apportées. Cette thèse est aussi soutenue par Holden et al., 2009 qui 
expliquent que la présence de nombreux pseudogènes (inactivés par des mutations, délétion, 
insertion d’IS) pourrait jouer un rôle dans l’adaptation d’une souche à un biotope particulier. 
Afin d’évaluer l’impact des IS sur l’évolution bactérienne, des études ont été menées sur la 
bactérie modèle E. coli. Papadopoulos et al., (1999), après un suivi sur 10 000 générations de 
cultures d’E. coli, ont mis en évidence une baisse du taux de modifications phénotypiques au 
cours du temps, avec des IS présentes à une proportion relativement stable au cours du temps. 
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Ces auteurs suggèrent donc une contribution négligeable des IS dans l’évolution des 
phénotypes, au détriment d’autres processus tels que la sélection de mutations ponctuelles. 
Cependant, certaines mutations impliquant des IS ont été étudiées en détail et leur bénéfice 
démontré (Schneider and Lenski 2004).  

Nos études du chapitre 2, et des analyses préliminaires permettant d’estimer 
l’importance des IS en termes de nombre, ont suggéré un rôle de ces éléments dans 
l’évolution des génomes de B. cenocepacia. Un bilan exhaustif des IS présentes dans les 
génomes de cette espèce est donc présenté dans ce chapitre, et complété d’une analyse de ces 
éléments chez le clone B&B. Les implications fonctionnelles de ces insertions d’IS sont 
discutées.  
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Genomic organization of Burkholderia cenocepacia IS 
elements and its relation with the emergence of epidemic 

clones

1. Introduction  
B. cenocepacia is a member of the Burkholderia cepacia complex (Bcc), a group of 

seventeen closely related species. Members of this group are able to colonize several niches 
(maize rhizosphere, soils, freshwaters, rice field, polluted soils etc...) and most of them have 
been isolated from lungs of Cystic Fibrosis (CF) patients. In fact, the Bcc species are 
considered to be opportunistic pathogens infecting immuno-compromised or CF individuals. 
Prevalence of the Bcc species among CF patients is lower than the one of Pseudomonas 
aeruginosa (Lambiase et al., 2006). However, life expectancy of these patients is reduced 
when Bcc infection is occurring (Hutchison and Govan 1999). B. multivorans and B. 
cenocepacia are the main Bcc species recovered from CF patients. B. cenocepacia can lead to 
a dramatic necrotic pneumonia named the “cepacia syndrome” (e. g. Saiman and Siegel 
2004). Several epidemic clones of B. cenocepacia have been described from the mid-80’s. 
One of them, the ET12 clone is widely distributed in North America and the United Kingdom, 
and was shown to be highly transmissible (Isles et al., 1984, Johnson et al., 1994). Two other 
epidemic clones, named PDHC and Midwest, have been described and mainly founded in 
North America (LiPuma et al., 1988, Coenye et al., 2004). The B&B clone represent another 
epidemic clone recently described (Graindorge et al., 2009). This clone and its related clonal 
complex (ST32), were found involved in nosocomial and CF pulmonary tract infections, and 
have disseminated among several occidental countries. Strains of this clonal complex were 
recently reported as the most prevalent among French CF cohorts (Abalain et al., 2009). 
Emergence and differentiation of these epidemic clones could have involved several 
molecular processes including DNA acquisition/deletion, transcriptional changes of gene 
expression, and genetic disruptions of genes by insertion sequences or small indels (insertion 
or deletion of a few nucleotides).  

In this work, an in depth investigation of the insertion sequences (IS) elements 
genomic organization among Burkholderia genomes was undertaken. IS are small bacterial 
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mobile genetic elements. They can be found in high numbers within a genome and, can 
apparently move autonomously inside the bacterial cell. Insertion of an IS within a gene can 
lead to its inactivation (DeShazer et al., 2001). Insertion in the promoter region can also 
modify the expression of a gene as shown for the IS407 and IS406. These IS were shown to 
enhance expression of a flanking gene by providing an exogenous �70 promoter (Wood et al., 
1990, Wood et al., 1991). IS elements can also play a role in homologous recombination 
within a replicon or between replicons of a genome like it has been described by Byrne et al. 
(1994) and Menard et al. (2007). All these events can thus modify dramatically the phenotype 
of these bacteria. In some cases, a concordance with the emergence of clinical strains was 
inferred. For example, Tyler et al. (1996) identified a hybrid element containing a copy of 
IS1356 inserted into IS402 (iso-ISBcen20), and this IS organization appeared specific of the 
ET12 lineage. Moreover, Liu et al. (2003) identified an IS element (IS1363, renamed 
ISBcen2) in high copy numbers within PHDC strains but in a single copy in ET12. Similarly, 
Kenna et al. (2006) investigated the distribution of three IS within the Bcc and found the 
IS407 in high copy numbers among ET12 strains but not among the PHDC clone. A potential 
“linkage” between IS, virulence and transmissibility could thus be hypothesized.  

Here, all IS elements found among B. cenocepacia genome sequences were allocated 
to their respective family, and sub-groups, and their origin investigated by molecular 
phylogeny. Processes involved in their occurrence at a particular site in the sequenced 
genomes were inferred. Inferences about the impact of these IS on the properties of the 
sequenced strains were also made. These data were then used to investigate the IS elements 
genomic organization of the B&B clone. Genomic stability of IS407 insertions was 
experimentally investigated using a panel of B. cenocepacia strains from the main recA PCR 
RFLP sub-groups. These data further support the hypothesis of a close proximity between the 
ET12 and B&B clones; both clones showing several similarities in their IS elements genomic 
organizations. 
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Table 1: Bacterial strains used in this study  
B. cenocepacia Other code Origin    Reference 
LMG 16656  J2315   ET12, Cystic Fibrosis  Vandamme et al., 2003 
LMG 12614    ET12, Cystic Fibrosis  Vandamme et al., 1997 
LMG 18826  BC7  ET12, Cystic Fibrosis  Sajjan et al., 1995 
LMG 18829  PC184  Cystic Fibrosis  Vandamme et al., 2003  
LMG 16654    Cystic Fibrosis  Vandamme et al., 2003
LMG 18828    Cystic Fibrosis  Mahenthiralingam et al., 2000 
LMG 18832  ATCC 17765 Urinary tract infection Stanier et al. 1966 
H111     Cystic Fibrosis  Romling et al., 1994 
LMG 19240    Continuous wheat plot Viallard et al. 1998 
LMG 21461    Cystic Fibrosis  Vandamme et al., 2002
B&B clone  Bpoe732 Pulmonary infection  Graindorge et al., 2009 

2. Materials and Methods. 
2.1. Strain used, DNA extractions, PCR amplification and DNA blot hybridization. 

Burkholderia strains used in this study are listed in Table 1. Bacteria were grown in 
Luria-Bertani (LB) broth (Bertani 1951) at 30°C between 24h 48h. DNA extractions were 
performed according to Pitcher 1989 and resuspended in ultra-pure water.  
PCR (polymerase chain reaction) amplifications (25-50 µl) were done according to the Taq
polymerase manufacturer (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) without 1% w-1 detergent but 
with 5% DMSO. PCR primers used in this study are described in Table 2. PCR cycles using 
50-100ng of total DNA were as follow: (1) 95°C for 5 min, (2) 95°C for 30 sec, selected 
annealing temperature (e.g. Table 2) for 45 sec, 72°C for 60 sec (35 cycles), (3) 72°C for 5 
min.  
DNA sequences of several B&B clone IS elements used for phylogenetic analysis (IS407, 
ISBcen20, ISBcen4, ISBcen6 and ISBcen9) were obtained after cloning PCR products using 
the pGEMT-easy cloning kit (Promega, Charbonnieres, France) within Escherichia coli DH5�
strains. These sequences are given in the annex C1 section, at the end of this manuscript.  
Plasmids (pGEM-T) purification was performed using QIAGEN® Plasmid Plus Midi Kit 
(Qiagen, Courtaboeuf, France). 
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DNA sequencing of the PCR products and pGEM-T plasmids was performed by Cogenics® 
(Grenoble, France). 
Southern blots were performed as follow: each strain genomic DNAs (5µg) were digested by 
1U/µg of EcoRI (Fermentas), for 16h at 37°C. Digested DNAs were separated by 
electrophoresis using a 1% agarose gel, for 6h at 100Volts (60A). DNA blots were done using 
Genescreen (USA) nylon membranes and using the procedure described by the manufacturer. 
DNAs probes were labeled using the random priming labeling kit (Amersham-Pharmacia, 
Orsay, France) and blots were performed following Sambrook (1989). DNA hybridizations 
were carried out according to the nylon membrane manufacturer (Genescreen, USA), 
hybridized and washed at 65°C. Autoradiography was performed according to Sambrook 
(1989). 

2.2. Identification of IS and insertion sites among sequenced genomes. 

The full genome sequence of B. cenocepacia J2315 was retrieved from the Sanger Institute 
web site (http://www.sanger.ac.uk/Projects/B_cenocepacia/). B. cenocepacia AU1054, B. 
cenocepacia HI2424, B. ambifaria AMMD, Burkholderia sp. 383, B. vietnamiensis G4, B. 
multivorans ATCC17616  and B. xenovorans LB400 genome sequences were retrieved from 
the Joint Genome Institute web site (http://genome.jgi-psf.org/mic_home.html). B. mallei
ATCC 23344, B. pseudomallei K96243 and B. thailandensis E264 genome sequences were 
retrieved from Genbank. Bukholderia cenocepacia PC184 genome was retrieved from the 
Broad Institute 
(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/burkholderia_cenocepacia/). 
BLAST analyses were performed locally using the BLAST-2.2.20 package available from the 
NCBI web page (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/executables/LATEST).  
Genomic analyses of insertion sites were performed using a local BLAST approach allowing 
comparaison of IS sequences retrieved from Genbank, the IS databases (http://www-
is.biotoul.fr/) and the above genome sequences. The Artemis Comparison Tool software 
(Carver et al., 2005) was used to visualize graphically the results of these different BLAST. 
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Table 2: PCR primer used in this study 
name  sequence (5’-3’)    first nucleotide position  annealing  

on Bcen-J2315 genome  temperature 
IS407aF  GCTCAACCTCGGGATACTGT  (Chr1 450247)   55°C 
IS407aR  GGCGTTGTCGGATTGTT  (Chr1 451630)   55°C 
IS407cF  GACTGATGATGGCATTCC  (Chr1 1276718)   59°C 
IS407cR  GAGCTGAGACAGTGATACCG  (Chr1 1278500)   58°C  
IS407eF  GGGCCTCGTCGCAAACCAT  (Chr1 1426953)   61°C 
IS407eR  GAGCCCCGCATCGATCCATTCTT  (Chr1 1425422)   61°C 
IS407fF  AACCTGGTTTCGAACACG  (Chr1 2560114)   58°C 
IS407fR  GAGTCTGCCTTGTAGATCGG  (Chr1 2561809)   58°C 
IS407iF  CCTTCAGGTGTTGGCTTACA  (Chr1 2848475)   58°C 
IS407iR  CGAGACGAGTAGCGACTTGT  (Chr1 2849466)   58°C 
IS407jF  GATCTGCTTGGCAATATG  (Chr1 2849773)   57°C 
IS407jR  AACGCAAGGAAGAATAAGAC (Chr1 2851308)   57°C
SI11  CAAATTGCCACGCGACTAC  (Chr1 454987)   58°C 
SI10  TGACCGAAGATCGAGACG  (Chr1 456554)   56°C 
SI8  AGTCGTTCTGTTCGCCGAT  (Chr1 1416963)   58°C 
SI17  GAGATCGCAGGTAGCTTAG  (Chr1 1418385)   58°C 
SI21   TAGTACTGCGCGAAGGCATG  (Chr1 2800281)   62°C 
SI22  CATGAGATCAGGCGACAAC  (Chr1 2801819)   58°C 
SI23  GAACAGAGCGACGTGTAAG  (Chr1 2840657)   58°C 
SI24  TCCTTGCCTATGACGGATG  (Chr1 2842068)   58°C 
SI5  GCAACGAGCGACCATTGAC  (Chr1 3525140)   60°C 
SI7  CGGCTTGGAATTATTGTGAC  (Chr1 3526591)   58°C 
SI27  TTCACGTGGTTAGTTGG  (Chr2 2128444)   50°C 
SI20  GTGGTACTCGCATTATTCG  (Chr2 2130034)   56°C 
SI3  CGGTAAACGGGAAACTACG  (Chr3 789840)   58°C 
SI2  GTGTCGTGATGGACTGCAT  (Chr3 788422)   58°C 
SI14  AACCGGAACAACATGCATTC  (Plasmid 80958)   58°C 
SI15  TTCGGTCGATCTACGGTC  (Plasmid 82552)   56°C 
ISBcen4F  GTAGACATCGCCAAGCGG  (Chr3 713400)   58°C 
ISBcen4R GCTGCAGTAACTGGAGGC  (Chr3 712823)   58°C 
ISBcen6F  GCAGGAAGTGATGGAAGTG  (Chr3 713044)   58°C 
ISBcen6R CGATAGCCATAGCTGGGC  (Chr3 712292)   58°C 
ISBcen8F  CCTGAAGCCCGAACGGTTAC  (Chr1 1102132)   62°C 
ISBcen8R  CTGGATGGCGGCAATGATAG  (Chr1 1102704)   62°C
ISBcen9F  CCGAACGAGAAGTGGGTTAC  (Chr1 54671)   60°C 
ISBcen9R  GATGCGCTCGTGATTGTAG  (Chr1 55078)   60°C 
ISBcen20F  CTCAAGACCGGACTACGC  (Chr1 626666)   58°C 
ISBcen20R  CGGAGACGACGGAAGTG  (Chr1 626073)   58°C 
IS1363F  GCTTAATAGGATGGTCAG  (Chr3 749398)   56°C 
IS1363R  TCTATGGTCAGCCCGATTTTTG (Chr3 750739)   56°C 
  



145 

2.3. Molecular phylogenetic analyses. 

Multiple alignments of amino acids (AA) and DNA sequences of transposases were 
computed using CLUSTALW. Distance between sequence pairs, the inferred phylogenetic 
trees, and bootstrap values were all computed through the Mega4 graphic tool (Kumar et al., 
2004). Phylogenetic trees were built using the Neighbor-Joining (NJ) method (Saitou and Nei 
1987). Bootstrap replicates were performed using 1000 replicates. Alignments realized in this 
study are available on the microbial ecology laboratory FTP server: http://ecomicro.univ-
lyon1.fr/poe/IS-phylogeny-AN-alignments.rar for nucleic acids alignments and 
http://ecomicro.univ-lyon1.fr/poe/IS-phylogeny-AA-alignments.rar for amino acids 
alignments.  
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Table 3: IS elements among Burkholderia genomes 
Insertion sequences B. cenocepacia clones/strains  B. multivorans B. ambifaria B. vietnamiensis B. mallei B. pseudomallei B. xenovorans B. thailandensis ET12 B&B PHDC Mid-west
Family Sub group J2315 Bpoe717* AU1054 HI2424 PC184 ATCC 

17616 
AMMD G4 ATCC 

23344 
K96243 LB400 E264 

IS3              
 ISBcen6 (2) �1           
 ISBcen7 2            
 ISBcen9 9 �5           
 ISBcen15 3    1        
 ISBcen16 1      5      
 ISBcen17 1            
 ISBcen21     1 (+2)        
 ISBcen22   1 1 1        
 ISBcen23   2 2       2  
 ISBp1             
 IS1416          (2)   
 IS401      1       
 IS407 13 (+1) �6    3  1 (+1) 91 3 (+1)   
 ISBcen10 4     9       
 ISButh1   1 2    1 (+1)    1 
 ISButh2             6 
 ISBxe1           7  
 ISBxe2           1  
 ISBph1           1  
 ISBmu6      4       
 ISBmu11     2 2  2     
 ISBvi3        1     
 ISBvi4        5     
IS4              
 ISBvi1        5     
IS5              
 ISBcen20  9 �8     (1)      
 IS402      3  11     
 ISBmu2      10 (+1)  3     
IS21              
 ISBcen28    1 3   (1)     
 IS408 1     3 (+1)  4     
 ISBmu1      6       
 ISBmu3      2    1 (+1) (1)  
 ISBcen13 5       1     
IS66              
 ISBcen19 2            
 ISBcen14 4            
IS110              
 ISBcen1 1    (1)        

ISBcen2  1 0 5 5         
 ISBcen3 2            
 ÌSBcen4 1 (+1) �3         (1)  
 ÌSBcen5  3            
 ISBfun1           1  
 ISBcen8 12 �7 2 1 3 4       
 ISBma3   8 3  2  3  1 (+1) 3 (+1) 5 
 ISBfun2           1  
IS256              
 IS1356 2  4 2  7 1 3   (1) 6 (+1) 
 IS1413           2  
 ISBcen18 1    3   8  (1)   
 IS931        7     
 IS1490        1     
 IS406      6       
 ISRso7   2 2 1        
IS481              
 ISBcen25   2 2         
 ISBcen26   1 1         
 ISBxe3           5  
 ISBxe4           3  
ISL3              
 ISBma1     2   1 17 (+3) 6  7 
others              
 ISBma2         46 5 (2)  
 ISBfun4           1  
 IS1071      (1)     2  
 unknown 1  6 4    14     
Total  82 �31 34 26 20 65 7 74 157 22 35 26 
*: IS elements among the B&B clone were identified by DNA blot analyses. Numbers in brackets represent partial IS elements. 
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3. Results and Discussion.

Burkholderia genomes are known to harbour several IS elements. Holden et al., (2009)

recently reported several IS-inactivated gene sequences among B. cenocepacia strain J2315 genome,

a strain isolated from a CF patient. These IS-driven inactivations could have been selected by the

strong selective pressures taking place among B. cenocepacia colonized habitats including the CF

lungs or could have occurred by chance, without much selection except the one related to lethal

inactivation. Here, we present a study that investigated the genomic organization of IS elements

among B. cenocepacia sequenced genomes, and attempted at establishing the benefits of the related

insertion events. Conservation of the insertion events among B. cenocepacia, the Bcc, and other

Burkholderia species was investigated using full genome sequences. These analyses were completed

by experimental investigations of the B. cenocepacia B&B clone IS genomic organization. These

analyses suggested similarities in the IS genomic organization of the B&B and ET12 clones, and a

relation with their emergence.

3.1. IS numbers among Burkholderia cenocepacia genomes

Fully assembled B. cenocepacia genomes of strains J2315, AU1054, HI2424 and PC184 were

used to estimate IS numbers and build a set of reference IS to investigate their spread among the

Burkholderia. Sequenced genomes of the following Burkholderia strains were used to complete the

analyses: B. multivorans ATCC17616, B. vietnamiensis strain G4, B. ambifaria strain AMMD, B.

mallei strain ATCC23344, B. pseudomallei K96243, B. xenovorans LB400, Burkholderia sp. 383

and B. thailandensis E264. Contigs of Burkholderia genomes under sequencing (in January 2009)

were not included in these investigations. Shotgun DNA sequencings do not cover entire repeated

regions making hard quick assembly of regions with repeated sequences. IS were detected through

BLASTN searches and ACT analyses. These investigations were completed by DNA blot analyses

of IS numbers of certain families/sub-groups among the B. cenocepacia B&B genome. DNA probes

used in these analyses were obtained by PCR from strain J2315 DNA, using primers indicated in

Table 2.

Burkholderia genomes were found to harbour between 7 to 157 IS elements. B. cenocepacia

J2315 was found to harbour 6 families (IS3, IS256, IS110, IS5, IS21, IS66) of IS for a total number

of 82 (including 4 partial sequences) elements. The B. cenocepacia genomes of the PHDC strains

AU1054 and HI2424 were found, respectively, to harbour 34 and 26 IS elements, being part of,

respectively, 4 (IS3, IS256, IS110, and IS481) and 5 (IS3, IS256, IS110, IS21, and IS481)

established families, and families not yet defined. B. cenocepacia genome of strain PC184 of the

Midwest clone showed 20 IS elements being part of five distinct families (IS3, IS256, IS110, IS21,

ISL3). IS numbers can thus vary significantly within B. cenocepacia, with some genomes showing as
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much as 4 times more IS elements than others. The families detected in all sequenced B. cenocepacia

strains were IS3, IS110, and IS256. The IS66 and IS5 families were only recorded among strain

J2315, the IS481 among the sequenced PHDC genomes, and ISL3 among the PC184 genome (Table

3). However, Burkholderia other than B. cenocepacia were found to harbour these IS.

IS DNA probings of genomic DNA blots of strain bpoe717 of the B&B clone were performed

to estimate the copy numbers of three IS families, IS3, IS5 and IS110. DNA probings with selected

IS elements of the IS3 family of the J2315 genome of B. cenocepacia gave hybridizing signals

indicative of more than twelve IS elements in bpoe717. DNA probings with selected IS elements of

the IS5 family of the J2315 genome gave hybridizing signals indicative of more than eight IS

elements, and DNA probings with selected J2315 elements of the IS110 family revealed at least 10

elements. These hybridizing data showed that IS5 elements restricted, so far, to the ET12 clone of B.

cenocepacia could also be detected in the B&B clone, supporting the idea of a high genetic

proximity between these two clones. The hybridization results with elements of the IS3 and IS110

families showed high copy numbers of these elements in bpoe717. Such high numbers were not

surprising for the IS110 family but were considered a trademark of ET12 for the IS3 family. This

result further supports the idea of a high genetic proximity between the ET12 and B&B clones.

The B. cenocepacia IS composition could be compared with the ones of four other species of

the Bcc, and of species outside the Bcc like B. pseudomallei and B. xenovorans (Table 3). B. lata

strain 383 genome, a close relative of B. cenocepacia, did not show any IS element in its genome.

This absence of IS element among B. lata strain 383 might be indicative of cellular processes that

can prevent IS genomic colonization. The other Bcc species showed 7 to 74 IS elements. IS families

recorded among B. multivorans were IS3, IS256, IS110, IS5, IS21, were IS3, IS256, and IS5 for B.

ambifaria, and were IS3, IS4, IS256, IS110, IS5, IS21 and ISL3 for B. vietnamiensis. The sequenced

genome of this latter Bcc species was found to harbour more IS families than the one of B.

cenocepacia strain J2315. The other Burkholderia genomes showed lower numbers of IS families,

with B. pseudomallei (22 IS elements) and B. xenovorans (35 elements) harbouring five families. B.

mallei ATCC 23344 genome which showed the highest number of IS elements (157 IS elements)

showed only two known families. B. thailandensis E264 genome showed 26 elements and four

families.

These variations in IS numbers and families indicate a relationship with the evolutionary

history of the various strains that were investigated. These relationships might be related to recent

acquisitions of DNA through horizontal transfers or amplification of IS elements of an existing

family. In the next section, we present analyses of these phenomena. The localization of these IS

inside and outside coding sequences (CDS) was investigated for the available B. cenocepacia

genomes (Fig. 1). These analyses showed a high repartition of more than 80% of the IS elements
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outside CDS among the PC184 and PHDC (HI2424 and AU1054) genomes. However, 38% of J2315

IS elements were found inside CDS. IS found among CDS showed a strong bias towards a

colonization of other IS elements (Fig. 1). Other trends in the colonization of particular gene classes

were not clear suggesting a lack of correlation with such classes. Other constraints like DNA sites

targeted by the IS transposases, and methylation of DNA, could have a more significant effect on the

distribution of these elements. These issues were partly investigated in the section below by

analyzing the direct repeats detected at the proximity of the IS elements (Table 4). These analyses

showed biases among IS DNA targets (or direct repeats) often matching the separation observed by

phylogenetic analyses of the IS elements of a same family into sub-groups.

Fig. 1: Gene classes of disrupted ORF among B. cenocepacia strains investigated.
AU1054 and HI2424 (PHDC clones), and PC184 (Midwest clone) genomes. For PHDC and Midwest genomes,
disrupted genes are potentially under-estimated because of an annotation still in progress.
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3.2. IS family sub-groups broadly distributed among B. cenocepacia

Significant DNA sequence variations were observed among each IS family, and were used to

investigate phylogenetic relationships. Phylogenetic analyses of the inferred amino acids (AA)

sequences of the encoded IS transposases allowed the definition of sub-groups among most families.

Distribution of these sub-groups was investigated among B. cenocepacia and other Burkholderia.

These analyses allowed identification of IS founder elements (most likely ancestral sequence) among

B. cenocepacia, and to investigate their likely involvement in the emergence of clonal lineages. DNA

targets (or direct repeats) of these IS elements are indicated in Table 4.

3.2.1. IS3

The IS3 family was found the most diverse among the B. cenocepacia J2315 genome, with at

least four large clusters (named I, II, III, and IV) of related transposase AA sequences which could

then be sub-divided into 14 significant sub-groups, by molecular phylogeny (Fig. 3). Relationships

within these sub-groups could not be resolved using the AA data set of the IS-encoded transposases

but could be partly resolved using the DNA sequences. This allowed identification of highly active

elements which appeared to have undergone recent amplification events. The genetic and genomic

organizations of these IS are presented respectively in Fig. 2 and Fig. 5.

Transposases of cluster I were divided into an IS407 sub-group, an ISBcen22 sub-group, an

ISBcen15 one, and an ISBcen23 one (Fig. 2; Fig. 3). Most sub-groups of this cluster showed a narrow

distribution and were detected in a few strains of B. cenocepacia. AA sequence similarities were

observed with encoded transposases of IS elements of cluster I from other genera like Ralstonia

solanacearum for ISBcen15 and IS407, and Nitrosospira multiformis for ISBcen22. Among the

ISBcen23 sub-group, two distinct founder elements, a and b, could be observed among the PHDC

strain HI2424, while only the “a” founder element appeared responsible for the two copies found

among the other strain of PHDC investigated i.e. AU1054 (Fig. 3). The IS407 sub-group was found

the most widespread and showed the highest number of elements among the Burkholderia but was

not recorded among all B. cenocepacia clones. This is indicative of genomic instability among the

DNA regions colonized by these elements. This led us to investigate more deeply the behaviour of

this sub-group. These analyses are presented in the sub-section below.

Transposases of cluster II were divided into an ISBcen9 sub-group, an ISBcen10 one,

ISBmu11 one, and ISBcen16 one (Fig. 2; Fig. 3). Interestingly, a common IS element apparently led

to the emergence of the ISBcen9, ISBcen10 and ISBcen16 sub-groups, with these last two sub-groups

being closely related and also detected in other Bcc species.
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Fig. 2: Main features of IS3 elements detected among B. cenocepacia strains.
Inverted DNA repeats are indicated by a green vertical line; red vertical lines are used to indicate a framshift (FS);
nonsense mutations (amber type) are indicated by a brown vertical line (Ab). ORFs are indicated by arrows and
ORFs with a deletion are represented by arrows without a vertical extremity. ORFA: total transposase sequence
(IS5, IS110, IS256 families) or amino-terminal end (IS3, IS21 families), ORFB: carboxy-terminal end (IS3 , IS21
families), ORFC: carboxy-terminal end (IS66 family). ORF orientation of IS elements are according to the main
orientation of the genomes, beginning from the origin of replication. PHDC indicates genomes of the HI2424
and/or AU1054 strains, and Midwest the one of strain PC184.
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Analysis of the DNA sites targeted by these IS elements i. e. the direct repeats observed after

insertion, revealed similarities for the ISBcen10 and ISBcen16 sub-groups (Table 4). However, the

ISBcen9 DR were found more AT-rich than those of these two sub-groups. Interestingly, relatively

high IS numbers were observed for ISBcen9 and ISBcen10, with respectively, nine and four elements

detected in the genome of J2315. The ISBcen16 was found in a single copy in the J2315 genome but

five elements were detected in the B. ambifaria AMMD genome. This sub-group was the most

important, in number, among this last genome. Each of these elements apparently emerged from a

single but distinct founder element. Similar IS elements were observed among other bacterial genera

like the one of Ralstonia metallidurans CH34 (renamed Cupriavidus metallidurans by Vandamme

and Coenye 2004).

Transposases of cluster III were divided into an ISBcen7 sub-group, an ISBcen21 one, and an

IS1416 one (Fig. 2; Fig. 3), with the last two sub-groups being part of a common significant sub-

lineage. The position of ISBcen7 in this sub-group was not supported by high bootstrap values. The

ISBcen7 sub-group could not be detected in other Bcc strains but similar elements could be detected

in species like B. phytofirmans strain PsJN and R. pickettii strain 12j. ISBcen21 was observed among

strain PC184 and MCO-3 (two elements) of B. cenocepacia, and could also be detected among C.

metallidurans CH34 (1 element). The IS1416 sub-group was recorded among B. pseudomallei, B.

vietnamiensis (strain TVV75), B. phymatum STM815, B. glumae BGR1 (5 copies) and B.

cenocepacia MCO-3 (5 copies).

Transposases of cluster IV were divided into three sub-groups, ISBcen6, ISButh1 and ISButh2

(Fig. 2; Fig. 3). IS of this cluster could be detected in several species of Burkholderia like B.

thailandensis, B. ambifaria (strain MEX-5), B. oklahomensis, and, in other genera like Ralstonia.

ISBcen6 was found restricted to the J2315 genome of B. cenocepacia and to B. ambifaria (strain

MEX-5) but to be a close relative of the ISButh2 sub-group observed among B. thailandensis (n=6)

(Fig. 3). ISButh1 was detected among the PHDC genomes (Fig. 4a) and those of B. vietnamiensis, B.

thailandensis, and of strain 1106b of B. pseudomallei. Similarities were also observed with elements

found among C. metallidurans strain CH34. The two elements of the ISBcen6 sub-group of the J2315

genome were found physically linked, with the ISBcen6-a harbouring a partial ISBcen4 element

responsible of the disruption of its orf-b (Fig. 2 and Fig 4c) and the ISBcen6-b harbouring a

disruption of its orf-a by the ISBcen4-a (Fig 4c). ISBcen4 is part of the IS110 family which is

described in the next section.

IS3 elements of clusters I, II, and IV were screened among the B&B genome. Elements of all

three clusters could be detected: IS407 (cluster I), ISBcen9 (cluster II), and ISBcen6, (cluster IV). At
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least six elements of IS407, five elements of ISBcen9, and one element of ISBcen6 could be detected

among the genome of strain bpoe717 of the B&B clone (Table 3 and annexe C1). DNA sequence

analyses of some bpoe717 DNA sequences of ISBcen9 showed 100% identity with the ones of J2315

suggesting a recent acquisition or a acquisition prior their divergences. Data concerning the IS407 are

presented in the following sub-section.
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Fig. 3: Neighbor-Joining phylogenic tree of IS3 family insertion sequences.
The amino acid sequences were retrieved from sequenced Burkholderia genomes or the GenBank
database. A total of 110 sites were analyzed (with global removal of gap-containing sites). Distances
are proportional to evolutionary divergences expressed in substitutions per 100 sites. Bootstrap values
higher than 85% are given. Four clusters were defined, and are indicated. Bcen = B. cenocepacia; Bth
= B. thailandensis; Bgl = B. glumae; Bvi = B. vietnamiensis; Rme = R. metallidurans; Bps = B.
pseudomallei; Bmu = B. multivorans
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Table 4: Characterization of IS direct DNA repeats (DR) among B. cenocepacia J2315 genome.
Family Sub-Group DR Chr. ORF disruption
IS3 ISBcen7-a TGT 1 no

ISBcen7-b TGT 2 no
cons

ISBcen9-a

TGT

.TTG 1 no

ISBcen9-b .TTT 1 yes
ISBcen9-c GAAA 1 no
ISBcen9-d GCAA 1 no
ISBcen9-e .CTT 1 no
ISBcen9-f TTTC 1 no
ISBcen9-g GTAG 1 no
ISBcen9-h .GAA 2 no
ISBcen9-i

cons
GCAA
NTT/AA

3 no

ISBcen15-a none 1 no
ISBcen15-b none 1 yes
ISBcen15-c none 2 no
ISBcen16 GTG 1 no
ISBcen17 AAC 1 yes
IS407-a G 1 no
IS407-b CGCA 1 yes
IS407-c CGTA 1 yes
IS407-d CGAG 1 yes
IS407-e G 1 yes
IS407-f GATC 1 no
IS407-g ACCG 1 yes
IS407-h none 1 no
IS407-i none 1 no
IS407-j GCAA 1 yes
IS407-k GGAC 1 yes
IS407-l none 2 yes
IS407-m none 3 no
IS407-n

cons
C
CGNN

Plasmid no

ISBcen10-a GCTT 1 no
ISBcen10-b .CTA 1 no
ISBcen10-c ATCA 2 no
ISBcen10-d

cons
GTC.
GC/TC/TA

3 no

IS256 IS1356-a ACGGCGC. 1 yes
IS1356-b

cons
CGAACCCA
NNNNCNCN

1 yes

ISBcen18 GAAAGGCAGC 1 yes
IS110 ISBcen1 GGACTTGT 2 no

ISBcen2 none 3 yes
ISBcen4-a none 3 yes
ISBcen4p-b none 3 yes
ISBcen5-a G 1 no
ISBcen5-b G 1 no
ISBcen5-c G 2 no
ISBcen8-a1 none 1 yes
ISBcen8-b none 1 no
ISBcen8-c none 1 no
ISBcen8-d none 1 no
ISBcen8-e none 1 no
ISBcen8-f none 1 no
ISBcen8-a2 none 1 yes
ISBcen8-g none 2 yes
ISBcen8-h none 2 no
ISBcen8-i none 3 no
ISBcen8-j none 3 no
ISBcen8-k none 3 yes

IS5 ISBcen20-a AAT 1 no
ISBcen20-b AAA 1 yes
ISBcen20-c AAT 1 yes
ISBcen20-d TTA 1 no
ISBcen20-e ATT 1 no
ISBcen20-f TTA 1 yes
ISBcen20-g AAT 1 no
ISBcen20-h TTA 2 no
ISBcen20-i

cons
TAA
A/TA/TA/T

2 yes

IS21 IS408 none 1 no
ISBcen13-a CCAA 1 no
ISBcen13-b GCTT 1 yes
ISBcen13-c TCTA 2 yes
ISBcen13-d AGCC 2 no
ISBcen13-e

cons
ACAT
ACA/TA/T

3 yes

IS66 ISBcen14-a TAAGTCCT 1 no
ISBcen14-b ACGGCTGG 1 yes
ISBcen14-c GGTCATGC 1 no
ISBcen14-d

cons
GGACTTGT
GGACTTGT

2 yes

Seven IS elements outside ORF and harboring no DR have been excluded of this table (ISBcen6, ISBcen3,
ISBcen19). Cons: consensus direct repeats DNA sequences. Only nucleotides being found in more than 40% for a
single site of a DR were considered in the definition of these consensus.
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The particular case of the IS407 sub-group

In the IS407 sub-group, four clusters of these elements could be inferred from the available

genome sequences (Fig. 6). Three of these were recorded among Bcc genomes, and one was

specific of the B. pseudomallei/B. mallei genomes. These IS elements showed a strong attraction

for “CG” DNA targets as observed in Table 4. One cluster, named “a” (active), was found highly

active and led to several copies in the genomes of B. cenocepacia J2315 (Fig. 2) and B.

vietnamiensis G4. This highly active group matches the one previously observed by Miché et al.

(2001), in B. vietnamiensis, using an IS-trapping system. The other cluster named “b” grouped

elements found among the B. cenocepacia J2315 genome and the one of B. multivorans

ATCC17616. However, the elements found in J2315 appeared to be inactive.

The third cluster was found among the fully sequenced genome of strain ATCC17616 of B.

multivorans. So far, it appears restricted to this species. It is noteworthy that Kenna et al., (2006)

investigated the distribution of the IS407 sub-group among a panel of Burkholderia strains, by

DNA probings. This sub-group was not found in the strains of B. cepacia, B. dolosa, B. ambifaria

and B. pyrrocinia that were tested. However, all B. cenocepacia ET12 strains that were tested (i. e.

J2315, LMG18826, K56-2 and LMG18827) were found to harbour this sub-group, and strains

allocated to other clones or groups were confirmed to rarely harbour this sub-group (Kenna et al.,

2006). Higher IS407 copy numbers were also reported among ET12 strains than among any other

Bcc.

- the B. cenocepacia J2315 IS407 inactive elements

The two inactive elements, IS407-h and IS407-i, found in J2315 are physically linked (Fig.

5; Table 5), and show major sequence alterations (Fig. 2). IS407-h shows nucleotide insertions at

positions 497 and 498 of ORF-b (BCAL2581) encoding the transposase, creating a frameshift

which is inactivating this CDS. IS407-i shows the same nucleotide insertions but also a size

reduction including a complete deletion of orf-a and a partial deletion of ORF-b (BCAL2581)

encoding the transposase. One of these two IS is likely to be the result of a duplication of the more

ancestral element. This hypothesis is supported by the conservation of the two nucleotide

insertions in orf-b in both, the IS407-h and IS407-i elements.

These inactive IS could be genetic markers of B. cenocepacia diversification into clonal

complexes. A PCR method, targeting the flanking regions of these IS, was thus developed to

follow these insertions among other strains. These elements were found outside coding sequences.

The PCR approach showed a conservation of these inactive IS among other strains of ET12 and

among the B&B clone, which was previously suggested as being closely related to ET12 (Table 6,

annex C1 and C2). Both elements were also confirmed to be present among the
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Fig. 4: Main features of DNA regions showing particular transposase CDS organization among B.
cenocepacia strains.
Inverted DNA repeats are indicated by a green vertical line; red vertical lines are used to indicate a frameshift.
ORFs are indicated by arrows and ORFs with a deletion are represented by arrows without a vertical extremity.
ORFA: full transposase sequence (IS5, IS110, IS256 families) or amino-terminal end (IS3, IS21 families) with
ORFB being the carboxy-terminal end (IS3, IS21 families). ORF orientation of IS elements are according to
orientation from the origin of replication. PHDC indicates genomes of the HI2424 and AU1054 strains, and
Midwest the one of strain PC184.
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bpoe717 genome of the B&B clone by DNA sequence analyses (Fig.6, annex C1 and C2). The

IS407-h element was also found among strain LMG21461 which was isolated from a CF patient,

and found part of B. cenocepacia IIID recA PCR RFLP group. These data suggest selective forces

maintaining the IS407-h DNA region among the B. cenocepacia ET12 and B&B ones, but its

counter-selection among strains distantly related from these epidemic clones. Distantly related

strains did not show the presence of this IS and of its targeted DNA region (Table 6), suggesting

their deletion. Regarding IS407-i, all strains of B. cenocepacia tested showed its presence (Table

6), except LMG18828, PC184, HI2424 and AU1054. These data thus suggest selective forces

maintaining this insertion and its DNA region. DNA sequence analyses of IS407-i DNA regions

among B. cenocepacia suggest an origin that can be traced back to the root of its emergence. This

element is thus likely to be the ancestral one, and the one at the origin of the emergence of IS407-

h (duplication event).

- the B. cenocepacia J2315 IS407 active elements

The associations observed between the emergence of the ET12 and B&B clones, and the

inactive IS407 elements, led us to complete these investigations by studying the genomic

localization of the active “a” elements. The genomic localization of these elements is indicated in

Table 5 and Fig. 5. The IS407-j element was found physically close to the inactive IS407 elements.

The IS407-a and IS407-b elements were found to be physically linked as well as the IS407-d and

IS407-e elements. 8 IS407 “a” elements were found outside CDS, and 6 inside CDS (Table 5).

IS407 elements outside coding regions might have a strong polar effect on the downstream CDS;

this IS carries an outwardly directed promoter that can activate closely related genes (Wood et al.,

1990). For example, IS407-f may have affected the expression of an rRNA 5S gene and modified

the expression pattern of other genes. Regarding the IS insertions among J2315 CDS, IS407-e is

inserted within a helicase gene. IS407-k is found in a gene involved in capsule biosynthesis,

confirming data obtained by DeShazer et al., (2001). IS407-b is inserted in a gene encoding a

methylase (hsdM) of a type I restriction-modification (RM) system, and is located upstream the

hsdS and hsdR genes which play an essential role in this RM system. All three genes are required

for the restriction activities, while only hsdM and hsdS are required for the methylation activity (for

review see Wilson and Murray 1991, Bickle and Kruger 1993). In consequence, the IS407 insertion

in this hsd operon inactivated both methylation and restriction activity. These RM systems protect

bacteria against foreign DNA including phage DNA (Bickle and Kruger 1993). B. cenocepacia

J2315 may thus be more sensitive to bacteriophage infection. An ACT comparison was performed

between IS407 DNA sequences, the J2315 genome, and the HI2424 genome (Fig. 7), in order to

determine the presence or not of the DNA regions colonized by IS407 in J2315 among the PHDC

genome. This analysis showed that most IS407 elements are located in regions not detected in the

PHDC genome. This analysis showed that orthologs of the RM system, described above, are not
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found in the PHDC B. cenocepacia genomes. Only IS407-f (Table 6) was found inserted in a DNA

region also observed in HI2424, AU1054 and PC184 genomes (but without an IS407 insertion).

These observations led us to further investigate the distribution of J2315 DNA regions targeted by

active IS407 elements among a panel of B. cenocepacia strains, including additional recA PCR

RFLP IIIA strains such as the B&B clone strains, and strains from the IIIB, IIIC, and IIID recA

groups. These IS407 insertion sites were screened among these bacterial genomes using a PCR

approach targeting the IS flanking regions or using a tripartite ACT analysis (Table 6; Fig. 7, annex

C1 and C2). PCR products ranging from 1000 to 1802 bp were obtained when a site was colonized

by the IS407, and products from 193 to 700 bp when the site was not colonized by an IS. On one

hand, these analyses showed IS407-f, IS407-j and IS407-c loci to be conserved among most strains:

11/13, 8/13 and 8/13, respectively. This suggests a presence of these loci quite early in the evolution

of B. cenocepacia. On the other hand, these analyses also showed the presence of more recent loci

showing a more restricted distribution like the IS407-b and IS407-g loci only found among the

ET12 clone, and the IS407-l locus found among the ET12 and B&B strains. A dendrogram of the

distribution of all loci colonized by the IS407 was built to better visualize the similarities in the

distribution profiles. Interestingly, this cladogram shows a good proximity in the distribution

profiles of the loci among the B. cenocepacia ET12 and B&B clones, and IIID strains (Fig. 8). The

IIIA strain named H111 did not show a profile in line with those of the ET12 and B&B clones,

suggesting an early divergence from these last two clones. This proximity is in line with

phylogenetic trees built to investigate B. cenocepacia infra-specific diversity e. g. Graindorge et al.,

(2009). This cladogram also shows a high level of conservation of the IS407 targeted DNA loci

among strains of the ET12 clone (Table 4; Fig. 8), confirming their close proximity. These analyses

were completed by a further investigation of these loci by visualizing the number of IS407 found

among these loci (Fig. 9). This analysis shows one strain of ET12, LMG18826, to have the same

IS407 genomic organization as the one of strain J2315 but another strain, LMG12614, to have a

profile much different from these strains. DNA sequence analyses confirmed this conservation and

showed high sequence identities between the LMG18826 IS407 insertion sites and those of J2315

(annexe C2). Interestingly, the bpoe717 IS407 profile was found close to the one of J2315.

Regarding strain LMG12614, while all the J2315 loci showing an IS407 in J2315 could be detected

(Fig. 8), only one site, the IS407-n locus, out of 12 was colonized by an “active” IS407 element

(Table 6).
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Table 5: Characterization of IS407 flanking ORFs in the J2315 genome.

Strain ORF upstream IS407 ORFs ORF downstream
J2315
IS407-a BCAL0409 hypothetical protein BCAL0410-0411 BCAL0412 hypothetical protein
IS407-b 0414 HsdM DNA methylase:Type I

restriction-modification system
BCAL0415-0416 0414 HsdM DNA methylase:Type I restriction-

modification system ZP_00427263
IS407-c 1169 conserved hypothetical protein

(pseudogene)
BCAL1171-1170 1169 conserved hypothetical protein (pseudogene)

IS407-d 1302 hypothetical protein BCAL1304-1303 1302 hypothetical protein
IS407-e 1308 putative SNF2-related helicase

(pseudogene)
BCAL1313-1312 1308 putative SNF2-related helicase (pseudogene)

IS407-f 2309 transcriptional regulator, MerR
family

BCAL2310-2311 r2231a rRNA 5S

IS407-g 2533 Peptidase M24A, methionine
aminopeptidase, subfamily 1
YP_555027

BCAL2534-2535 2536 alpha/beta hydrolase with Thioesterase
domain

IS407-h 2580 hypothetical protein BCAL2581-2583
(frameshift)

2584 Metallo-beta-lactamase

IS407-i 2588 putative transposase (fragment) BCAL2589
(partial)

2591 conserved hypothetical protein (pseudogene)

IS407-j 2591 conserved hypothetical protein
(pseudogene)

BCAL2592-2593 2591 conserved hypothetical protein (pseudogene)

IS407-k 3223 Capsule polysaccharide
biosynthesis ABB07469

BCAL3225-3224 3223 Capsule polysaccharide biosynthesis
ABB07469

IS407-l BCAM1914 hypothetical phage protein
(pseudogene)

BCAM1916-1915 BCAM1914 hypothetical phage protein
(pseudogene)

IS407-m BCAS0717 hypothetical protein BCAS0718-0719 BCAS0720 putative lipoprotein (fragment)
IS407-n pBCA082 conserved hypothetical

protein
pBCA083-084 pBCA085 putative carbamoyltransferase

Fig. 5: Genomic distribution of IS elements among B. cenocepacia J2315 genome.
IS407-n copy is not shown because of its localization on a plasmid. Copies of IS elements belonging to a same group are
indicated with a same color code.

Flanking ORFs were characterised by BLASTP against Genbank and genome annotations Holden et al. 2009
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However, two of these loci (the IS407-a and IS407-l DNA loci, see Table 6) were found colonized

by a different DNA insert, not related to an IS element (Table 7). These inserts led to PCR

products of other sizes than the ones expected (Table 6, annex C2). All other loci of LMG12614

were found “empty”. The IS407 genomic organization of strain LMG12614 could thus be

indicative of the state of ET12 strains prior to an IS407 burst as the ones inferred for J2315-like

genomes. This would suggest the IS element of the IS407-n locus to be the founder element of this

active group. Interestingly, this latter element was found to be plasmid-borne. Acquisition of this

plasmid could thus explain the IS407 amplification events observed among these strains. This

plasmid has a size of 92 661 bp. It has a G+C content of 62.6%, and encodes 99 CDSs (see

Holden et al., 2009). Looking at the IS407-a loci of strain LMG12614, which was not found

colonized by an IS, a DNA segment encoding part of the C subunit of an excinuclease described in

Verminephrobacter eiseniae EF01-2 was detected (Table 7, annex C2). This segment is inserted at

the position 450373 of the J2315 genome, corresponding to the DR sequence of the IS407-a

insertion site. Surprisingly, in the same locus but in the genome of strains H111, LMG19240, and

LMG21461, a similar situation was observed. The locus of each strain was colonized, at the same

site, by an insert matching the same DNA segment encoding a part of the subunit C of an

excinuclease. So far, the reason for having a conservation of this insert among such distantly

related strains is not clear. If this is the ancestral state, the IS407 insertion at this locus would have

led to a deletion of this DNA segment. One argument in favor of this hypothesis is the observation

of apparently no strain without any insert (empty site) at this locus. It is noteworthy that the

matching locus in the V. eiseniae genome shows the presence of a partial IS element, ISVei2 of the

IS481 family, upstream this excinuclease gene, which is indicative of genomic instability. The

situation of the IS407-l loci, also shown among strain LMG12614 to have an insert not matching

an IS, was found quite different. This locus was found deleted in most of the strains tested except

those of the ET12 and B&B clones. In strain LMG12614, this locus was colonized by an insert

encoding a putative protein showing DNA sequence similarities with a phage tail protein (Table 7,

annex C2). All other strains showed an IS407 element at this locus. Interestingly, these data about

the distribution of the IS407 colonized DNA loci confirmed again the close proximity of the ET12
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Fig. 6: Neighbor-Joining phylogenic tree of IS407 transposase DNA sequences.  
DNA sequences were retrieved from sequenced Burkholderia genomes, or obtained by sequencing 
PCR products or through the GenBank database. A total of 1122 sites were analyzed (with 
removal of gap-containing sites by pair) using Kimura’s 2-parameter model. Distances are 
proportional to evolutionary divergences expressed in substitutions per 100 sites. Bootstrap values 
higher than 85% are given. Bcen = B. cenocepacia; Bvi = B. vietnamiensis; Bmu = B. multivorans; 
Bp = B. pseudomallei; Bcep = B. cepacia; 
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(annex C1). In the other two cases, signs of convergence towards an inactivation by the 
IS407 of the loci were observed. For the IS407-k locus of bpoe717, the IS407 was found in the 
opposite direction and nucleotide deletions inactivating orf-a and orf-b of the transposase were 
observed (Fig. 2). This IS element disrupted genes involved in capsule synthesis (Table 5). In the 
case of the other locus, IS407-m, genomic rearrangements significantly modified the IS407 
element; orf-a and orf-b were found to be partial, and located upstream its left inverted repeat 
(IR-L) (Fig. 2).  
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Fig. 7 : Example of tripartite comparisons of B. cenocepacia conserved DNA regions showing 
presence or absence of an IS element, using the ACT graphic tool.  
B. cenocepacia J2315 genome sequence was compared to IS407 or ISBcen8, and then the J2315 
DNA region showing an IS element was compared with the one of B. cenocepacia strain HI2424. 
First panel: a simple insertion event of ISBcen8 into the J2315 genome showing a lack of 
significant identities over a segment of the size of the IS in the matching DNA region of HI2424 
genome. This analysis shows a conservation of the syntheny between both genomes for the 
targeted DNA region. Second panel: large scale 90 kb DNA insertion detected in the J2315 
genome and showing an IS407-c element. The lack of syntheny with the HI2424 genome indicates 
an absence of this 90 kb region in HI2424. 
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Fig. 8: Cladogram illustrating the conservation of B. cenocepacia DNA loci colonized 
by the IS407 among the B. cenocepacia J2315 genome.  
14 loci of J2315 were analysed. The cladogram is unrooted and shows gains, losses or 
conservation of IS-colonized DNA loci. 27 MP (maximum parsimony) trees involving 19 
steps were obtained. Ovals indicate the % of occurrence of the main clusters among all 
MP trees. These analyses were performed using the “mix” program of the PHYLIP 
package.  

Fig. 9: Cladogram illustrating the relation between the number of IS407 and 
the strains of B. cenocepacia.  
14 loci of J2315 were analysed. The cladogram is unrooted and shows gains, 
losses or conservation of IS407 elements. 100 MP (maximum parsimony) trees 
involving 15 steps were obtained. Ovals indicate the % of occurrence of the main 
clusters among all MP trees. These analyses were performed using the “mix” 
program of the PHYLIP package. 
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Table 7: Characterization of IS407 insertion sites containing no IS element.  

BlastX analyses were done using the NCBI web site. Characterization of left and right borders has been realized 
using a local BlastN alignment between sequences obtained by PCR and the J2315 genome. Visualization and % 
identity have been obtained using the ACT software. Sequences obtained are presented in the annex C2. 

IS407 site 
   Strain 

PCR product size 
Sequenced size 
accession number 

% identity with J2315  
flanking regions of 
insertion site  

inserted DNA region 
zone of no homology 
with the database 

similarity with Genbank access, BlastX 
bests hits 

IS407a 
   LMG12614 850bp 

777bp 
124bp, 100% id 
(1–107 and 760 –777) 

108 to 402bp excinuclease ABC subunit C, 
Verminephrobacter eiseniae EF01-2, 
Bases 403 to 756, Id: 107/118 (90%),  
Pos= 114/118 (96%), Gaps = 0/118 

    H111 850bp 
806bp 

152bp, 98% id 
(1–125 and 775–806) 

126 to 420bp excinuclease ABC subunit C, 
Verminephrobacter eiseniae EF01-2, 
Bases 421 to 774, Id: 107/118 (90%),  
Pos= 114/118 (96%), Gaps = 0/118 

    LMG19240 850bp 
795bp 

142bp, 100% id 
(1-117 and 770-795) 

118 to 412bp excinuclease ABC subunit C, 
Verminephrobacter eiseniae EF01-2, 
Bases 413 to 766, Id: 107/118 (90%),  
Pos= 114/118 (96%), Gaps = 0/118 

    LMG21461 850bp 
791bp 

138bp, 100% id 
(1-116 and 770-791) 

117 to 411bp excinuclease ABC subunit C, 
Verminephrobacter eiseniae EF01-2, 
Bases 412 to 765, Id: 107/118 (90%),  
Pos= 114/118 (96%), Gaps = 0/118 

IS407l 
    LMG12614 1800bp 

1696bp 
69bp, 100% id 
(1-30 and 1558-1696) 

31 to 927bp 
1504 to 1557 

phage tail protein I, 
Burkholderia pseudomallei 112, 
Bases 928 to 1503, Id: 100/194 (51%),  
Pos= 131/194 (67%), Gaps = 11/194 (5%) 

IS407m 
   LMG21461 550bp 

452bp 
201bp, 100% id 
(1-155 and 407-452) 

156 to 406bp No hit founded using BlastN and BlastX 
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3.2.2. IS110
The transposases of the IS110 family were found quite diverse, with three main clusters, 

of which two were highly conserved clusters; the cluster I being made of ISBcen8 and cluster II 
of the ISBma3 one. Cluster III grouped transposases that could be sub-divided into five 
significant sub-groups, with ISBcen4 and ISBcen5 being part of a same sub-lineage grouping 
with the ISBcen3 sub-group, and with ISBcen1 and ISBcen2 being apart from this sub-group 
but found to form a significant sub-lineage (Fig. 10 and Table 3). DNA targets of these IS110
elements could only be inferred from the direct repeats observed for the ISBcen1 and ISBcen5
sub-groups (Table 4). Relationships within these sub-groups could only be partly resolved 
using the AA data set of the IS-encoded transposases but could be improved using the DNA 
data set of the CDS. This allowed identification of highly active elements which appeared to 
have undergone recent amplification events (Fig. 11). The genetic and genomic organizations 
of these IS are presented in Fig. 5 and Fig. 12.  

- cluster I 
Transposases of cluster I were divided into a main ISBcen8 lineage grouping sequences 

from B. cenocepacia strains J2315 (n=12), the PHDC strains (n=2 for AU1054, and n=1 for 
HI2424), the Midwest strain PC184 (n=3) and the B. multivorans strain ATCC17616 (n=4). 
However, DNA sequence analyses of bpoe717 (B&B clone) PCR products of ISBcen8 revealed 
two lineages distant from the ones of the main lineage (data not shown, but sequences available 
in the annexe C1). These are strong indications of DNA acquisitions likely specific of the B&B 
clone. All these ISBcen8 elements suggest the presence of at least three distinct founder 
elements among this sub-group (named A, B, C in Fig. 11). Elements of the “A” lineage appear 
to have emerged recently, few nucleotide substitutions being observed between pair of 
sequences. Five sub-lineages of B. cenocepacia ISBcen8 could be inferred from the NJ tree 
derived from the DNA data set (Fig. 11): one grouping the ISBcen8-j and -k of strain J2315, 
one being made of a single element i. e. the ISBcen8-b of J2315, one grouping all other copies 
of ISBcen8 of strain J2315, one grouping all ISBcen8 sequences of the PHDC strains and one 
grouping all copies of the Midwest lineage. This suggests that three waves of amplification of 
ISBcen8 have likely occurred in strain J2315. ISBcen8-b of J2315 was found the most 
divergent element (Fig. 10; Fig. 11). DNA sequence analysis of this particular element showed 
a substitution leading to a stop codon (amber mutation) and a small variable region of 7 
nucleotides with a nucleotide insertion leading to an inactivation of the transposase CDS (Fig. 
12). Genetic divergence was also observed between the J2315 elements, the PHDC ones, and 
those of strain PC184, suggesting an acquisition of ISBcen8 prior their diversification. ISBcen8



169 

  

Fig. 10: Neighbor-Joining phylogenic tree of transposases of IS110 family. 
The amino acids sequences were retrieved from sequenced Burkholderia genomes or the 
GenBank database. A total of 469 sites were analyzed (with pairwise deletion of gap-
containing sites). Distances are proportional to evolutionary divergences expressed in number 
of difference. Bootstrap values higher than 85% are given. The three main clusters of IS110 are 
indicated. Bcen = B. cenocepacia; Bth = B. thailandensis; Bvi = B. vietnamiensis; Bps = B. 
pseudomallei; Bmu = B. multivorans; Bxe = B. xenovorans. 
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elements could be detected among B. multivorans, and other genera like Acidovorax (Fig. 10; 
Fig. 11). DNA blot analyses showed the presence of more than 7 elements of ISBcen8 among 
the B&B bpoe717 strain (Table 3).  

In the J2315 genome, the ISBcen8-a element was found to have been duplicated, as a 
part of a 40 kb region, leading to two copies, ISBcen8-a1 and ISBcen8-a2. This duplication was 
found involved in a large scale inversion of a segment of J2315 chromosome 1, as first reported 
by Menard et al., (2007). Interestingly, flanking each 40 kb duplicated regions, ISBcen8
elements were detected i. e. ISBcen8-b (an inactive IS, see above) and ISBcen8-f (Fig. 5). The 
ISBcen8-a1 / ISBcen8-a2 elements were found inactivating a uvrC gene (Table 8). No other 
copy of uvrC could be detected in this genome. In B. cenocepacia AU1054, HI2424 and 
PC184, uvrC is intact. uvrC encodes an endonuclease. It is the third component of the uvrABC
DNA repair system. E. coli uvrC mutants are more sensitive to UV light than wild type strains. 
In E. coli, a second endonuclease, cho was found to be able to partially complement uvrC
mutations (Moolenaar et al., 2002). In the J2315 genome, no cho ortholog could be found. 
Thus, UV sensitivity should be different among B. cenocepacia strains, with the ET12 strains 
like J2315 likely to be more sensitive. The localization of other ISBcen8 elements in the B. 
cenocepacia genomes was also investigated. Eight ISBcen8 elements were found outside CDS, 
and four inside CDS among strain J2315 genome (Table 8). One element, ISBcen8-c1, was 
found positioned in the same DNA site among the PC184 genome (Table 8). This was the only 
element having a position conserved between J2315 and other sequenced B. cenocepacia
genomes. This investigation was completed by using a tripartite ACT approach developed in 
the IS407 sub-section (above), to identify DNA sites colonized by an ISBcen8 element in J2315 
that are conserved among the other sequenced B. cenocepacia genomes (Fig. 7). Eight out of 
the 12 ISBcen8 colonized DNA regions of strain J2315 were found, by this approach, in the 
genomes of strain HI2424 (ISBcen8-a1, -b, -c1, -d, -f, -g, -h and -k DNA regions) and 7 out of 
the 12 ISBcen8 within the PC184 genome (ISBcen8-a1, -b, -c1, -d, -f, -h and -k DNA regions). 
Thus, contrary to the IS407 situation, 58 to 66% of the ISBcen8 insertions of the J2315 genome 
occurred in chromosomal regions which are respectively conserved in the PHDC and Midwest 
genomes. However, IS insertions were not detected in the matching DNA regions with one 
exception for ISBcen8-c1 among PC184 strain. It is noteworthy that one element of the 
ISBcen8 sub-group of strain HI2424 was found in a conserved location among the AU1054 
sequenced strain (Table 8).  
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Fig. 11: Neighbor-Joining phylogenetic trees of ISBcen8, ISBma3, and ISBcen2 DNA sequences from B. 
cenocepacia and closely related species.  
DNA sequences were retrieved from Genbank and Burkholderia sequenced genomes. Alignments were performed 
using CLUSTALW and NJ trees were infered using Mega3 graphic tool (gap containing sites were deleted by pairs). 
Distances are proportional to evolutionary divergences expressed in substitutions per 100 sites. Bootstrap values higher 
than 85% are given. Bcen = B. cenocepacia; Bps = B. pseudomallei; Bam = B. ambifaria; Bth = B. thailandensis; Bmu = 
B. multivorans; Bcep = B. cepacia; Bvi = B. vietnamiensis.
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Regarding gene inactivations by ISBcen8, the ISBcen8-k element of strain J2315 was 
found inserted in a gene encoding a component of an ABC transporter. This inactivation could thus 
have modified uptake and export of nutrients in this strain. ISBcen8-g was found to have inactivated 
a gene involved in drug transport (Table 8). However, B. cenocepacia strain J2315 is known to be 
highly resistant to a large panel of antibiotics. It is thus probably not related to antibiotic resistance 
mechanisms. Other ISBcen8 elements of strain J2315 were found located next to CDS encoding 
hypothetical proteins, regulators or metabolic enzymes. No evidence for a contribution of these 
insertions in any modification of the virulence properties could be inferred. The ISBcen8-e element 
of the J2315 genome was found located on the left border of a large scale insertion of 120 kb. This 
DNA region was found sharing identities with phage related DNA. ISBcen8-j was found located on 
a 15 kb insertion. These two DNA insertions were not detected in the HI2424, AU1054 and PC184 
genomes.  
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Fig. 12: Main features of IS110 elements found among B. cenocepacia strains.  
Inverted DNA repeats are indicated by a green vertical line; red vertical lines are used to indicate a frameshift; 
nonsense mutations (amber type) are indicated by a brown vertical line (Ab). * correspond to the seven 
nucleotides of the ISBcen8-b which were different compared with other ISBcen8 elements o the J2315 genome. 
ORFs are indicated by arrows and ORFs with a deletion are represented by arrows without a vertical extremity. 
ORFA: total transposase sequence. ORF orientation of IS elements are according to the main orientation of the 
genomes, beginning from the origin of replication. PHDC indicates the HI2424 and AU1054 genomes, and 
Midwest the one of strain PC184. The two ISBcen4 copies are described within Fig. 4. 
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Table 8: Characterization of ISBcen8 flanking ORFs.  

Flanking ORFs were characterised by BLASTP against Genbank and described by Holden et al., 2009. 

- cluster II 
Transposases of cluster II were divided into a main ISBma3 lineage grouping sequences from 

B. cenocepacia PHDC strains (n=8for AU1054 and n=3 for HI2424), B. multivorans (n=2), B. 
vietnamiensis (n=3), B. pseudomallei (n=1), B. xenovorans (n=3), and B. thailandensis (n=5). Among 
PHDC genomes (HI2424 and AU1054), ISBma3 was the most abundant IS element. About 66% of the 
Burkholderia genomes showed at least one copy of the ISBma3 element. However, no copy could be 
detected among B. cenocepacia J2315 and PC184 genomes (Table 3). Similarities among AA 
sequences translated from the C. solanacearum genome of strain IPO1609 (90% id), of Escherichia 
coli strain CFT073, and of Shigella dysenteriae strain 1012 (80% id) were detected. Amino acid 

Strain ORF upstream ISBcen8 ORF ORF downstream 

J2315 
  

   ISBcen8-a1      BCAL1014, UvrABC system protein C BCAL1017 BCAL1014, UvrABC system protein C 2 
   ISBcen8-b      BCAL1026, putative GAF sensor 

protein 
BCAL1028 BCAL1029, Transcriptional regulator, LysR 

family 
   ISBcen8-c1      BCAL1488, MerR family regulatory 

protein 
BCAL1489 BCAL1490, putative exported protein 

   ISBcen8-d      BCAL2376, quaternary ammonium 
compound-resistance protein SugE 

BCAL2377a BCAL2378, putative exported protein 
   ISBcen8-e      BCAL2591, conserved hypothetical 

protein 
BCAL2595 BCAL2596, conserved hypothetical protein 

   ISBcen8-f      BCAL2844, putative branched-chain 
amino acid aminotransferase IlvE 

BCAL2845 BCAL2846, putative GAF sensor protein 
   ISBcen8-a2      BCAL2854, UvrABC system protein C BCAL2855 BCAL2854, UvrABC system protein C 
   ISBcen8-g      BCAM1251, Drug resistance 

transporter EmrB/QacA family,  
BCAM1252 BCAM1251, Drug resistance transporter 

EmrB/QacA family  
   ISBcen8-h     BCAM2605, putative 2,5-diketo-d-

gluconic acid reductase 
BCAM2606 BCAM2607, putative NADH:flavin 

oxidoreductase/NADH oxidase 
   ISBcen8-i      BCAS0003, ParA protein BCAS0004 BCAS0005, AraC family regulatory protein 
   ISBcen8-j      BCAS0067, AraC family regulatory 

protein 
BCAS0068 BCAS0069, two-component regulatory 

system, response  regulator protein
   ISBcen8-k      BCAS0421, ABC transporter ATP-

binding protein 
BCAS0422a BCAS0421, ABC transporter ATP-binding 

protein 
AU1054    
  ISBcen8-l       Bcen2207, Phosphotransferase system, 

N-acetylglucosamine-specific IIBC 
component, YP_622081 

Bcen_2208 Bcen2209, Phosphoenolpyruvate-protein 
phosphotransferase, YP_622083

  ISBcen8-m      Bcen_1816, transcriptional regulator, 
XRE family, YP_621692 

Bcen_1817 Bcen_1818, argininosuccinate lyase, 
YP_621694 

HI2424    
  ISBcen8-n1    
PC184 
  ISBcen8-o 
  ISBcen8-c2 
  ISBcen8-n2 

Bcen2424_3473, CsbD family protein, 
YP_837105 
BCPG_00538, hypothetical protein, 
YP_002091830 
BCPG_00313, regulatory protein, 
MerR, YP_002091614 
BCPG_04002, hypothetical protein, 
YP_002095152  

Bcen2424_3472 

BCPG_00539  
BCPG_00312  
BCPG_04003  

Bcen2424_3471, LuxR family 
transcriptional regulator, YP_837103 
BCPG_00540, hypothetical protein, 
YP_002091832 
BCPG_00311, hypothetical protein, 
YP_002091612 
BCPG_04004, PAS/PAC domain, 
YP_002095154 
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sequences analyses suggested that at least three significant lineages led to the elements observed (Fig. 
10), with some divided into sub-lineages matching their species of origin. Phylogenetic analysis of the 
DNA data set confirmed these divisions, and improved the overall significance of the inferred 
phylogenetic tree (Fig. 11). Most ISBma3 elements of the PHDC genomes (7/8 for AU1054 and 2/3 
for HI2424) have identical transposase DNA sequences, suggesting a common recent origin or founder 
element. The other PHDC copies, ISBma3-c for HI2424 and ISBma3-h for AU1054, are identical but 
belong to a distinct lineage showing 92% id with the other lineage. These two elements group with B. 
thailandensis ISBma3 elements (Fig. 11). They suggest the presence of a second group of active 
ISBma3 elements among the PHDC genomes. Another sub-lineage was found restricted to B. 
vietnamiensis, with two elements, ISBma3-b and -c, being identical, and a third one, ISBma3-a, 
harboring 96% id with the other sequences. The last two sub-lineages are composed of three ISBma3-
like sequences from B. xenovorans and one from B. pseudomallei. These elements appear to have 
diverged early from the other sub-lineages. The large distribution of ISBma3 suggests a former 
colonization by this IS element early in the evolution of the Burkholderia species.  

The localization of ISBma3 elements among B. cenocepacia PHDC genomes (AU1054 and 
HI2424) was investigated. All IS elements were found outside CDS, except ISBma3-f of AU1054 
which was found inserted in a gene encoding a glutamine amidotransferase [Bcen_4743]. Enzymes of 
this family can remove the ammonia group from a glutamate molecule and transfer it to a specific 
substrate, apparently tryptophan, in this particular case. The selective forces that could have led to this 
inactivation are not known. However, strain AU1054 was isolated from blood, and strain HI2424 (not 
disrupted in this gene) from soil. Tryptophan being available in blood, strain AU1054 may not need 
this enzyme for growth. Comparison of the DNA regions colonized by ISBma3 among PHDC strains 
was performed using a tripartite ACT approach. All DNA regions colonized by ISBma3 in AU1054 
genome were detected in HI2424 genome. Moreover, three of these regions were found colonized by 
elements localized at the same site in both genomes (AU1054 ISBma3-e [Bcen_0716]; ISBma3-g 
[Bcen_6212]; ISBma3-h [Bcen_4714] = HI2424 ISBma3-a [Bcen2424_1195]; ISBma3-b 
[Bcen2424_1867]; ISBma3-c [Bcen2424_3649] elements). ACT comparisons were also performed 
between AU1054 and J2315 genomes. Most DNA regions (7/8) were found in both genomes despite 
the absence of ISBma3 in J2315 genome. The exception was the DNA region harboring AU1054 
ISBma3-a which was not found in the J2315 genome. This could indicate that this IS element was 
introduced via this particular genomic region which could be a genomic island. Interestingly, the 
ISBma3-h DNA locus of AU1054 showed similarities with J2315 genome over a 5.6 kb DNA 
sequence encoding an AraC regulator, a hypothetical protein and an isoquinolone oxidoreductase 
genes. Conservation of this locus between J2315 and PHDC genomes supports the hypothesis that 
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ISBma3-h of AU1054 (and ISBma3-c from HI2424 strain) could be the first ISBma3 element 
responsible of the global colonization of these strains by these elements. 

- cluster III 
AA of the transposases of cluster III were divided into an ISBcen5 sub-group, an ISBcen4 one, 

ISBcen3 one, ISBcen1 one, and ISBcen2 one (Fig. 10 and Fig. 11), with ISBcen3, ISBcen4, ISBcen5
being found among a common phylogenetic group, and ISBcen2 and ISBcen1 into another one. 
Among the Burkholderia, most IS elements of the cluster III appeared restricted to B. cenocepacia
with the exception of ISBcen4 which was detected in B. xenovorans LB400 genome. BLASTP analysis 
of ISBcen1 transposase sequence showed similarities with sequences translated from Burkholderia sp.
H160 (77% id), Acidovorax delafieldii strain 2AN (77% id) and Herminiimonas arsenicoxydans (76% 
id) DNA sequences but most Burkholderia genomes did not show significant similarities with this IS 
(Table 3). Surprisingly, ISBcen1 and ISBcen14 of the IS66 family (described below) showed similar 
DNA target according to their DR (Table 4). ISBcen2 AA sequences showed similarities with proteins 
of Herminiimonas arsenicoxydans (66% id) and Azotobacter vinelandii strain DJ (66% id). ISBcen3
AA sequences showed similarities with putative proteins of Polaromonas naphthalenivorans strain 
CJ2 (72% id) and Verminephrobacter eiseniae strain EF01-2 (72% id). These species belong to the �-
proteobacteria, and our previous analyses of IS407 insertion sites showed likely DNA transfers 
between B. cenocepacia strains and Verminephrobacter eiseniae. ISBcen4 was detected in B. 
cenocepacia J2315 and B&B genomes (annexe C1), and among B. xenovorans LB400 genome. AA 
sequence analysis allowed detection of a copy if this IS element among the Burkholderia ambifaria
strain MC40-6 (98% id) but no copy was detected among the B. ambifaria AMMD genome. 
Interestingly, the two ISBcen4 copies among J2315 genome were inactivated, with one element being 
disrupted by ISBcen13-e (Fig. 4c) and the second one, being close to the other one and showing a 
partial DNA sequence (Fig. 4c). ISBcen4 DNA sequences were obtained for the B&B clone and 
compared with other sequences. These analyses showed one B&B ISBcen4 element to group with the 
J2315 ISBcen4 lineage but the second sequence was outside this group (Fig. 13) and apart the lineages 
of ISBcen4 elements from B. xenovorans LB400 and B. ambifaria MC40-6. These data could indicate 
an early colonization of the Burkholderia by ISBcen4 elements but no major wave of amplification of 
these elements apparently occurred. The B&B clone showed the highest number of these elements 
(Table 3), indicating that a recent acquisition of some elements might have occurred, as supported by 
the DNA data set. However, we were unable to determine if the B&B clone ISBcen4 elements were 
disrupted or partial (as observed in J2315, Fig. 4c). ISBcen5 was found quite conserved among J2315 
genome but Blast analyses allowed to detect two copies among the genome of B. thailandensis strain 
MSMB43. ISBcen5 was also found to harbor 91% identity with the IS884 and ISBfun2 from, 
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respectively, the Ralstonia eutropha and B. xenovorans genomes. This suggests a common origin 
between these elements.  

Fig. 13: NJ phylogenetic trees of ISBcen4, from B. cenocepaciaJ2315, B&B clone and closely related species.  
DNA sequences were retrieved from Genbank, PCR sequencing and Burkholderia sequenced genomes. Alignments were 
performed using CLUSTALW and NJ trees were infered using Mega3 graphic tool (gap containing sites were deleted 
globaly). Distances are proportional to evolutionary divergences expressed in substitutions per 100 sites. Bootstrap values 
higher than 85% are given. Bcen = B. cenocepacia; Bam = B. ambifaria; Bxe = B. xenovorans.

ISBcen2 is the last IS element of this cluster. It was recorded among J2315 (n=1) and the 
PHDC genomes (n=5 per genome). No copy was detected in the B&B genome. The position of these 
IS was investigated using the ACT approach. All B. cenocepacia ISBcen2 copies of the PHDC strains 
were found in the same insertion sites but the ISBcen2 copy of J2315 was found in a site not detected 
in the PHDC strains (Table 9). Phylogenetic analysis of ISBcen2 DNA sequences divided copies 
according to the strains or clone analyzed (Fig. 11). Most PHDC copies are grouped together 
suggesting a recent wave of amplification. However, ISBcen2-f1 and ISBcen2-f2 represent a distinct 
lineage found conserved (orthologous insertion sites) in both strains. The J2315 ISBcen2 element
grouped apart from these sequences and was found to be inserted inside a novel CDS showing 
similarities (98% id AA sequences) with a phage-like Mu integrase (BCAS0681, Table 9). This 
element could have been acquired recently through phage transduction.  
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Strain ORF upstream ISBcen2 ORF  ORF downstream 
J2315    
  ISBcen2-a BAS0681, Integrase, catalytic region, 

ZP_00424558 
BCAS0682 BCAS0681, Integrase, catalytic region, 

ZP_00424558 
AU1054    
  ISBcen2-b1 Bcen_5871, polyferredoxin-like, 

YP_625709 
Bcen_5872  Bcen_5873, hypothetical protein, YP_625711 

  ISBcen2-c1 Bcen_0282, DedA family 
transmembrane protein, YP_620169 

Bcen_0283 Bcen_0284, MscS mechano-sensitive ion channel 
YP_620170 

  ISBcen2-d1 Bcen_2599, extradiol ring-cleavage 
dioxygenase, class III                      
enzyme, subunit B, YP_622471  

Bcen_2600 Bcen_2601, amino acid permease-associated 
region YP_622472 

  ISBcen2-e1 lpxC, UDP-3-0-acyl N-
acetylglucosamine deacetylase, 
YP_619972 

Bcen_0085 Bcen_0086, hypothetical protein, YP_619973 

  ISBcen2-f1 Bcen_2351, 2-nitropropane 
dioxygenase, YP_622225 

Bcen_2352  Bcen_2353, transcriptional regulator, LysR family, 
YP_622226 

HI2424    
  ISBcen2-f2 Bcen2424_2965, 2-nitropropane 

dioxygenase, NPD, YP_836606 Bcen2424_2966 Bcen2424_2967, LysR family transcriptional 
regulator, YP_836608 

  ISBcen2-d2 Bcen2424_0506, extradiol ring-
cleavage dioxygenase III subunit B, 
YP_834153 

Bcen2424_0505 Bcen2424_0504, amino acid permease-associated 
region, YP_834151 

  ISBcen2-b2 Bcen2424_2206, polyferredoxin-like 
protein, YP_835850 

Bcen2424_2205 Bcen2424_2204, hypothetical protein, 
YP_835848 

  ISBcen2-e2 lpxC, UDP-3-0-acyl N-
acetylglucosamine deacetylase, 
YP_834213 

Bcen2424_0567 Bcen2424_0568, hypothetical protein, 
YP_834215 

  ISBcen2-c2 Bcen2424_0766, DedA family 
transmembrane protein, YP_834412 

Bcen2424_0767 Bcen2424_0768, MscS mechanosensitive ion 
channel, YP_834414 

Flanking ORFs were characterised by BLASTP against Genbank and described by Holden et al., 2009. IS element founded 
in the same insertion site are linked by a black bar. 

Table 9 :  Characterisation of ISBcen2 flanking ORFs 
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3.2.3. IS256
Phylogenetic analysis of the IS256 encoded transposases divided this family into at least five 

significant clusters (Fig. 14, Table 3). Cluster I grouped highly conserved elements of the IS1356
sub-group. Cluster II was divided into at least four distinct sub-groups, two corresponding to ISRso7-
like elements, and two to ISBcen18-like elements. Cluster III was found grouping identical sequences 
of the IS406 sub-group. Cluster IV grouped transposases of the IS1490 and IS1413 sub-groups. 
Cluster V grouped transposases of the IS931 sub-group. DNA targets of these IS256 elements could 
only be inferred from the direct repeats observed for IS1356-a, IS1356-b and ISBcen18 of the J2315 
genome (Table 4). Relationships within IS1356 and ISBcen18 sub-groups could only be partly 
resolved using the AA data set of the IS-encoded transposases but could be refined using the DNA 
data set of the transposase CDS. This allowed identification of highly active elements which 
appeared to have undergone recent amplification events (Fig. 15). The genetic and genomic 
organizations of some these IS is presented in Fig. 16 and Fig. 5.  

- cluster I 
Phylogenetic analysis of the deduced AA sequences of the transposases of cluster I (IS1356) 

or their respective DNA sequences gave similar NJ tree topologies (Fig. 14 et 15). At least five sub-
groups, supported by high bootstrap values, could be observed. Most were species-specific. In one 
instance, two sub-groups were found to form a significant cluster not matching the actual systematic 
of the Burkholderia, with the PHDC IS1356 sequences being grouped with those extracted from the 
B. thaïlandensis genome rather than being grouped with those extracted from the other genomes of 
the Bcc (Fig. 15). In the other instances, the IS1356 elements showed either identical sequences, even 
though the sequences were from distinct species of the Bcc, or important divergences within a same 
genome like the one of B. multivorans ATCC17616. This suggests important movement of these IS 
among the Bcc, and multiple independent acquisitions. However, recent waves of amplification have 
also apparently occurred as observed for the PHDC genomes (e. g. IS1356-c1, -d, -e, -f1 of AU1054). 
The position of these IS was investigated within the three B. cenocepacia genomes (Table 10; Fig. 5). 
The two IS1356 copies of the HI2424 genome (IS1356-c2 and –f2) were found inserted in the same 
sites as the ones of the AU1054 genome (IS1356-c1, -f1). Moreover, IS1356-f1/IS1356-f2 and 
IS1356-d were found inserted respectively among genes encoding a glutathione S-transferase-like 
and a Mannose-6-phosphate isomerase. IS1356 was involved in 33% of the gene disruptions by IS 
recorded among the PHDC genomes (Fig.1). The two IS1356 elements of the J2315 genome formed 
a distinct group, and were localized in clone-specific insertion sites. IS1356-a disrupted an ORF 
encoding a Vgr-like protein, and IS1356-b was found inserted within an ISBcen20 (Fig 18, Table 10).  
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- cluster II 
Phylogenetic analysis of the deduced AA sequences of the transposases of cluster II led to a 
separation of the sequences into two sub-groups, supported by high bootstrap values, one grouping 
sequences of ISRso7 from B. cenocepacia strains AU1054 (n=2), HI2424 (n=2) and PC184 (n=1), 
and one grouping sequences of ISBcen18 from B. cenocepacia strains J2315 (n=1), PC184 (n=3) and 
B. vietnamiensis G4 (n=7) (Fig. 14). One common element probably led to the emergence of these 
two sub-groups. ISRso7 was absent of B. cenocepacia strain J2315 genome but homologs were 
detected in Ralstonia solanacearum GMI1000 (91% id), C. metallidurans CH34 (92% id), B. 
xenovorans MC40-6 (92% id) and Pseudomonas aeruginosa C3719 (87% id) genomes. This suggests 
a large distribution of this element in � and �-proteobacteria. Investigation of ISRso7 insertion sites 
among PHDC strains showed conserved locations (data not shown). However, the matching PC184 
DNA site, colonized by ISRso7-a in the PHDC genomes, was not colonized by this IS but instead by 
the ISBcen18-a, at exactly the same site. In fact, the PC184 ISRso7-a copy was instead localized 
among a 60 kb DNA region absent from PHDC and J2315 genomes. This region was found to have a 
60% of GC and to harbor three other IS elements (ISBcen28, ISBcen21 and ISBmu11), representing 
25% of the IS content of the PC184 genome. This DNA region can thus be considered a hotspot of IS 
elements. This PC184 60 kb DNA region encodes LysR-like, and AraC-like regulatory proteins, but 
most translated CDS showed no significant similarity with known sequences. BLASTN analysis 
detected this 60 kb DNA region among B. cenocepacia MCO-3 genome. This region was not 
detected in J2315. However, the matching genomic region of J2315 harbored a 14 kb DNA sequence 
which was only detected among the J2315 genome, so far. This J2315 sequence showed 57% of GC 
content and no IS element but, on its left hand, a partial IS element showing homologies with 
ISBcen20 (IS5 family) was detected. This element could be a vestige of an old colonization of this 
site. ISBcen20 could have been partially deleted during the integration of the 14 kb region. This 
particular genomic region seems quite unstable among all genomes investigated. The ISBcen18 sub-
group of transposases of cluster II was divided into two sub-lineages (Fig. 14). These sub-groups 
were confirmed using the DNA data set (Fig. 15), and were found to match their origin. One sub-
group is corresponding to ISBcen18 sequences from B. vietnamiensis G4 genome, and the second one 
sequences from PC184 genome. BLASTX analysis detected ISBcen18 homologs among 
Burkholderia dolosa AUO158, Burkholderia phytofirmans PsJN, Burkholderia cenocepacia MC0-3, 
B. pseudomallei MSHR346, Burkholderia thailandensis TXDOH and Burkholderia oklahomensis
EO147 genomes. ISBcen18 showed 70% identity with the deduced transposase of ISRta2 from 
Cupriavidus eutropha JMP134. Two elements seem to have recently been active among the B. 
vietnamiensis genome, one grouping ISBcen18-c, -d, -e and -h; and one grouping ISBcen18-g and -f. 
These data show identical IS sequences indicative of recent amplification events. ISBcen18-a of B. 
vietnamiensis was the most divergent element, and may result of an ancient DNA acquisition.
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Fig 14. Neighbor-Joining phylogenic tree of IS256 family transposases. 
The AA sequences were retrieved from sequenced Burkholderia genomes or the GenBank 
database. A total of 459 sites were analyzed (with pairwise deletion of gap-containing sites). 
Distances are proportional to evolutionary divergences expressed in substitutions per 100 sites. 
Bootstrap values higher than 85% are given. The two different cluster of IS256 family are 
indicated. Bcen = B. cenocepacia; Bth = B. thailandensis; Bmu = B. multivorans; Bvi = B. 
vietnamiensis; Bcep = B. cepacia; Bxe = B. xenovorans; 



182 

 ISBcen18 sequences of PC184 strain formed a distinct group among the NJ trees (Fig.14 and 
Fig. 15). The ISBcen18-a element was found inserted in a conserved site between the PHDC and the 
PC184 genomes (section above). The ISBcen18-a sequences of J2315 genome were found inserted 
within another IS element (ISBcen17), which was itself inserted in the ISBcen16 (Fig. 4c), suggesting 
an important attraction of these IS element towards transposase DNA sequences.  

Concerning cluster III, only transposase AA sequences from B. multivorans ATCC17616 
were found to be part of this cluster, and to match a single sub-group of IS elements, the one of 
IS406. All sequences of this cluster were found identical, suggesting a recent amplification which led 
to six elements among this genome (Fig. 14). No homolog was detected in the databases. However, 
IS406 was previously demonstrated to increase expression of neighboring genes, even in 
heterologous hosts (Wood et al., 1990, Wood et al., 1991). Interestingly, a DNA sequence encoding a 
putative type VI secretion system (Vgr family protein: Bmul_5730) was identified on the 3’ region of 
ISBcen18-c from ATCC17616 strain. This suggests a potential role of this IS element in the 
regulation of genes involved in virulence.  

Regarding cluster IV, two sub-groups were detected, IS1490 and IS1413. These elements, 
detected in both the B. vietnamiensis G4 and B. xenovorans LB400 genomes, were physically linked 
to the IS931 (below). These sub-groups have been shown to have a high-level of promoter activity 
that can lead to transcription of genes as far as 500 bp downstream from their insertion site (Hubner 
and Hendrickson 1997).  

Phylogenetic analysis of IS elements of cluster V revealed a situation similar to the one of 
cluster III. All elements were part of the same sub-group, IS931. However, this sub-group could be 
detected among B. vietnamiensis G4 and Burkholderia cepacia AC1100 genomes. A recent 
amplification event probably led to the seven copies of this IS observed among B. vietnamiensis G4. 
Interestingly, this IS element was associated with the emergence of a cluster of genes involved in the 
metabolism 2,4,5-trichlorophenoxyacetic acid among Burkholderia cepacia AC1100. Two of these 
IS elements were identified on both sides of the genes cluster involved in degradation of 2,4,5-
trichlorophenoxyacetic acid and seemed to be involved in the integration of it among the AC1100 
strain (Haugland et al., 1991). However, using BLASTP analysis non genes of this cluster were 
identified among the G4 genome suggesting another mechanism involved in the integration of these 
IS elements. 
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Flanking ORFs were characterised by BLASTP against Genbank and described by Holden et al., 2009. IS found in 
identical insertion sites are linked. 

Strain ORF upstream IS1356 ORF  ORF downstream 
J2315    
    IS1356-a BCAL2279 Rhs element Vgr 

protein 
BCAL2278 BCAL2279 Rhs element Vgr protein  

    IS1356-b BCAL2497 ISBcen20 BCAL2498 BCAL2497 ISBcen20 
AU1054    
    IS1356-c1 Bcen_5296 Hypothetical protein, 

YP_625143 
Bcen_5297  Bcen_5298 carbon starvation protein CstA,

YP_625145
    IS1356-d Bcen_0397 Mannose-1-phosphate          

guanylyltransferase/mannose-6-
phosphate isomerase, YP_620282 

Bcen_0398  Bcen_0399 mannose-6-phosphate isomerase, 
type II YP_620284

    IS1356-e Bcen_1200 MarR family 
transcriptional regulator, 
YP_621080  

Bcen_1201  Bcen_1202 hypothetical protein,
YP_621082 

    IS1356-f1 Bcen_1203 glutathione S-
transferase, YP_621083 

Bcen_1204 Bcen_1205 extracellular solute-binding 
protein, YP_621085 

HI2424    
    IS1356-c2 Bcen2424_5563 hypothetical 

protein, 
YP_839189 

Bcen2424_5562 Bcen2424_5561 carbon starvation protein 
CstA, YP_839187 

    IS1356-f2 Bcen2424_1682 glutathione S-
transferase, YP_835327 

Bcen2424_1683 Bcen2424_1684 extracellular solute-binding 
protein, YP_835329 

Tables 10 :  Characterisation of IS1356 flanking ORFs among Bcc genomes 
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Fig. 15: Neighbor-Joining phylogenetic trees of IS1356 (cluster I) and ISBcen18
(cluster II) DNA sequences encoding transposases of the IS256 family.
DNA sequences were retrieved from Burkholderia sequenced genomes and 
Genbank. A total of 1351 and 1283 sites were analyzed respectively for IS1356 and 
ISBcen18 (with global deletion of gap-containing sites). Distances are proportional 
to evolutionary divergences expressed in substitutions per 100 sites. Bootstrap 
values higher than 85% are given. Bcen = B. cenocepacia; Bam = B. ambifaria; Bth
= B. thailandensis; Bmu = B. multivorans; Bvi = B. vietnamiensis.
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3.2.4. IS21
Molecular phylogeny of IS21family transposases was analyzed. The inferred 

phylogenetic tree showed four main sub-groups: an IS408 sub-group, an ISBcen13 one, an 
ISBmu1 one and an ISBcen28 one (Fig. 17). The genetic organization of these IS is presented in 
Fig. 16, and their localization on Fig. 5. The IS408 sub-group was detected among B. 
vietnamiensis G4 (n=4), B. multivorans ATCC17616 (n=3) and B. cenocepacia J2315 (n=1) 
(Fig. 16; Table 3). DNA sequences of this sub-group were identical between all genomes, 
suggesting a recent acquisition. BLASTN analysis did not detect other copies of this element 
among the databases. IS408 was originally detected in Burkholderia cepacia as an insertion into 
the lacZ gene of Tn951, located on the broad host-range plasmid pGC91.14 (Wood et al., 1990). 
IS408 could have been involved in the rearrangement pTGL1 which led the pTGL6 (Gaffney 
and Lessie 1987). Recently, a study demonstrated an increase of IS408 transposition at high-
temperature (Ohtsubo et al., 2005), confirming the mobility of this element among B. 
multivorans ATCC17616 strain. No DR was observed for this sub-group (Table 4).  

The ISBcen13 sub-group was found among B. cenocepacia J2315 (n=5) and B. 
vietnamiensis (n=1) (Table 3). No other copies of these elements have been detected in the 
databases. Conservation of DNA sequences among J2315 suggests a recent amplification of 
these elements among this genome. Three of these, ISBcen13-b, -c and –e, have been shown 
inserted within CDS coding for a protein of unknown function or an IS element (ISBcen13-e) 
(Fig. 4). DRs of ISBcen13 among J2315 showed variable sequences of 4 nucleotides suggesting 
no specificity for the insertion sites (Table 4).  
The ISBcen28 sub-group was found among B. cenocepacia PC184 (n=3), HI2424 (n=1) and B. 
glumae BGR1 (n=1) (Table 3). ISBcen28 elements of the PC184 genome have identical 
sequences, suggesting a recent amplification of this element among this strain. No other 
significant homolog was detected in the databases. Analysis of ISBcen28 DR among HI2424 and 
PC184 showed no conservation of these sequences.  

Regarding the ISBmu1 sub-group, six elements were detected among B. multivorans
ATCC17616 genome. These elements have identical DNA sequences but no DR could be found. 
This sub-group was described as being active in strain ATCC17616, during starvation (Ohtsubo 
et al., 2005). Two elements of this sub-group were detected among Burkholderia phytofirmans
PsJN genome, but no other copy could be detected in the databases.  
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Fig. 16: Main features of IS21 and IS256 families elements found among B. cenocepacia strains.  
Inverted DNA repeats are indicated by a green vertical line; red vertical lines are used to indicate a frameshift; ORFs 
are indicated by arrows and ORFs with a deletion are represented by arrows without a vertical extremity. ORFA: 
total transposase sequence (IS256 family) or amino-terminal end (IS21 family), ORFB: carboxy-terminal end (IS21 
family). ORF orientation of IS elements are according to the main orientation of the genomes, beginning from the 
origin of replication. PHDCs indicate genomes of the HI2424 and AU1054 strains, and Midwest the one of strain 
PC184. The J2315 IS1356-b is described within Fig. 18 and ISBcen18 and ISBcen13-e copies are described within 
Fig. 4.
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Fig 17: IS21 family Neighbor-Joining phylogenetic trees.
DNA sequences were retrieved from Burkholderia sequenced genomes and Genbank. Alignments 
were performed using CLUSTALW and NJ trees were inferred using Mega4 graphic tool. A total of 
1769 sites were analyzed (with global deletion of gap-containing sites). Distances are proportional to 
evolutionary divergences expressed in substitutions per 100 sites. Bootstrap values higher than 85% 
are given. Bcen = B. cenocepacia; Bph = B. phenazinium; Bgl = B. glumae; Bmu = B. multivorans; 
Bvi = B. vietnamiensis.  
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3.3. IS family sub-groups with a narrow distribution in B. cenocepacia 
IS elements of the IS5, IS66, ISL3 and IS481 families showed a narrow distribution in the B. 
cenocepacia species. In this study, phylogenetic analyses were performed to infer sub-groups 
among these families and investigate the origin of these elements. The genetic organization of 
these elements is described in Fig. 18, and their respective DR in Table 4. The position of these 
IS is shown on the genome of B. cenocepacia J2315 (Fig. 5). 

3.3.1. IS5  
Phylogenetic analysis of the IS5 family among the Burkholderia was performed using 

their respective DNA sequences encoding putative transposases (Fig. 19). Two main clusters 
were obtained, one grouping sequences named ISBcen20 and IS402 according to IS biotoul, 
and one sequences of the ISBmu2 sub-group. IS402 and ISBcen20 are found to be closely 
related elements, they share 92% identity and DR sequences are often the same (TTA). These 
two IS elements are considered to be two isoforme of the same element. Nine copies of 
ISBcen20 were detected in the J2315 genome, with one found to be disrupted by the IS1356-e 
(Fig. 18). One partial ISBcen20 was detected among B. ambifaria AMMD but no other copy 
was found in the databases. All J2315 sequences of ISBcen20 were identical, suggesting a 
recent wave of amplification among this genome. Four of these ISBcen20 disrupted CDS: 
ISBcen20-b, -c were inserted in sequences coding for hypothetical proteins; and ISBcen20-f 
and -i were respectively inserted among a CDS encoding a putative glycosyl-transferase 
(BCAL3125) and a CDS encoding a putative phage integrase (BCAM1923). A phage integrase 
can mediate unidirectional site-specific recombination between two DNA recognition 
sequences (attB and attP) (Groth and Calos 2004), thus inactivation of its CDS could fix a 
phage in a genome. Other phage CDS in this region were found colonized by the IS407-l and 
ISBcen20-h elements. 

IS402 elements have been detected among B. vietnamiensis G4 (n=11) and B. 
multivorans ATCC17616 (n=3) (Table 3). No copy of IS402 was detected in the J2315 
genome. IS402 AA sequence share similarities with sequences from Burkholderia glumae
BGR1 (76% id) and with ISBcen20 e. g. Burkholderia phytofirmans PsJN (60% id). IS402 
transposase seemed to be a "fusion" between two ORFs, as suggested by comparison with other 
IS5 family members (Ferrante and Lessie 1991). In fact, IS402 was described as promoting 
replicon fusion (Barsomian and Lessie 1986) and to increase foreign gene expression (in both 
directions) (Scordilis et al., 1987). These elements were detected in high copy number in B. 
vietnamiensis G4 and B. multivorans ATCC17616 genomes, and seemed to be highly active. 
The DNA sequences of these IS among these two genomes were found identical or very closely 
related (Fig. 19). 
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Fig. 18: Main features of IS elements with a narrow distribution among Burkholderia cenocepacia strains. 
 Inverted DNA repeats (IR) are indicated by a green vertical line; red vertical lines are used to indicate a frameshift. 
ORFs/CDS are indicated by arrows and CDS with a deletion are represented by arrows without a vertical extremity. 
ORFA: total transposase sequence (ISL3, IS5, IS481 families) or amino-terminal end (IS66 family), ORFC: 
carboxy-terminal end (IS66 family). ORF orientation of IS elements are according to the main orientation of the 
genomes, beginning from the origin of replication. PHDCs indicate genomes of the HI2424 and AU1054 strains, 
and Midwest the one of strain PC184.   
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ISBmu2 elements of the other main cluster of IS5 elements among the Burkholderia
were detected among B. multivorans ATCC17616 (n=11) and B. vietnamiensis G4 (n=3) (Table 
3). No copy of this sub-group was found among B. cenocepacia strains, except Burkholderia 
glumae BGR1 which showed a single element (85% id). The closest putative transposase 
among other bacterial genomes was the one of IS1021 of R. solanacearum GMI1000 which 
show 80% identity with ISBmu2 transposases. Phylogenetic analysis of ISBmu2 transposase 
CDS extracted from B. vietnamiensis G4 and B. multivorans ATCC17616 showed two sub-
lineages, one grouping sequences of ATCC17616 genome and one sequence from the G4 
genome, and the other lineage grouping the other two elements from the G4 genome (Fig. 19). 
The eleven copies detected among ATCC17616 presented identical sequences, suggesting a 
recent wave of amplification. ISBmu2 have been described as the most active sequence of 
ATCC17616. This sub-group represents 75% of the IS elements transposed under starvation, 
oxidative stress, high temperature and normal conditions (Ohtsubo et al., 2005). This IS 
element seemed to play a role in the adaptation of B. multivorans ATCC17616 to changing 
environmental conditions. 

3.3.2. IS66
Only two IS elements of the IS66 family have been detected among strains investigated 

in this study. These elements, named ISBcen19 and ISBcen14, were detected respectively in 
two and four copies among J2315 genome (Table 3; Fig. 5). DR of ISBcen14 could be 
identified (Table 4). A partial copy of ISBcen14 and a full copy of ISBcen19 were detected 
among B. cenocepacia MC0-3, but no other copy of these elements was detected in the 
database. This suggests a restriction of ISBcen14 and ISBcen19 to the B. cenocepacia species. 
Nevertheless, no copy of these two IS elements could be detected among PHDC and Midwest 
genomes. The four ISBcen14 DNA sequences of J2315 are identical (data not shown) 
suggesting a recent amplification wave of this element. Two of these IS elements were found 
integrated inside CDS, with one encoding a hypothetical protein (BCAL2219) and one a 
putative pyridoxal-dependent decarboxylase (BCAM0245). This last copy of ISBcen14 is part 
of the Burkholderia cepacia Epidemic Strain Marker (BCESM), and was detected only among 
a few B. cenocepacia strains (Baldwin et al., 2004). The two ISBcen19 copies of J2315 showed 
identical DNA sequences and share 98% identity with the copy detected among B. cenocepacia
MC0-3 genome.  
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Fig. 19: IS5 family Neighbor-Joining phylogenetic tree using transposase CDS 
DNA sequences from the Burkholderia.
DNA sequences were retrieved from Burkholderia sequenced genomes and 
Genbank. Alignments were performed using CLUSTALW and NJ trees were 
inferred using Mega4 graphic tool. A total of 795 sites were analyzed (with global 
deletion of gap-containing sites). Distances are proportional to evolutionary 
divergences expressed in substitutions per 100 sites. Bootstrap values higher than 
85% are given. Bcen = B. cenocepacia; Bmu = B. multivorans; Bvi = B. 
vietnamiensis. 
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3.3.3. ISL3 
ISBma1 was the only IS sub-group of the ISL3 family detected among the Burkholderia

genomes. This sub-group was detected among B. cenocepacia PC184 (n=2), B. vietnamiensis
G4 (n=1), B. mallei ATCC23343 (n=17), B. pseudomallei K96243 (n=5) and B. thailandensis
E264 (n=7) (Table 3). Phylogenetic analysis of the ISBma1 DNA sequences encoding a 
transposase revealed four major sub-lineages; one corresponding to the B. pseudomallei, B.
mallei and most of B. thailandensis sequences, one corresponding to the other B. thailandensis
sequences, one to the B. vietnamiensis element, and one to the two B. cenocepacia PC184 
elements (Fig. 20). All B. mallei, B. pseudomallei and B. thailandensis sequenced strains were 
found to harbour these elements. These three species are closely related, B. mallei being 
considered a clone of B. pseudomallei, as well as B. thailandensis, but a non-virulent one 
(Redfearn et al., 1966, Brett et al., 1998). The genomic organization of these IS elements 
confirmed this proximity between these three species. Nevertheless, two ISBma1 sequences of 
strain E264 grouped outside this group suggesting an independent acquisition. ISBma1 was 
suggested to have played part in the genomic rearrangements leading to the genome size 
reduction of B. mallei (Holden et al., 2004).  

3.3.4. IS481  
Transposases of the IS481 family were found only among three species of 

Burkholderia. Phylogenetic analysis of their CDS encoding these transposases led to the 
observation of four main sub-groups: ISBxe3, ISBxe4, ISBcen25, and ISBcen26 (Fig. 21). Two 
of these sub-groups, ISBxe3, ISBxe4, were only detected among the B. xenovorans LB400 
genome. ISBcen25 elements were detected among B. cenocepacia AU1054 (n=2) and HI2424 
(n=2) (Table 3). These elements have identical DNA sequences, and suggest a colonization of 
these strains prior their divergence. Analysis of their insertion regions confirmed this 
hypothesis; the two ISBcen25 of the PHDC genomes were found inserted in the same site. 
Interestingly, these two sites were absent from J2315. Regarding the ISBcen26 sub-group, 
similar observations were made. The same DNA region was colonized by these elements 
among the PHDC genomes, and this DNA region was absent from J2315. These observations 
might be indicative of an acquisition of these elements after the divergence of the PHDC and 
ET12 lineages. No copy of ISBcen26 disrupted a CDS, but one copy of ISBcen25 was inserted 
among a transposase CDS (ISBtuh1, Fig. 4). BLASTN analysis detected a copy of ISBcen26
among B. cenocepacia MCO-3 strain (99% id). The potential role of these two IS elements are 
still unknown but ISBcen25 seemed restricted to the PHDC lineage, and might thus be used as 
a marker of this clone.  
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Fig. 20: Burkholderia ISBma1 Neighbor-Joining phylogenetic tree 
using CDS DNA sequences of their respective transposase.
DNA sequences were retrieved from Burkholderia sequenced genomes and 
Genbank. Alignments were performed using CLUSTALW and NJ trees 
were inferred using Mega4 graphic tool. A total of 1305 sites were analyzed 
(with global deletion of gap-containing sites). Distances are proportional to 
evolutionary divergences expressed in substitutions per 100 sites. Bootstrap 
values higher than 85% are given. Bcen = B. cenocepacia; Bps = B. 
pseudomallei; Bma= B. mallei; Bth = B. thailandensis.  

Fig. 21: Burkholderia IS481 family Neighbor-Joining phylogenetic tree 
using CDS DNA sequences of their respective transposase..
DNA sequences were retrieved from Burkholderia sequenced genomes and 
Genbank. Alignments were performed using CLUSTALW and NJ trees were 
inferred using Mega4 graphic tool. A total of 978 sites were analyzed (with 
global deletion of gap-containing sites). Distances are proportional to 
evolutionary divergences expressed in substitutions per 100 sites. Bootstrap 
values higher than 85% are given. Bcen = B. cenocepacia; Bxe= B. 
xenovorans.
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3.4. IS and large scale genomic rearrangements. 
To detect genomic rearrangements involving IS elements, the two B. cenocepacia

strains of the PHDC epidemic clone were compared using the ACT approach. This comparison 
is presented in Fig. 22. In order to trace these genomic rearrangements, genome sequences of 
these two strains were aligned using the same starting nucleotide position. For chromosome 1, 
the starting position was set at the beginning of dnaA, a gene at the proximity of the replication 
origin. For chromosome 2, the starting position was set at the beginning of parA, a gene 
involved in replication and close to the replication origin (Dubarry et al., 2006).  

The ACT analysis of these chromosomes showed an inversion of 500 kb close to the 
replication origin (at about 15 kb from the origin) of chromosome 1, and named rearrangement 
#1 on Fig. 22. Inside this region, a 60 kb DNA fragment was only found in the HI2424 genome 
(and not in the one of AU1054). Anyhow, this segment was detected among the J2315 genome. 
Phage related DNA was found in this fragment and suggests that it could have been lost from 
the AU1054 genome through an excision process. A second rearrangement was observed in 
chromosome 1, and named rearrangement #2 on Fig. 22. A segment of chromosome 1 was 
exchanged with a segment of chromosome 3 of about the same size (420 kb). The HI2424 
chromosome 1 organization of this region was found conserved with the one of J2315 
chromosome 1. It thus appears that the rearrangement occurred recently in the AU1054 
genome. The organization of chromosome 2 was found more stable than the one of 
chromosome 1, with the exception of a 200 kb region only found in the HI2424 genome, and 
named “a” on Fig. 22. The genetic environment of the above two rearrangements, 500 kb 
inversion and 420 kb exchanged segment, observed among chromosome 1, were investigated to 
infer the processes involved. The 500kb area close to the origin of chr1 was found bordered by 
two rrn (rRNA) operons suggesting a direct involvement in the inversion process. The 
exchanged region between chr1 and chr3 is bordered on the left hand by an IS-like element of 
the Tn3 family (Fig. 4) and by a rDNA (rrn) operon on the right hand. This IS was classified 
into the Tn3 group because of high AA sequence similarities with transposases of this group. 
This IS-like Tn3 element was found to encode a CDS showing identities with a phage-like 
integrase (Fig. 4). Among other bacterial species like Francisella tularensis, a duplicated 
pathogenicity island was found bordered by a rDNA operon and an IS element (Larsson et al., 
2005). Interestingly, in these analyses of the PHDC clone, the rrn operons appeared major 
elements in genomic rearrangements. These operons are longer than IS elements, and found in 
multiple copies in Burkholderia genomes, making them good candidates to trigger 
recombination events. In fact, frequent recombinations between the rrn operons are assumed to 
be one of the mechanisms explaining their concerted evolution (Liao 1999). It is noteworthy 
that replication of chromosome 2 and 3 of B. cenocepacia are based on plasmid-like 
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mechanisms and thus their copy numbers might be different from those of the more “classic” 
chromosome 1 replication system (oriC and dna operon). In consequence, translocation from 
chromosome 1 to chromosome 3 may have an impact on gene expression.  

Fig. 22: Global synteny analysis of the B. cenocepacia AU1054 and HI2424 genomes. 
B. cenocepacia AU1054 and HI2424 concatenated genomes were compared using ACT. Chromosome 1 sequences 
in the databases were modified to start with the dnaA gene sequence. Chromosome 2 sequences were modified to 
start with parA. Genes found on synteny breaking points are indicated. #1 and #2 correspond to rearrangements 
described within the text. A: DNA fragments of 200 kb that was only detected in the HI2424 genome.

Lessie et al., (1996) proposed that IS may contribute significantly to the genomic 
plasticity of Burkholderia but they only had examples of a local action of IS with a recruitment 
of catabolic genes such as those involved in the ability to degrade the 2,4,5-T herbicide. Holden 
et al., 2004 in their paper describing the B. mallei ATCC 23344 genome emphasized the key 
role of IS in the genome reduction processes. Holden et al., (2009) presented IS invasion as an 
adaptation process which could select or counter-select genes depending on the biotope. 
Menard et al., (2007) presented an example of IS implication in a global genomic 
rearrangement. Here, we have confirmed the likely involvement of IS elements in B. 
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cenocepacia genomic rearrangements, and showed these events to be linked not only to the 
IS110 family but also other families like those showing similarities with Tn3 transposons.  

4. Conclusions. 
Burkholderia genomes are characterized by a high genomic plasticity. The richness of 

IS elements among their genomes may explain parts of this plasticity. Indeed, IS elements are 
able to activate or disrupt genes, leading to phenotypic changes but also to favor large 
rearrangements by recombination between elements. Virulent species and epidemic clones like 
B. mallei and B. cenocepacia have been shown to harbor high copy number of IS elements. A 
potential “linkage” between IS elements, virulence and emergence of epidemic clones was thus 
hypothesized. In order to verify this hypothesis, an in depth investigation of insertion sequences 
(IS) elements genomic organization among Burkholderia of the cepacia complex was 
undertaken. 

These investigations were performed using full genome sequences and completed by 
experimental investigations. The results showed a heterogeneous distribution of IS elements 
among the twelve genomes investigates. IS copy numbers ranged between 7 to 157 among the 
Burkholderia. IS numbers varied significantly within B. cenocepacia; J2315 genomes 
harboring as much as 3 times more IS elements than PHDC or Midwest genomes. Nine families 
were identified, some of them broadly distributed (IS3, IS21, IS110 and IS256) and some other 
showing a narrow distribution (IS4, IS5, IS66, IS481 and ISL3). Several IS families were 
restricted to a few strains, IS66 and IS5 for J2315 and B&B clones, IS481 for PHDC genomes, 
and ISL3 among the PC184 genome. Variations observed for IS numbers and families indicate 
a strong relationship with the evolutionary history of the strains. These relationships might be 
related to recent acquisitions or amplification of IS elements of an existing family.  

Interestingly, IS distribution and organization showed similarities between the ET12 
and B&B clones. ISBcen4, ISBcen6, ISBcen8, ISBcen9, ISBcen20, and IS407 which are 
present in the J2315 genome, were also detected among the B&B clone. Investigation of IS407
distribution confirmed this genetic proximity between the two clones but also showed the 
absence of some loci/alleles of J2315 in the B&B clone. This heterogeneity apparently results 
from recent DNA acquisitions and distinct amplification waves of the IS407. In addition, 
ISBcen9 and ISBcen6 were only detected among the J2315 and B&B genomes. Phylogenetic 
analysis of ISBcen9 showed 100% identity with the ones of J2315. These results confirmed the 
genetic proximity of these two clones, confirming inferences made in the previous chapters. 
Nevertheless, several divergences were detected between 2315 and the B&B clones, notably 
concerning the ISBcen4. This element, found in two copies in J2315 genome, was found in at 
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least 5 copies within the B&B genome. Moreover, phylogenetic analysis revealed only one 
sequence identical with J2315 ISBcen4. These data suggest a recent acquisition by the B&B 
clone of a novel and active ISBcen4  

Functional implications of IS insertions were also investigated. Thereby, CDS disrupted 
by IS elements were examined for the four sequenced B. cenocepacia genomes. Results 
showed differences between ET12 and other lineages, 10% to 20 % of the IS elements being 
detected inside CDS for PC184 and PHDC genomes while 38% were found inside CDS for 
J2315. Interestingly, a large part of IS disruptions occurred among other transposases CDS. 
Looking at the direct repeats of the IS elements, some DNA targets could be identified but 
without any relation with a particular gene family. However, several gene disruptions could 
have played a role in the emergence of genetic variants. For example IS407 was found involved 
in UV resistance making the strain less likely to survive in outdoor environments.  

The role of insertion sequences in genetic rearrangements is just beginning to be 
documented and the ecological role of these events is still not clear. Some IS element are likely 
to activate transcription of genes near their integration site but the benefits of such events 
remain unknown. 

This study gave us an overview of IS elements distribution and their potential role in the 
emergence of epidemic clones among B. cenocepacia. Dynamic of IS amplification events 
under stress conditions would know need to be investigated. 
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Ilots génomiques et éclosions épidémiques chez les 
Burkholderia cenocepacia : une association étroite 

Au cours des chapitres précédents, la répartition mondiale du clone B&B, sa 
prévalence en France et sa proximité avec la lignée ET12 ont été étudiées. La structure 
génétique des facteurs transcriptionnels de la famille sigma70 (�70) suggère deux stratégies 
évolutives différentes entre P. aeruginosa et B. cenocepacia, et a permis d’identifier une 
structure génétique différente de celles des autres espèces du Bcc. Ceci a mis en évidence 
l’importance des réarrangements génétiques dans la distribution des �70 et l’évolution de 
l’espèce B. cenocepacia. De plus, l’étude des éléments génétiques répétés de la famille des 
séquences d’insertion (IS) a permis d’observer une organisation génomique du clone B&B 
distincte de celle de la lignée ET12. Ces différences ont été reliées à des phénomènes 
d’instabilité au niveau des loci colonisés par ces éléments, pouvant être expliquées par des 
phénomènes d’acquisition d’éléments génétiques mobile de type ilot génomique (IG). De 
plus, une colonisation préférentielle de certaine IS chez les clones ET12 et B&B a été 
observée. Les réarrangements génétiques, notamment l’acquisition/délétion d’ilots 
génomiques, semblent jouer un rôle important dans l’évolution de ces bactéries ; il apparait 
donc fondamental de déterminer l’importance de ces phénomènes au niveau de l’espèce B. 
cenocepacia et du clone B&B, et de mieux définir leurs implications dans l’émergence de 
clones épidémiques.  

Chez les procaryotes, différents facteurs sont impliqués dans l’évolution des génomes 
dont les mutations ponctuelles, la recombinaison, l’inactivation de gènes par des indels, et le 
transfert de matériel génétique entre différentes espèces bactériennes. Ce dernier processus, 
dénommé transfert horizontal de gènes (HGT), représente une pièce maitresse de l'évolution 
des bactéries et peut conduire à des changements drastiques dans la composition des génomes 
microbiens sur des périodes relativement courtes (Ochman et al., 2000). L’augmentation 
exponentielle récente des séquençages de génomes a permis le développement d’outils de 
génomique comparative contribuant à mieux apprécier ces phénomènes de HGT. Différents 
travaux de génétique et de comparaison de génomes appartenant à des souches plus ou moins 
éloignées ont mis en évidence des régions d’ADN non conservées entre ces souches, donnant 
ainsi naissance à la notion "d’ilot génomique" (IG) (Hacker and Carniel 2001). Les ilots 
génomiques sont des fragments d’ADN : 1.  ayant une taille allant d’environ 5kb à plusieurs 
centaines de kb ; 2. portant généralement des gènes impliqués dans la mobilité, des 
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transposases et des integrases ; 3. présentant la plupart du temps un G+C% différent du reste 
du génome ; 4. souvent intégrés au niveau d’ARNt, et 5. couramment flanqués de régions 
répétées (Figure 1). Les IG peuvent être classés dans différentes catégories en fonction des 
gènes qu’ils contiennent ; un des premiers ilot génomique décrits abrite des gènes impliqués 
dans la virulence d’une souche d’Escherichia coli, il a ainsi été nommé "ilot de pathogénie" 
(PAI) par Hacker et al., (1990). Il y a quelques années, la distribution de ces PAI était 
considérée comme faible. Cependant, le développement des techniques de séquençage de 
génomes ainsi que les études de génomique comparative ont permis de montrer une 
répartition plus large de ces IG. Les termes "ilot génomique" ou "ilots de fitness" ont alors été 
utilisés pour décrire l’ensemble des types d’IG (Figure 1) (Strauss and Falkow 1997; Hacker 
and Kaper 2000; Hacker and Carniel 2001). De nombreux IG ont été identifiés chez les 
Burkholderia notamment grâce au séquençage de nombreuses souches au sein de ce genre, 
qui compte désormais plus de 50 génomes séquencés ou en cours de séquençage 
(www.genomesonline.org). Une analyse réalisée sur 5 génomes de l’espèce B. pseudomallei a 
démontrée une grande plasticité génétique de ces souches, liée notamment à la distribution 
hétérogène de leurs IG (Tuanyok et al., 2008). Ces phénomènes de transfert d’ADN semblent, 
de plus, jouer un rôle important dans l’émergence de souches hypervirulentes, comme cela a 
été récemment démontré chez Streptococcus pneumoniae, où des loci récemment acquis au 
sein du chromosome joueraient un rôle dans la résistance à des composés antimicrobiens 
(Croucher et al., 2009). De nombreux autres travaux, notamment au sein des espèces Yersinia 
pestis et Yersinia pseudotuberculosis, ont démontré l’importance des IG et des IS dans les 
processus évolutifs de ces espèces et leur spéciation (Chain et al., 2006; Eppinger et al., 
2007). 

Afin d’identifier de potentiels IG impliqués dans l’émergence de clones épidémiques 
tels que les souches J2315 et le clone B&B, une comparaison des génomes de la souche J2315 
et des deux souches PHDC a été entreprise durant cette thèse. Ces travaux ont permis de 
détecter de nombreuses séquences d’ADN spécifiques de la souche J2315, avec plus d’une 
vingtaine d’entre elles présentant les caractéristiques d’ilots génomiques. Ces travaux ont 
également pu mettre en évidence une relation particulière entre les IG et certaines IS, 
permettant ainsi la détection d’IG chez le clone B&B. Ces différents résultats sont présentés 
dans la publication ci-dessous. Les analyses présentées dans ce chapitre ont été initiées en 
2007. Depuis, le génome de la souche J2315 a été publié par Holden et al., (2009). Cet article 
a permis de mieux comprendre le "succès" évolutif de la souche B. cenocepacia J2315 et la 
façon dont la lignée ET12 semble s’être récemment adaptée à la niche "patient CF". Dans 
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cette publication, les auteurs ont comparé différents génomes leur permettant ainsi d’identifier 
13 IG chez J2315. Ces 13 IG avaient également été identifiés au cours de mon doctorat. 

Fig. A: Caractéristiques générales des ilots génomiques.  
Les IG sont des segments relativement importants d’ADN dont les caractéristiques diffèrent souvent du reste du chromosome. Les IG sont 
souvent insérés au niveau de gènes codant des ARNt et flanqués par des régions répétées (DR). Les gènes présents au niveau des IG codent 
généralement pour des facteurs impliqués dans la mobilité de l’ilot, comme les intégrases, transposases et des séquences d'insertion (IS). En 
fonction de leur contenu en gènes, les IG peuvent être décrits comme des ilots de pathogénie, symbiotiques, métaboliques, de fitness ou de 
résistance. (schema tirée de Juhas et al., 2009). 
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Genomic islands and IS elements: a significant 
association among the Burkholderia cenocepacia ET12 

and B&B genomes  

1. Introduction 
B. cenocepacia belongs to the Burkholderia cepacia complex (Bcc), a group of 

seventeen closely related species. These species are able to colonize a large panel of 
environmental niches such as soils, freshwaters, plants, amoebae. However, some are also 
opportunistic pathogens infecting immuno-compromised individuals or individuals with 
cystic fibrosis (CF). B. cenocepacia is the main Bcc species recovered from the respiratory 
tract of CF patients in France, and can lead to a dramatic necrotic pneumonia named the 
“cepacia syndrome” (e. g. Saiman and Siegel 2004). Several epidemic clones of B. 
cenocepacia have been described among CF cohorts. The ET12 clone was found to have 
affected North American, Canadian, and United Kingdom CF cohorts, and was shown to be 
highly transmissible (Isles et al., 1984; Johnson et al., 1994). The PDHC and Midwest clones 
have been mainly detected in North American CF patients (LiPuma et al., 1988; Coenye et al., 
2004). The B&B clone was first described as the etiological agent of a nosocomial outbreak 
(Graindorge et al., 2009) but recent MLST analyses showed this clone to belong to the most 
prevalent Bcc clonal complex found among French CF patients (Abalain et al., 2009). This 
clonal complex can thus be considered highly transmissible among CF cohorts but also among 
intensive care unit patients. Differentiation of these epidemic clones might have involved 
several genomic changes such as spontaneous mutations, disruption of genes by insertion 
sequences and DNA acquisition/deletion. This last phenomenon includes gains and losses of 
DNA such as “Genomic Islands” (GI).  

GI acquisition/excision is broadly occurring among bacteria and can lead to major 
benefits, and an improved fitness (Hacker and Carniel 2001; Dobrindt et al., 2004). The first 
GI was characterized among a pathogenic strain of Escherichia coli and termed a “Pathogenic 
Island or PAI” because of its involvement in virulence (Blum et al., 1994). A number of other 
pathogenic islands (PAI) have been characterized, notably among Salmonella typhimurium
and Vibrio cholerae (Mills et al., 1995; Prager et al., 1995). The analysis of fully sequenced 
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genomes helped to identify different kinds of GI like symbiosis islands, saprophytic islands 
and ecological islands. All these types of GI could be grouped as “fitness island” because of 
their implications in bacterial adaptation to new environments (Preston et al., 1998). Different 
characteristics are shared by these GI like a distinct bias in G+C %, presence of integrases, 
transposases and direct repeated sequences on the two borders of their integration (Dobrindt et 
al., 2004). Integration sites are often located in regions coding for tRNA (Boyd et al., 2009). 
GI are often unstable and their excision could occur with varying frequency. They have been 
described in many bacterial species, Gram negative, but in some species of Gram-positive 
bacteria (Hacker and Carniel 2001). Little is known about GI origin but it has been 
hypothesized that they may have been derived from integrative plasmids or phages that have 
lost the genes implicated in their replication and self transfer (Dobrindt et al., 2004). Some 
genomic islands code for unknown phenotype, but most of them encode biochemical 
pathways or factors of pathogenicity in the case of PAI. Interestingly, insertions sequences 
(IS) are often detected among GI but relations between GI and IS are still unclear. IS elements 
could be involved in genetic recombination within GI leading to phenotypic changes like it 
has been described for Salmonella enterica multidrug (MDR) genes cluster which was 
colonized by diverse IS elements (Doublet et al., 2008). IS elements could also disrupt genes 
leading to phenotypic variation including virulence patterns (DeShazer et al., 2001).  

In this study, an identification of GI into the B&B clone using the different available 
genomes of B. cenocepacia as a tool has been performed. J2315 genome (ET12 lineage) has 
been compared with the two HI2424 and AU1054 genomes (PHDC lineage) and thus 58 
different DNA sequences specific of the J2315 strain could be detected. These DNA 
sequences were briefly described and several of them, related to genomic island, were deeply 
characterised. Six of these GI presenting high density of IS elements were selected and their 
presence among the B&B clone using a PCR/sequencing approach was investigated. Results 
demonstrated the presence of only two of these GI within the B&B clone. Finally, using 
IS407 as a DNA probe to screen a genomic DNA library of the B&B clone, two GI specific of 
the B&B clone were detected. These two GI showed homologies with P. aeruginosa and R. 
solanacearum genomes and harboured genes potentially involved in virulence. 
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2. Material and methods  

2.1. Strains, DNA extractions, PCR amplification and sequencing. 

Burkholderia strains used in this study are listed in Table 1. Bacteria were grown in 
Luria-Bertani (LB) broth (Bertani 1951) at 28°C for 24 to 48h. DNA extractions were 
performed according to Pitcher 1989 and resuspended in distilled water.  
PCR (polymerase chain reaction) amplifications (25-50 µl) were done according to the Taq
polymerase manufacturer (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) without 1% w-1 detergent but 
with 5% DMSO. PCR primers used in this study are described in Table 2. PCR cycles using 
total DNA were as follow: (1) 95°C for 5 min, (2) 95°C for 30 sec, selected annealing 
temperature (e.g. Table 2) for 45 sec, 72°C for 60 sec (35 cycles), (3) 72°C for 5 min.  
DNA sequences of B&B and LMG12614 strains were obtained after cloning PCR products in 
pGEMT-easy (Promega, Charbonnieres, France) into Escherichia coli DH5� strains. Plasmids 
(pGEM-T) extraction was performed using QIAGEN® Plasmid Plus Midi Kit (Qiagen, 
Courtaboeuf, France). DNA sequencing of PCR products and pGEM-T plasmids was 
performed by Cogenics® (Grenoble, France). 

Table 1: Bacterial strains used in this study  
B. cenocepacia Other code Origin    Reference 
LMG 16656  J2315   ET12, Cystic Fibrosis  Vandamme et al., 2003 
LMG 12614    ET12, Cystic Fibrosis  Vandamme et al., 1997 
HI2424    PHDC, soil   LiPuma et al., 2002 
AU1054    PHDC, Cystic Fibrosis Chen et al., 2001 
B&B clone  Bpoe732 Pulmonary infection  Graindorge et al., 2009 
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2.2. B&B clone genomic library 

Bpoe732genomic DNA was extracted as described by Pitcher (1989) and partially 
digested with Sau3AI (Fermentas, St. Rémy Les Chevreuse, France). The digested DNA 
fragments were separated by sucrose density gradient centrifugation. Fragments in the range 
of 8 to 10 kb were ligated into pCPP47, which contains tetracycline and ampiciline resistance 
genes. These vectors were previously digested with BamHI (Fermentas, St. Rémy Les 
Chevreuse, France) and dephosphorylated with calf intestinal alkaline phosphatase (CIAP) 
(Stratagen, Massy, France). After enzyme inactivation, the dephosphorylated plasmid was 
purified using a QIAgen PCR purification kit (QIAGEN, Courtaboeuf, France). Ligation 
reactions were performed using a 1:1 ratio of vector and insert. Ligated DNA has been 
encapsided using Gigapack III Gold Packaging Extract (Stratagen GmbH, Zurich, 
Switzerland) following the manufacturer recommendations. Transduction was performed 
using 200µl of XL1-Blue E. coli cells (Stratagen, Massy, France) (DO=0.7), 100µl of phage 
added to 700µl of LB liquid medium and incubation at 37°C for one hour. After incubation, 
cells were plated on LB agar medium supplemented with tetracycline (10µg/ml) and 
ampicillin (100µg/ml) and incubated overnight at 37°C. quality of the gene library was 
determined on 5 randomly selected transformants. Extraction of plasmids were performed 
using Qiagen Plasmid purification kit (QIAGEN, Courtaboeuf, France), and 100ng of 
extracted plasmids were digested with 1U of EcoRI (Fermentas, St. Rémy Les Chevreuse, 
France). Restricted plasmids were separated using a à.6% agarose gel electrophoresis. 
Transformants were transferred into 96-well plates containing LB media supplemented with 
tetracycline (12.5 µg/ml), and were also transferred into plates containing LB supplemented 
with tetracycline (12.5 µg/ml) and ampiciline (30 µg/ml). These last plates allowed to 
determine the proportion of empty pCPP47 vectors. Using this method, 8.3% of plasmids 
were detected as not harboring B&B DNA inserts. Validation of the genomic library was 
performed using DNA blot screening of 1248 clones with an ecfB DNA probe known to be in 
a single copy in the B&B clone genome (Graindorge et al., 2009). Five transformants gave a 
positive hybridization confirming the representation of at least three copies of the B&B clone 
genome in this library.  
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Table 2: PCR Primers used in this study 
Name     sequence (5’-3’)   base position on Bcen-J2315 annealing T 
GI10-LBo    GGCAACGCCGAGCCAAGCC  (Chr1 1222684..1222702)  63°C 
GI10-LBi   GGCCTTTCGGATAGTGACGTC (Chr1 1223111..1223131)  63°C 
GI10-RBo    GCCCGACAACAGGCGCTCG  (Chr1 1315844..1315862)  60°C  
BCAL1130F    CCCTCGTCCGTATTCATCAC  (Chr1 1234352..1234371)  60°C 
BCAL1130R     ATCTGGCAATGACGGAAGAC (Chr1 1234789..1234808)  60°C 
GI11-LBo    GCTGCATCCGCAGCCGG  (Chr1 1402624..1402640)  60°C 
GI11-LBi    CAGACCCAAGACGGGACAC  (Chr1 1403183..1403201)  62°C 
GI11-RBo    CCAGCGCGATGATGCGCC  (Chr1 1442644..1442661)  62°C 
BCAL1298F    GCGCCCCTGCGTCTTCAGC  (Chr1 1412064..1412082)  60°C 
BCAL1298R    GCCGACCGCCGTGGGTGCG  (Chr1 1412617..1412635)  60°C 
GI20-LBo    CGACGCACCATTCGTTCCC  (Chr1 2737257..2737275)  62°C 
GI20-LBi    GCCGACGCCCACTTCCAG  (Chr1 2737929..2737946)  62°C 
GI20-RBo    GACGCTCGCGATGGCGC  (Chr1 2860299..2860315)  60°C 
BCAL2520F    CGCGGCACCCGCGCCTACC  (Chr1 2785949..2785967)  60°C 
BCAL2520R    CGCGCCCTGGACGAGCGGT  (Chr1 2786332..2786350)  60°C 
GI26-LBo    CGCTTTCTCGGATGCGTGC  (Chr1 3521997..3522015)  62°C 
GI26-LBi    CGAGCAATTCCTCGATATCG (Chr1 3522515..3522534)  60°C 
GI26-RBo    CACGGCGGCAAGACGATC  (Chr1 3562365..3562382)  60°C 
BCAL3245F    CGGTGGCGCCTCCCTGCGC  (Chr1 3553490..3553508)  60°C 
BCAL3245R    GGCGACCTGGCCGGGCACC  (Chr1 3553874..3553892)  60°C 
GI41-LBo    GTCACCGGTCAGGCATTCG  (Chr2 2091499..2091517)  62°C 
GI41-LBi    GTGAACCGGTACATGCGGC  (Chr2 2091953..2091971)  60°C 
GI41-RBo    CGCTTTCTCCGTGTGCAGG  (Chr2 2138103..2138121)  62°C 
BCAM1890F    CAGCGAGCCGCTAGCGCGGG (Chr2 2105938..2105957)  60°C 
BCAM1890R    GGCGTCGGCCGTGTTCGCCA  (Chr2 2106318..2106337)  60°C  
GI57-LBo    GCGCGCAAGCCATTCGCG   (Chr3 702520..702537)  62°C 
GI57-LBi    CCGCGGCTGTCGGCTGC  (Chr3 703102..703118)  62°C 
GI57-RBo    GTTCATGCAGTAGCGCAGG  (Chr3 795432..795450)  62°C 
BCAS0698F    CACGGCCTGCCCGCCGACC  (Chr3 761733..761751)  60°C 
BCAS0698R    GCCGGCCGCGCCGACGATC  (Chr3 762164..762182)  60°C 
GIBCESM-LBo    CGTCGTGATCGCGCTGG  (Chr2 236706..236722)  58°C 
GIBCESM-LBi    CCGATCGTGCATTGTTGC  (Chr2 237229..237246)  58°C 
GIBCESM-RBo    GCGTAGGGATTGAATCCCG  (Chr2 379739..379757)  58°C 
B&B clone GI sequencing primers*: 
IS407sqF    CTAGACTCCGGCTGGCC    IS407sqR CCGCTTTCCAGGAGTTGG 
5H3_F1     GTGTTGAATCAGCGGCTTG    5H3_F2 CTCGTCGAGATACCGGCC 
5H3_F3     CAGCGAGCAACGGGCGCTC    5H5_R1 GTCGAACGCAAACGGCTC 
5H3_R2     GAGCCGTTTGCGTTCGAC    5H3_R3 CATCACGCGTGAGCATCTC 
1C7_F1     GGTAGCGTGGGCGCTG    1C7_F2 GCCAACGGCCGCGAATC 
1C7_F3         GGAGATCAATGCCATGAGCAG    1C7_R1 CTACCTCGGATTCGCCC 
1C7_R2     CAAACAGGTTGTGGAAGC    BLACT-F   GCGCATGGCCATACTCG 
BLACT-R      GATCGTGCTTCCTGGTCG    NRBE-F  AAGATGCTGGCCTATGTCGGAGTC 
NRBE-R     CGGCCAAGGGATAGCAAATGAGC 
GI: correspond to the six genomic islands investigated in this study. Primers position is indicated following 
the J2315 genome numbering system. LBo: primers binding sites are positioned in the Left Border and 
outside the genomic island. LBi: primers binding sites are positioned in the Left Border and inside the 
genomic island. RBo: primers binding sites are positioned in the Right Border and outside the genomic 
island (e.g. Fig. 8).*: DNA sequencing primers have been used at 55°C by Cogenics™ to sequence the two 
clones (5H3, 1C7) of the B&B clone genomic library (e.g. Fig. 9). BLACT-F/BLACT-R and NRBE-
F/NRBE-R have been used on the B&B genomic DNA to detect the Beta-lactamase and the nrbE genes 
respectively. 



206 

2.3. DNA blot analyses  

Genomic DNAs (5 µg) were digested by 1 U/µg EcoRI (Fermentas, St. Leon-Rot, 
Germany) for 16h at 37°C. DNA blots were performed using Genescreen Plus nylon 
membranes (PerkinElmer Life Science, Boston, USA) and the procedure described by 
Sambrooke et al. (1989). IS407 PCR products were labelled using the random priming 
labelling kit (Amersham-Pharmacia, Orsay, France). DNA hybridizations and nylon 
membrane washes were carried out according to the membrane manufacturer. Membranes 
were hybridized and washed at 65°C. Autoradiography was performed according to 
Sambrooke et al. (1989).  

2.4. Comparative genomic analyses. 

BLASTN analyses of genomes were performed locally using BLAST-2.2.20 package 
available on the NCBI web page (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/executables/LATEST). The  
Artemis Comparison Tool (Carver et al., 2005), was used to visualize BLASTN and 
TBLASTX results (Altschul et al., 1990). The full Genome of B. cenocepacia J2315 was 
retrieved from the Sanger Institute web site 
(http://www.sanger.ac.uk/Projects/B_cenocepacia/). Full genome sequences of B. 
cenocepacia strains AU1054 (CP000378, CP000379, and CP000380) (http://genome.jgi-
psf.org/finished _microbes/burca/burca.home.html) and HI2424 (CP000458, CP000459, and
CP000460) (LiPuma et al., 2002) were retrieved from the Joint Genome Institute web site 
(http://genome.jgi-psf.org/mic_home.html). Only DNA sequences of more than 4 kb, absent 
from the HI2424 and AU1054 genomes, were considered in this analysis, and further 
investigated in terms of content. 
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3. Results and discussion 
Among the clonal complexes described so far among B. cenocepacia species, ET12 

was found the most closely related to the B&B ST32 complex. One strain of this complex, 
named J2315, had its genome fully sequenced and could thus be used as a reference to better 
understand the events which led to the emergence of the B&B clone. Here, investigations 
were carried out in order to identify large DNA regions, over 4 kb, specific of both 
complexes, ET12 and B&B, and to identify particular trends or genomic markers that could 
allow identification of B&B specific DNA regions among a genomic DNA library cloned in 
E. coli.  

3.1. DNA regions specific of the J2315 genome 
Identification of ET12/J2315 specific DNA regions was performed by comparing its 

genome with those of the PHDC complex (HI2424 and AU1054), and investigating by Blast 
analyses and PCR the distribution of these DNA regions among other bacteria, the Bcc and 
ET12 complex. Using a tripartite ACT comparison, 1.35 Mb of J2315 DNA was found absent 
from the PHDC genomes. These segments of the J2315 genome were divided into 58 DNA 
regions of a size going from 4.1 to 142.2 kb, and a G+C content between 48.1 and 71.4 % 
(Table 3). These DNA regions were named genomic islands (GI) in the text below for 
simplicity but not all were found to match all the criteria used to define such islands. 
BLASTN analysis revealed that 33/58 of these DNA regions showed partial or complete 
similarities with genomes of other organisms: B. lata 383 for a large part of them (23/33), B. 
multivorans ATCC17616 (9/33), B. ambifaria AMMD (6/33), MC40-6 (8/33) and few of 
them showed similarities with B. pseudomallei genomes (2/33), B. cenocepacia MC0-3 (4/33) 
and Ralstonia eutropha H16 (renamed Cupriavidus necator by Vandamme and Coenye 2004) 
(2/33) (Table 3). These 33 GI, even though they are not observed among the PHDC genomes, 
thus appear to have been selected by Burkholderia species long before the emergence of the 
ET12 complex. Interestingly, B. lata was the species sharing the highest number of J2315 GI 
(not found in the PHDC genomes). B. lata is known to be a close phylogenetic neighbor of B. 
cenocepacia (Vanlaere et al., 2008), and this proximity thus appears to have resulted in 
similarities in the organization of their respective genomic islands architecture. However, 
most B. lata strains have been isolated from soil or water and only three were recovered from 
human samples (Vanlaere et al., 2009), suggesting that the GI conserved between J2315 and 
B. lata 383 genomes were mainly selected by environmental forces. Identification of 6 genes 
encoding membrane proteins (BCAL0654, BCAL0657, BCAL1683, BCAM0408, 
BCAM0420 and BCAM1604), 4 genes encoding permeases (BCAL0850, BCAM1173, 
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Table 3: DNA regions only detected in J2315 genome when performing comparisons with the PHDC genomes. 
#GI coordinates size kb BLASTN results  %GC IS detected left border  right border 
Chromosome 1 
1 100361..125265 25,00 none   68.5 no  tRNA-Arg  partial tRNA-Arg 
2 188011..204429 16,40 none   55.7 ISBcen9-b  tRNA-Ala  partial tRNA-Ala 
3 449978..463082 13,10 none   56.5 IS407-a, -b none  none 
4 492222..497525 5,30 Bam MCO-3   68 no  none  none 

Bla sp383   
5 712071..721620 9,50 Bla sp383   69.7 no  none  none 

Bcen MCO-3 partial 
6 835703..846355 10,00 Bla sp383 partial  65.16 no  none  none 
7 920522..926765 6,24 Bla sp383   70.69 no  none  none 

Bam AMMD   
Bam MC40-6 
Bvi G4 
Rme CH34 partial 
Ctai LMG19424 partial 
Reu JMP134 partial   

8 1032360..1036537 4,18 none   42.82 no  none  tRNA-Met 
9 1162576..1170560 7,99 Bam MC40-6  70.73 no  none  none 

Bmu ATCC17616 
Bam AMMD   

10 1222566..1315385 92,80 none   60.3 ISBcen20-b,-c Group I intron none 
ISBcen15-a  
ISBcen19-a 
IS407-c 
ISBcen14-a   

11 1402882..1437088 34,20 none   58.8 IS407-d   tRNA-Arg  partial tRNA-Arg 
ISBcen13-a  
ISBcen15-b 
IS407-e  

12 1466013..1473381 7,37 Bla sp383   68.49 no  none  none 
Bcen MCO-3 partial   

13 1481512..1503701 22,19 none   66.55 no  none  none 
14 1728919..1766584 37,70 Burkholderia   62.9 no  BCAL1558p BCAL1558p 

phage KS10  
15 1839588..1846574 6,99 Bla sp383   68.11 no  none  none 
16 1911719..1923252 11,53 Bam MC40-6   71.23 no  none  none 

Bam AMMD  
Bla sp383  
Bma/Bps partial   

17 2497660..2507470 9,81 Bla sp383   68.67 no  none  none 
Reu H16   

18 2513164..2530552 17,39 Bla sp383 partial  62.7 IS1356-a  none  tRNA-Ser at 3kb 
19 2656516..2666220 9,71 none   67.76 no  none  none 
20 2738065..2859923 121,90 none   61.4 ISBcen13-b none  BCAL2601p 

ISBcen20-d -e 
IS1356-b 
IS407-g  
IS408
IS407-h -i -j  
ISBcen8-e  

21 2898047..2903025 4,98 Bla sp383   69.8 no  none  none 
Bam AMMD 
Bam MC40-6  
Bps/Bma partial   

22 3241588..3257909 16,30 none   62.8 no  tmRNA  none 
23 3286423..3291776 5,35 Bla sp383   68.66 no  tRNA-Thr  none 

Bam AMMD 
Bam MC40-6 partial   

24 3366796..3381064 14,27 none   59.4 no  tRNA-Gly  partial tRNA-Gly 
25 3411938..3424737 12,80 none   59.01 ISBcen20-f none  none 
26 3522290..3562993 40,70 none   55.54 IS407-k   none  none 

ISBcen19-b 
ISBcen18  
ISBcen17
ISBcen16  

Chromosome 2 
27 70049..84707 14,66 none   55.41 no  partial ISBcen20 none 
28 168377..182238 13,86 none   59.49 no  none  none
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Table 3: continued. 
29* 236925..379167 142,24 Bcen MCO-3 partial  65 ISBcen14  none  none 
30 456383..481899 25,52 Bla sp383   67.8 no  none  none 
31 842504..854406 11,90 Bla sp383   67.0 no  none  IS element 
32 862760..866992 4,20 Bmu ATCC17616  48.1 no  none  none 
33 1140183..1186975 46,80 none   63.2 no  tRNA-SeC  partial tRNA-SeC  
34 1271236..1298260 27,00 Bla sp383   68.58 no  none  none 

Bmu ATCC17616  
35 1444014..1450309 6,30 Bla sp383   68.63 no  none  none 
36 1471324..1488524 15,00 Bmu ATCC17616 partial 60.93 no  none  none 
37 1713161..1720512 7,30 Bla sp383 partial  67 no  none  none 
38 1787650..1836115 48,50 Bla sp383   68.79 no  none  none 
39 1890941..1895098 4,10 none   65.78 no  none  none 
40 2011726..2019173 7,50 none   66.1 no  none  none
41 2091701..2137922 46,20 none (prophage)  54.3 ISBcen20-h  BCAM1874p BCAM1874p 

IS407-l 
ISBcen20-i  

42 2249572..2256842 7,20 Bla sp383   68.46 no  none  none 
Bmu ATCC17616 

43 2260643..2275008 14,30 none (TTSS)  71.37 no  none  none 
44 2332339..2395714 63,30 none   63.04 ISBcen13-e none  none 
45 2540911..2556578 15,60 Bla sp383 

Bmu ATCC17616 partial 66.36 no  none  none 
46 2877034..2891133 20,20 none   65.5 no  none  none 
47 3114602..3126850 12,20 Bcen BC7 

Bam MC40-6 partial  64.97 no  none  none 
48 3184563..3191106 6,50 Bmu ATCC17616  70.39 no  none  none 

Bam MC40-6 
Bla sp383 
Bxe LB400 
Bphy STM815   

Chromosome 3 
49 39761..57020 17,20 Bla sp383 partial  70.5 no  none  none 
50 75872..89859 14,00 Bmu ATCC17616 partial 66.3 ISBcen8-j  none  none 
51 101812..107517 5,70 Bla sp383   67.89 no  none  none 

Bmu ATCC17616   
52 114943..122014 7,00 Bla sp383 partial  67.41 no  none  none 
53 370817..385704 14,80 Bcen AU154  69.06 no  none  none 

Bam AMMD 
Bam MC40-6 
Bglu BGR1 partial   

54 472087..478502 6,40 Bam MC40-6  63.47 no  none  none 
Bam AMMD partial   

55 524936..535707 10,70 none   69.68 no  none  none
56 573207..609954 36,70 none   62.8 no  none  none 
57 703084..794700 91,60 none   61.33 ISBcen6-a  none  none 

ISBcen4-a 
ISBcen6-b 
ISBcen4-e 
ISBcen13-b 
ISBcen2-a 
IS407-m  

58 839553..856005 16,40 none   69.9 no  none  none 
Coordinates indicated positions of GI among the J2315 genome. BLASTN results indicate strains showing DNA 
similarities with the J2315 genome for the full length of the GI tested, “partial” results indicated strains harboring 
similarities with the J2315 genome for a partial length of the GI tested. Bcen = B. cenocepacia; Bphy = B. phymatum; 
Bglu = B. glumae; Bmu = B. multivorans; Bvi = B. vietnamiensis; Bla = B. lata; Bam = B. ambifaria; Bps= B. 
pseudomallei; Bma = B. mallei; Bxe = B. xenovorans; Rme = Ralstonia metallidurans; Reu = Ralstonia eutropha; Ctai = 
Cupriavidus taiwanensis. *GI29 contained the cenocepacia island (BCESM) and corresponds to the GIBCESM in the 
text. The 14 Holden et al., 2009 BcenGI correspond respectively to GI1, GI2, GI3, GI8, GI10, GI11, GI14, GI20, GI22, 
GI24, GI29, GI33, GI41 and GI56.
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BCAM1180 and BCAM2271) and 2 genes encoding porin proteins (BCAL1734 and 
BCAM0407) within these conserved GI support an implication in the interaction with the 
extracellular environment. These GI could thus be metabolism islands rather than PAI. A 
similar observation was made from the comparative analyses of GI conserved with B. 
ambifaria strains AMMD and MC40-6 genomes. These GI harbored genes encoding 
permeases, porins and membrane proteins (Table 3). B. ambifaria was generally found in 
outdoor environments where it is often associated with plant roots (Dalmastri et al., 2007; 
Jacobs et al., 2008). The selective forces which led to the deletion of these 33 GI among the 
PHDC lineage are unclear since strains of this clone have been detected in the environment. 
GI are known to condense during evolution of organisms (Hacker and Kaper 2000); thus, a 
part of these GI could have been lost or rearranged among these strains. In fact, some 
sequences of these GI could be detected in the PHDC genomes like GI53. 

The remaining 25 GI of the J2315 genome showed no similarities with the databases 
suggesting a recent acquisition (Table 3). Several of these GI showed a different bias in G+C 
content than the one of the core genome, showed insertion sequences (IS) and a tRNA gene or 
integrases CDS (Hacker and Carniel 2001). Interestingly, 51% of the IS elements detected 
among the J2315 genome was found inserted within these 25 GI (42/82). No IS element was 
found among the previously described conserved GI (section above and Table 3). IS elements 
seemed to have preferentially colonized newly acquired DNA sequences, and 6 of these GI 
(GI10, GI11, GI20, GI26, GI41 and GI57) harbored 83% of the total number of IS located on 
GI (35/42). Only four of these GI have been described by Holden et al. (2009) 
(GI10=BcenGI5, GI11=BcenGI6, GI20=BcenGI8 and GI41=BcenGI13). In the next section, 
GI showing high number of IS elements are presented.  

3.2. B. cenocepacia J2315 GI harboring high number of IS elements  
GI10 has a size of 92.8 kb, a G+C content of 60%, and was described as a 

miscellaneous island by Holden et al., 2009, sharing some genes involved in metabolism and 
resistance to fusaric acid. ACT visualization of this GI and position of IS elements are 
described in Fig. 1 and Table 3. This GI harbored 6 IS elements (ISBcen20-b,-c from IS5
family, ISBcen15-a and IS407-c from IS3 family, ISBcen14-a and ISBcen19-a from IS66
family). Three of these disrupted genes (see Chapter 3). No particular function could be 
attributed to these disrupted genes. In fact, a large part of the genes found on this GI appeared 
to encode proteins of unknown function, and only the genes implicated in fusaric acid 
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resistance could be linked to virulence. Mechanisms involved in integration of this GI are 
unknown but an integrase gene was detected on the right border of this GI. 

Fig. 1: The 92.8 kb Genomic Island 10 of B. cenocepacia J2315 and its high number of IS elements.  
Tripartite comparison of B. cenocepacia J2315, HI2424 genomes and IS concatenated sequences using the ACT 
graphic tool. B. cenocepacia J2315 genome sequence was compared to a concatenated set of IS elements and 
then the J2315 DNA region was compared with the one of B. cenocepacia strain HI2424. In blue are conserved 
DNA sequences showing 93% to 100% identity. IS elements are indicated on the J2315 genome following the 
nomenclature of chapter 3. G+C content of the GI is given (knowing that J2315 core genome G+C content is 
68%). Six IS elements are located in this GI. The lack of synteny with the HI2424 genome indicates an absence 
of this GI in HI2424. Coordinates of GI among J2315 chromosome 1 is 1222566..1315385. 

GI11 was identified on chromosome 1, showed a length of 34.2 kb and a G+C content 
of 58.8%. It was classified as a miscellaneous island by Holden et al. (2009). ACT 
visualization of this GI and position of IS elements in this GI are shown in Fig. 2 and Table 3. 
No particular function could be inferred from GI11 DNA sequences, beside a phage integrase 
gene (BCAL1317) on its right border, suggesting a possible phage origin. A tRNA-Arg gene 
was detected on the left border of GI11 suggesting a potential implication in the integration 
event. This integration event appeared to have led to the duplication of the 3’ end of this 
tRNA-Arg gene on the right hand of the GI. Interestingly, this tRNA-Arg gene was also 
detected in the matching DNA region of the PHDC genomes (Fig. 2). However, the GI found 
in the PHDC genomes was different and of a shorter size (8.5 kb). This PHDC GI has 58% 



212 

G+C. Analysis of this PHDC DNA sequence also revealed genes encoding putative phage 

Fig. 2: The 34.2 kb Genomic Island 11 of B. cenocepacia J2315 and its high number of IS elements.
Tripartite comparison of B. cenocepacia J2315, HI2424 genomes and IS concatenated sequences using the ACT 
graphic tool. B. cenocepacia J2315 genome sequence was compared to a concatenated set of IS elements and 
then the J2315 DNA region was compared with the one of B. cenocepacia strain HI2424. In blue are conserved 
DNA sequences showing 93% to 100% identity. IS elements are indicated on the J2315 genome following the 
nomenclature of chapter 3. G+C content of the GI is given (knowing that J2315 core genome G+C content is 
68%). Six IS elements are located in this GI. The lack of synteny with the HI2424 genome indicates an absence 
of this GI in HI2424. Coordinates of hotspot among J2315 chromosome 1 is 1402882..1437088. tRNA sequence 
is indicated by red boxes 

proteins (Bcen_0845: phage integrase; Bcen_0842: Phage-plasmid primase P4-like; 
Bcen_0839: phage terminase small subunit). Detection of these genes strongly suggests a 
phage integration mediated by the tRNA-Arg gene, among the analysed PHDC genomes. No 
other copies of this phage were observed among the Burkholderia strains sequenced. 
Interestingly, the deduced PHDC integrase showed 68% similarities with the AA sequence of 
the J2315 integrase (BCAL1317). The location of two distinct GI in a same tRNA-Arg gene 
suggests this gene to play a major role in GI or phage integration events. Four IS elements 
were detected within this GI (IS407-d, -e and ISBcen15-b from IS3 family, ISBcen13-a from 
IS21 family) and three of them disrupted genes (Table 3, and see chapter 3). Interestingly 
IS407-d and ISBcen15-b disrupted the same CDS encoding a putative helicase (BCAL1308). 
This suggests a strong counter-selection of helicase genes. This hypothesis is supported by the 
observation of another helicase gene (BCAL2480), found on the J2315 GI20 (described 
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below), and also disrupted by an IS. No IS element was detected into the phage DNA remnant 
found among PHDC genomes, but its shorter size might have been due to major 
rearrangements and deletions. These results suggest a preferential colonization of newly 
integrated DNA by IS elements. These IS would benefit of these new DNA segments by 
increasing their number and the bacterial cell would benefit of these IS inactivations by 
preventing expression of unnecessary or deleterious genes. 

Fig. 3: The 121.9 kb Genomic Island 20 of B. cenocepacia J2315 and its high number of IS elements. 
Tripartite comparison of B. cenocepacia J2315, HI2424 genomes and IS concatenated sequences using the ACT 
graphic tool. B. cenocepacia J2315 genome sequence was compared to a concatenated set of IS elements and 
then the J2315 DNA region was compared with the one of B. cenocepacia strain HI2424. In blue are conserved 
DNA sequences showing 93% to 100% identity. IS elements are indicated on the J2315 genome following the 
nomenclature of chapter 3. G+C content of the GI is given (knowing that J2315 core genome G+C content is 
68%). Six IS elements are located in this GI. The lack of synteny with the HI2424 genome indicates an absence 
of this GI in HI2424. Coordinates of hotspot among J2315 chromosome 1 is 2738065..2859923. 

GI20 was detected on chromosome 1 and harbors a size of 121.9 kb, and a G+C 
content of 61.4% (Fig. 3, Table 3). GI20 integration occurred in the BCAL2601 gene 
encoding a putative ABC transporter. Other CDS of this GI appeared involved in iron 
transport, O-antigen acetylation and other miscellaneous metabolisms. This GI showed the 
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highest number of IS insertions with ten different IS elements identified belonging to the IS3, 
IS5, IS21, IS110 and IS256 families. As indicated above, a gene encoding a putative helicase 
(BCAL2080) was disrupted by the ISBcen13-b. Three other IS elements were found 
disrupting genes encoding respectively for another IS element (ISBcen20-e), a methionin 
aminopeptidase and a hypothetical protein. These data confirmed the high concentration of IS 
elements among GI, and also confirmed data obtained in the previous chapter which 
suggested an "attraction" of IS for the DNA of other IS elements. 

Fig. 4: The 40.7 kb Genomic Island 26 of B. cenocepacia J2315 and its high number of IS elements. 
Tripartite comparison of B. cenocepacia J2315, HI2424 genomes and IS concatenated sequences using the ACT 
graphic tool. B. cenocepacia J2315 genome sequence was compared to a concatenated set of IS elements and 
then the J2315 DNA region was compared with the one of B. cenocepacia strain HI2424. In blue are conserved 
DNA sequences showing 93% to 100% identity. IS elements are indicated on the J2315 genome following the 
nomenclature of chapter 3. G+C content of the GI is given (knowing that J2315 core genome G+C content is 
68%). Six IS elements are located in this GI. The lack of synteny with the HI2424 genome indicates an absence 
of this GI in HI2424. Coordinates of hotspot among J2315 chromosome 1 are 3522290..3562993. 

GI26 was not previously described by Holden et al. (2009). This GI harbors a length 
of 40.7 kb with a G+C content of 55.54%. Five IS elements were detected in this GI (Fig. 4, 
Table 3). No particular features have been detected on its borders, hampering the 
understanding of the mechanisms involved in its integration. BLASTX analysis revealed a 
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cluster of genes related to capsule biosynthesis (BCAL3221 to BCAL3255) with homologies 
to the B. mallei and B. pseudomallei sequences. Two GI sharing homologies with GI26 were 
previously described among B. mallei and also several strains of the Bcc using subtractive 
hybridization (DeShazer et al., 2001; Parsons et al., 2003). Interestingly, its distribution 
among the IIIA recA RFLP group of B. cenocepacia was found heterogeneous; ET12 lineage 
strains showed a conservation of the entire cluster but only a partial cluster was observed 
among strains outside the ET12 lineage (Parsons et al., 2003). Moreover, all strains belonging 
to the IIIB RFLP group were negative for this cluster confirming absence of this sequence 
among PHDC strains which belongs to the IIIB RFLP subgroup. Deeper investigations 
revealed an insertion of IS407-k within the wcbO gene (BCAL3223) of this cluster among the 
J2315 genome. This insertion seemed to be restricted to the J2315 genome (Parsons et al., 
2003) but analysis performed in the previous chapter demonstrated the presence of this 
insertion among the B&B clone strain, suggesting a wider distribution of this phenomenon. 
This IS inactivation apparently led to a loss of the ability to synthesize a capsule in J2315. 
However, no capsule or mucoid colonies were detected among the other ET12 strains tested 
(not having the IS407 insertion) by Parsons et al. (2003), although RT-PCR analysis showed 
expression of these genes. Thus, the real implication of this GI26 in virulence has not been 
demonstrated, but genes present could be involved in different processes related or not to 
virulence (EPS, capsule or biofilms formation). 
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Fig. 5: The 46.2 kb Genomic Island 41 of B. cenocepacia J2315 and its high number of IS elements.
Tripartite comparison of B. cenocepacia J2315, HI2424 genomes and IS concatenated sequences using the ACT 
graphic tool. B. cenocepacia J2315 genome sequence was compared to a concatenated set of IS elements and 
then the J2315 DNA region was compared with the one of B. cenocepacia strain HI2424. In blue are conserved 
DNA sequences showing 93% to 100% identity. IS elements are indicated on the J2315 genome following the 
nomenclature of chapter 3. G+C content of the GI is given (knowing that J2315 core genome G+C content is 
68%). Six IS elements are located in this GI. The lack of synteny with the HI2424 genome indicates an absence 
of this GI in HI2424. Coordinates of GI among J2315 chromosome 2 is 2091701..2137922. GI integration 
occurred within a CDS sequence indicated by red boxes.  

 GI41 was detected on chromosome 2; it harbors a G+C content of 54.3% and a length 
of 46.2 kb (Table 3, Fig. 5). This GI was also detected by Holden et al. (2009) and was 
defined as being a prophage. Integration of this GI occurred among a CDS which encodes a 
putative GTP cyclohydrolase of type II (BCAM1874). Most CDS identified on this GI 
showed no similarities with genes already described in the database. However, three CDS 
were identified as IS elements and one CDS was identified as encoding a putative phage 
integrase similar to a phage integrase (BCAM1923) encoded by Rhodopseudomonas 
palustris. Interestingly, the ISBcen20-i insertion occurred within this phage integrase gene 
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leading to its inactivation, and IS407-l was found inserted in a CDS encoding an hypothetical 
phage protein (BCAM1914). These two disruptions suggest an inability for this phage to 
undertake its lytic cycle. It can thus be considered as a GI undergoing rearrangement.  

Fig. 6: The 91.6 kb Genomic Island 57 of B. cenocepacia J2315 and its high number of IS elements.
Tripartite comparison of B. cenocepacia J2315, HI2424 genomes and IS concatenated sequences using the ACT 
graphic tool. B. cenocepacia J2315 genome sequence was compared to a concatenated set of IS elements and 
then the J2315 DNA region was compared with the one of B. cenocepacia strain HI2424. In blue are conserved 
DNA sequences showing 93% to 100% identity. IS elements are indicated on the J2315 genome following the 
nomenclature of chapter 3. G+C content of the GI is given (knowing that J2315 core genome G+C content is 
68%). Six IS elements are located in this GI. The lack of synteny with the HI2424 genome indicates an absence 
of this GI in HI2424. Coordinates of GI among J2315 chromosome 3 is 703084..794700. 

 The last GI investigated, GI57, shows a length of 91.60 kb, a G+C content of 61.33%. 
Seven IS elements were detected with most being on the left hand of this GI (Table 3, Fig. 6, 
chapter 3). Two additional CDS were identified to be potential IS elements (BCAS0658-0660; 
BCAS0680) but homology searches could not identify their family of origin. No other copies 
of these IS were detected in the J2315 genome. Over the 82 CDS encoded by this GI, 26 
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encode hypothetical proteins, 6 were identified as pseudo-genes presenting frameshifts within 
their CDS, 4 encoded putative membrane proteins, and the other CDS were related to 
miscellaneous metabolism. However, one putative protein encoded by these CDS showed 
similarities with a metallo-beta-lactamase super family protein (BCAS0689) potentially 
implicated in the degradation of antibiotics with a �-lactam core (Payne 1993). Furthermore, a 
putative partial Group II intron belonging to Class E (BCAS0657) was identified close to the 
zone showing multiple IS elements. This intron showed 68% identity with one detected on the 
plasmid of J2315 suggesting a possible dissemination by this plasmid as it has been described 
for a large part of bacterial type II intron (Toro et al., 2002; Tourasse and Kolsto 2008). The 
role of this intron is unclear but relationship of group II introns in eubacteria with mobile 
elements suggests a possible role in events such as resistance “cassette” formation and/or GI 
evolution (Centron and Roy 2002). 3 CDS related to a two-component system (BCAS0707 to 
BCAS0709) were also identified. AraC and two components-system regulators have been 
described as being the two major classes of regulators encoded by PAI (Hacker and Kaper 
2000). All these results led us to define the GI57 as a potential PAI. 

3.3. B&B clone screening of selected J2315 GI  
The above six GI are likely to have different origins. However, features like IS 

elements insertions, bias in G+C content, presence of an integrase gene, the proximity of a 
tRNA gene, phage protein genes, are consistent with the definition of them as genomic 
islands. The real impact of these GI is still unknown but their acquisition could have affected 
traits such as antibiotic resistance, fitness, and others. In chapter I, we detected a GI among 
the B&B clone: the one named BCESM (Graindorge et al., 2009) and which has been 
reported to play a role in the virulence of B. cenocepacia strains (Baldwin et al., 2004). 
Tripartite analysis using the PHDC genomes showed that the BCESM island was inserted 
among a longer GI, GI29, in the J2315 genome (Fig.7, Table 3). Furthermore, a large DNA 
sequence absent in J2315 was found to have replaced the BCESM GI in the HI2424 genome. 
This suggests a hot-spot of recombination within this region.  
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Table 4: PCR screenings of GI identified in B. cenocepacia J2315 genome. 
strains:               J2315          LMG12614          Bpoe732  
   PCR sequencing PCR sequencing PCR sequencing 
GI10  abs  0        nd  0        nd  +        ok 
 pst  +        ok  +        ok  0        nd 
 BCAL1130 +        ok  +        nd  0        nd 

GI 11 abs  0        nd  0        nd  +        ok 
 pst  +        ok  +        ok  0        nd 
 BCAL1298 +        ok  +        nd  0        nd 

GI 20 abs  0        nd  0        nd  0        nd 
 pst  +        ok  +        ok  0        nd 
 BCAL2520 +        ok  +        nd  0        nd 

GI 26 abs  0        nd  0        nd  0        nd  
 pst  +        ok  +        ok  +        ok 
 BCAL3245 +        ok  +        nd  +        nd 

GI 41 abs  0        nd  0        nd  0        nd 
 pst  +        ok  +        ok  0        nd 
 BCAM1890 +        ok  +        nd  0        nd 
  
GI 57 abs  0        nd  0        nd  0        nd 
 pst  +        ok  +        ok  +        ok 
 BCAS0698 +        ok  +        ok  +        ok 

GI 29* abs  0        nd  0        nd  0        nd 
 pst  +        ok  +        ok  +        ok 
+: PCR amplification with the size expected. ok: PCR results confirmed by sequencing and ACT analysis (e.g. 
Fig. 8). 0: no amplification. nd: not determined. *: GI 29 correspond to the GIBCESM described in the text. 
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In the previous chapters, a close proximity between J2315 genome and the ones of the 
B&B clone was observed. The B. cenocepacia sequenced genomes, notably the one of J2315, 
were used to infer some of the events which might have led to the emergence of this clone. 
Here, these investigations were completed by investigating the distribution of the six GI 
described above. PCR screenings described in Fig. 8 were developed. Three different primers 
were designed per GI to test for their presence/absence (Fig. 8a, Table 2). Size of the PCR 
products were estimated and used to establish the presence of a GI (Fig. 8b). A 
cloning/sequencing of these PCR fragments was also performed, and the DNA sequences 
were analysed by BLAST and compared with those of the J2315 genome. Results have been 
visualized using the ACT® software (Fig. 8c). Using this approach, out of the 7 GI (including 
the BCESM GI) tested, all were detected in the LMG12614 strain (ET12 lineage) but only 3 
were detected the B&B clone strain bpoe717: GI26, GI57 and GI29 (Table 4). GI10 and GI11 
were absent from the B&B genome, and no PCR products could be obtained for GI20 and 
GI41 (Table 4). These last failures in getting the expected PCR products could be explained 
by an absence of the integration sites through a large deletion going over the region of these 
GI. Presence of GI29 in the B&B clone confirms the results obtained in chapter I concerning 
its detection in this clone. This GI was previously described as playing part in virulence 
(Clode et al., 2000; Baldwin et al., 2004; Golini et al., 2006). GI26 and GI57 were shared by 
the B&B clone and the J2315 strain and were respectively inferred as playing a role in capsule 
synthesis and in virulence. The entire GI26 was previously described to be restricted to ET12 
(Parsons et al., 2003). In this study, presence of the left border of this GI was demonstrated 
among the B&B clone using a PCR-screening, and the BCAL3245 gene encoding the wcbA
gene was also amplified and shown to harbour IS407-k in the B&B clone (as observed in 
chapter 3). These data strongly suggest a conservation of the entire cluster in the B&B clone. 
GI57 was first described as a miscellaneous GI; nevertheless, several CDS could be playing 
part in antibiotic resistance, and a two components system was inferred, suggesting a possible 
role in B&B pathogenicity. All these results demonstrated an heterogeneous distribution of 
these seven GI within the B&B clone genome. Three of them (GI16, GI29 and GI57) seemed 
to have colonized the J2315 and B&B genomes prior their divergence; the last four GI have 
either colonized J2315 specifically or been lost by the B&B clone. This suggests many 
genomic rearrangements during evolution of these two clones, confirming the important 
plasticity and versatility of Burkholderia strains.  
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Fig. 7: The 142.2 kb Genomic Island 29 harbouring the Cenocepacia island (BCESM).
Tripartite comparison of B. cenocepacia J2315, HI2424 genomes and IS concatenated sequences using the ACT 
graphic tool. B. cenocepacia J2315 genome sequence was compared to a concatenated set of IS elements and 
then the J2315 DNA region was compared with the one of B. cenocepacia strain HI2424. In blue are conserved 
DNA sequences showing 93% to 100% identity. IS elements are indicated on the J2315 genome following the 
nomenclature of chapter 3. G+C content of the GI is given (knowing that J2315 core genome G+C content is 
68%). Six IS elements are located in this GI. The lack of synteny with the HI2424 genome indicates an absence 
of this GI in HI2424. Coordinates of this region among J2315 chromosome 2 is 236925..379167. The BCESM 
(44.1 kb, 62%GC, coordinates is 290291..334378) present in this region is indicated. 

3.4. Detection of B&B specific GI  
The analyses performed of the J2315 genome allowed detection of 58 DNA fragments 

absent in the PHDC genomes. 25 of these DNA sequences showed no homologies with other 
bacteria in the databases and shared several features leading us to consider these sequences as 
GI. Interestingly, these GIs harbored more than half of the IS listed in J2315, suggesting a 
tropism of IS elements for GI. Although relations between IS and GI are unclear, IS elements 
seemed to have preferentially colonize newly acquired DNA such as GI. In fact, 80% of GI 
detected among five B. pseudomallei strains contain IS elements, with the IS407 and ISBp1 of 
the IS3 family being the most numerous (Tuanyok et al., 2008). It is noteworthy that IS407
was identified to be an active IS element in diverse Bcc species (Wood et al., 1991; Miche et 
al., 2001; Ohtsubo et al., 2005 and chapter 3). In this study, this IS was detected among all the 
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six GI investigated and among GI3 (Table 3). This particular distribution of IS407 was used 
to detect GI specific of the B&B clone.  
A screening of a B&B clone genomic DNA library was performed using IS407 as a DNA 
probe. Two positive clones within the library were selected and partially sequenced (clone 
5H3=GI-a and 1C7=GI-b). The two sequences obtained were annotated and results are 
described in Fig. 9 (sequences of these GI are available on the Microbial Ecology laboratory 
website: http://ecomicro.univ-lyon1.fr/poe/BBcloneGI.zip). These sequences were analysed 
by BLAST and compared with J2315 genome. However, no significant hits were detected, 
indicating their absence in the J2315 genome. The G+C content of GI-a and GI-b were 63.57 
and 61.74% respectively, supporting the definition of these two sequences as being part of a 
GI. BLASTX analysis of GI-a and GI-b sequences showed similarities respectively with DNA 
regions of R. metallidurans CH34 (recently renamed Cupriavidus metallidurans by
Vandamme and Coenye 2004) and P. aeruginosa PA14 (Fig. 9) genomes. The B&B DNA 
sequences encoded putative proteins showing strong similarities with R. metallidurans CH34; 
a �-lactamase-like (Rmet_1266) protein and an outer membrane protein involves in an efflux 
system (Rmet_1267). This result was confirmed using PCR screening of the Rmet_1266 gene 
among B&B clone total genomic DNA. Amplification was obtained for the B&B clone but 
not for J2315. Furthermore, the B&B PCR fragment was found longer than the one expected 
from the genome of R. metallidurans CH34: 2.8 kb instead of 1.41 kb (Annexe D1). This 
change in size was found to match the one expected from the Rmet_1266 CDS with the 
insertion of an IS407. Moreover, the Rmet_1267 homologous CDS was found disrupted by an 
ISBmu1 which was itself disrupted by another copy of the same IS element (Fig. 9a). These 
multiple insertions in GI-a are consistent with our previous results suggesting a preferential 
colonization of newly acquired DNA by IS elements (chapter 3). Interestingly, R. 
metallidurans and the B&B clone shared the same synteny for these two genes suggesting an 
horizontal gene transfer between these two strains/species. These genes are part of a R. 
metallidurans gene cluster involved in resistance to antibiotics. Using the Genoscope website, 
we looked at the region containing Rmet_1267 and Rmet_1266 genes among R. metallidurans
CH34 genome. This region harbors two transposases from IS21 (Rmet_1263-64) and IS1090 
(Rmet_1262) families, a type four secretion system (Rmet_1259), and traF genes 
(Rmet_1258) and other features typical of an Integrative Conjugative Element (ICE) 
(annexeD1). This ICE could have played part in the emergence of the B&B clone. Several 
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Fig. 8. Methodology used for GI screening among non-sequenced genomes; case of GI10. 
a) Position of primers used to screen the GI10 region. b) Electrophoresis of PCR fragments obtained after 
screening of the three strains. c) Tripartite comparison of PCR fragments sequenced, B. cenocepacia J2315, 
HI2424 genomes using ACT graphic tool. Primers used and annealing temperature are described in the Table 2. 

genes seem to have been counter-selected by IS insertions in this DNA region. This could be 
related to the metabolic burden represented by expression of these genes.  

The second DNA region identified in the B&B clone genome using the IS407 as a 
DNA probe harbors sequences showing identities with P. aeruginosa PA14 genome. Two of 
these were identified as genes encoding hypothetical proteins (PA14_31230 and 
PA14_31220), and one to encode a partial CDS showing 80% similarities with a deduced 
NrbE-like protein (BCAL31240) (Fig. 9b). This protein has a domain close to the major 
facilitator superfamily (MFS) protein. MFS is the largest family of transporter proteins which 
are highly represented in bacteria and implicated in different ways in multidrug transport 
(Fluman and Bibi 2009). Interestingly, PA14 and the B&B clone showed the same synteny for 
these three genes, excepted for IS407 which was not detected into P. aeruginosa PA14. 
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Presence of these genes with the same synteny between PA14 and the B&B clone strongly 
suggest a horizontal transfer between these two species. Moreover, using the Pseudomonas
Genome Database, we looked at the region containing PA14_31230 and PA14_31220 genes 
among P. aeruginosa PA14 genome (Annexe D2). This region seemed typical of a genomic 
island; with no homologies with other Pseudomonas genomes and a CDS encoding an 
integrase (PA14_31280). This GI acquisition may have occurred during the “pathogenic” life 
of these bacteria which are able to form mixed biofilms among CF patients. Moreover, a 
communication via Quorum Sensing has been demonstrated between these two species, 
suggesting a close collaboration in CF lungs (Saiman et al., 1990; Riedel et al., 2001; 
Chambers et al., 2005). This supports a potential coevolution of these two species leading to 
gene transfers such as acquisition of GI.  

These data highlight the role of GI and IS elements in the “fitness of bacteria”. 
Detection of GI26, GI29 and GI57 in the B&B clone confirms the closer proximity of this 
clone with ET12 strains than PHDC ones. However, absence of GI10, GI11, GI20 and GI41 
in the B&B clone suggests a significant divergence with the ET12 lineage. This 
diversification was further supported by an identification of two DNA regions (probable GI) 
in the clone B&B which were not found in J2315 (and the PHDC strains). 

4. Conclusion 
The data presented in this study suggested an heterogeneous distribution of GI among 

the B&B clone and J2315 genomes. Different horizontal gene transfers seem to have 
contributed to this heterogeneity, with recent acquisitions likely to have occurred among each 
clone. Molecular events involved in GI integration are not well understood but tRNA gene 
mediated site specific recombination appears to play an important part. Roles of GI are still 
unclear but they represent a major source of genomic diversity probably leading to improve 
fitness. IS elements, notably IS407, appear to preferentially colonize GI. The use of IS407 as 
a DNA probe allowed detection of DNA regions sharing similarities with GI among the B&B 
clone. Indeed, this approach IS DNA probing, could be used for rapid and efficient detection 
of GI among the Burkholderia genus, complementary to classical genome sequencing 
projects. Additional studies, such as functional genomics and dynamics of the 
insertion/excision of these GI into the B&B clone, will be required to further improve our 
understanding of this clone. 
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Fig. 9: Genomic islands detected among the B&B clone.
Genomic islands have been detected using a B&B clone genomic DNA library. IS407 have been used as probe to 
screen the library (e. g. material and methods). a) correspond to the first genomic island identified, b) correspond 
to the second genomic island identified. The two parallel bars are located at the potential insertion site of IS407
element. Sequencing has been performed using primers indicated at the bottom of each GI. Sequences of primers 
are described within table 2. Annotations have been performed using BLASTN/BLASTX analysis and % 
identities are indicated between brackets. Sequences of these GI are available on the Microbial Ecology 
laboratory website: http://ecomicro.univ-lyon1.fr/poe/BBcloneGI.zip.
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Conclusion et perspectives  

Les travaux réalisés ces dernières années sur les Bcc portent principalement sur leur 

taxonomie,  les techniques d’identification, de classification ainsi que sur la caractérisation de 

gènes ou de processus impliqués dans la virulence. Peu d’études ont tenté de déterminer les 

processus liés au phénomène d’éclosion épidémique. Les pathogènes opportunistes sont, par 

définition, retrouvés accidentellement chez l’Homme, au niveau d’infection de personnes 

immunodéprimées ou fragiles tels que les individus CF. La plupart des espèces du Bcc devrait 

donc être retrouvée dans des écosystèmes naturels. Cependant bien que certaines études 

démontrent que les souches environnementales sont comparables à celles retrouvées chez 

l’Homme, aucun réservoir significatif de B. cenocepacia et B. multivorans n’a été décrit.  

Un fait intéressant dans la versatilité de colonisation de ces organismes est leur 

capacité à occuper des milieux très différents. Cette adaptation et/ou acclimatation à ces 

environnements implique des processus évolutifs mis en place d’une manière temporelle en 

réponse aux différentes pressions de sélection rencontrées. Les génomes des Burkholderia et 

leur plasticité facilitent cette évolution. A long terme cette évolution peut conduire à une 

existence totalement dépendante d’un hôte comme c’est le cas pour les symbiotes et les 

parasites obligatoires, ou alors à une aptitude à coloniser des milieux extrêmement variés 

comme cela semble être le cas pour les espèces du Bcc. Cependant, les publications relatives à 

l’épidémiologie et l’étude de la prévalence des espèces du Bcc retrouvées chez les patients CF 

suggèrent une hétérogénéité dans la capacité de certaines espèces à coloniser certains 

milieux ; en effet, ces études montrent une prévalence élevée de B. multivorans et B.

cenocepacia chez les patients CF mais faible dans l’environnement. De plus, l’espèce B.

vietnamiensis bien que présente au niveau de ces patients, est plus fréquemment retrouvée 

dans des milieux pollués par des xénobiotiques ou dans la rhizosphère de diverses plantes. Il 

se dégage donc que certaines espèces du Bcc semblent  plus "adaptées" à la niche Homme 

alors que d’autres seraient plus aptes à coloniser les écosystèmes naturels. Cette constatation 

semble aussi applicable au sein même de l’espèce B. cenocepacia. Cette dernière est, 

effectivement, subdivisée en sous-groupes correspondant aux différents profils de restriction 

du gène recA (sous-groupe IIIA, IIIB, IIIC, IIID et IIIE). Le sous groupe IIIC abrite des 

souches provenant uniquement de l’environnement, tandis que le sous groupe IIIA abrite la 

plupart des isolats cliniques de cette espèce.  

Notre travail s’est focalisé sur l’étude d’une éclosion épidémique et sur la 

compréhension des processus évolutifs liés à ce phénomène. Le clone épidémique B&B de 
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l’espèce B. cenocepacia, responsable d’une infection nosocomiale en 2004, a été utilisé 

comme modèle.  

Dans la première partie de ce travail, nous avons caractérisé le clone responsable 

d’une épidémie survenue dans le service de réanimation d’un hôpital de la région de Bourg-

en-Bresse. La virulence et la forte transmissibilité de ce clone nous ont amené à étudier son 

origine phylogénétique et sa proximité génétique avec les clones virulents du Bcc. 

L’utilisation de divers outils de biologie moléculaire nous ont permis de démontrer son 

appartenance à l’espèce B. cenocepacia ainsi que la présence de nombreux gènes de 

virulence. Les analyses par phylogénie et MLST ont permis de mettre en évidence la 

distribution mondiale de ce clone et sa prévalence au niveau des infections de patients CF en 

France. Nous avons également pu établir sa proximité avec les différents clones épidémiques 

connus, notamment la lignée ET12 de l’espèce B. cenocepacia qui représente la lignée la plus 

dommageable de cette espèce. Une cinquantaine de génomes étant désormais disponibles au 

sein du genre Burkholderia, nous avons employé la génomique comparative  afin d’identifier 

les configurations génétiques originales pouvant être impliquées dans l’émergence de clones 

épidémiques tel que le clone B&B. Ainsi, nous avons considéré ce processus d’émergence de 

manière globale en appréciant (i) les phénomènes d’acclimatation, par l’étude de régulateurs 

de l’expression des gènes (ii) les mécanismes d’adaptation, en développant une approche 

relative à la présence d’éléments génétiques mobiles de type séquences d’insertion et îlot 

génomique.  

Dans ce contexte, nous nous sommes, tout d’abord, focalisés sur l’étude d’une famille 

de régulateurs transcriptionnels, la famille des facteurs  70. L’étude de certains facteurs 

sigma (e.g. ECF) peut permettre d’accéder aux sigmulons impliqués dans la régulation de 

l’expression de certains facteurs de virulence bactériens. Nous avons donc analysé 

l’architecture, la distribution et la plasticité de la famille des facteurs  70 chez les Bcc tout en 

précisant les divergences et similarités entre les principaux clones épidémiques isolés de 

patients CF et le clone B&B. Un de ces facteurs  70, le gène ecfB, a été utilisé pour 

développer un nouveau marqueur, exploité dans la première partie de ce travail lors de l’étude 

des relations phylogénétiques du clone B&B avec les autres clones épidémiques de B. 

cenocepacia. L’analyse de la distribution et le positionnement phylétique des facteurs déduits 

nous a également permis de mettre en évidence quelques spécificités liées aux Bcc. Plusieurs 

gènes codant des facteurs primaires alternatifs ont été détectés pour la première fois hors du 

groupe des actinobactéries. Nous avons également identifié une distribution restreinte de 

certains facteurs ECF au niveau du Bcc. Par ailleurs, l’étude de la distribution de ces facteurs 
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a permis de confirmer la proximité du clone B&B avec la lignée ET12. En effet, une 

distribution similaire des  70 a pu être mise en évidence entre ces clones épidémiques. Ces 

travaux ont mis en évidence deux stratégies évolutives différentes chez B. cenocepacia et P.

aeruginosa au niveau des ECF liés à l’acquisition du fer. Chez les Pseudomonas, près d’une 

vingtaine de sigmulons liés à l’acquisition du fer (de type fecI) a été sélectionnée au cours de 

l’évolution. Un seul paralogue a pu être décelé chez les Bcc et la fonction de celui-ci semble 

différente de celle assurée par son homologue chez P. aeruginosa. La distribution inégale des 

 70 au sein du Bcc a été expliquée, entre autre, par des phénomènes de réarrangements 

génétiques. Certains d’entre eux ont pu être reliés à la présence d’éléments génétiques répétés 

de la famille des séquences d’insertion et à certains phénomènes d’acquisition d’îlot 

génomiques.  

Nous avons poursuivi notre étude par l’évaluation de l’implication d’IS dans 

l’émergence de clones épidémiques dont le clone B&B. En nous basant sur l’analyse des 

nombreux génomes de Burkholderia disponibles, nous avons mis en évidence l’abondance et 

la diversité des IS présentes chez ces bactéries. Ceci nous a permis d’observer une 

organisation génomique du clone B&B distincte, bien que très proche, de celle de la lignée 

ET12 suggérant une divergence récente de ces deux souches. Des phénomènes 

d’acquisition/délétion, d’amplification et de réarrangements de ces IS ont pu être identifiés. 

De plus, l’implication des IS dans l’adaptation des clones épidémiques de l’espèce B.

cenocepacia a été évaluée, par l’analyse des sites d’insertion et de leur distribution au sein de 

l’espèce B. cenocepacia ; une distribution très hétérogène des loci colonisés par les IS au sein 

des différents génomes testés et au sein d’une même espèce a été mise en evidence. Il semble 

donc que les différents types d’IS n’aient pas joué le même rôle dans l’émergence des 

différents clones épidémiques de B. cenocepacia : certains ont permis l’inactivation de gènes, 

et d’autres, des réarrangements génétiques locaux et globaux ayant favorisé l’acquisition ou la 

perte de fragments d’ADN. Ces phénomènes d’acquisition et perte d’ADN ont pu être reliés à 

la présence d’ilots génomiques.  

Dans la dernière partie de ce travail, nous avons développé différentes stratégies pour 

identifier de potentiels îlots génomiques chez les clones B&B et ET12. Ces travaux ont 

permis de détecter de nombreuses séquences d’ADN spécifiques de la souche J2315, avec 

plus d’une vingtaine d’entre elles présentant les caractéristiques d’ilots génomiques. Six de 

ces ilots potentiels ont été caractérisés et leur distribution a été testée chez une souche de la 

lignée ET12 et le clone B&B. Les résultats obtenus ont démontré la présence de l’ensemble 

de ces îlots chez les souches ET12 et seulement trois ont pu être détectés chez le clone B&B. 
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Différents transferts horizontaux semblent avoir contribué à cette hétérogénéité, des 

acquisitions/délétions sont soupçonnées chez les différents clones testés. Certains de ces IG 

ont pu être reliés à des propriétés de virulence. Ces travaux ont également mis en évidence 

une relation particulière entre les IG et certaines IS. En effet, l’IS407, semble coloniser 

préférentiellement ces six IG. Nous avons donc utilisé cette observation comme outil de 

détection d’IG chez le clone B&B. Deux IG potentiels portant des gènes homologues aux 

espèces P. aeruginosa et R. metallidurans ont ainsi été identifiés. Ces travaux ont ainsi validé 

l’utilisation d’IS comme "marqueur" d’IG. Cette approche pourrait être utilisée pour la 

détection rapide et efficace d’IG chez les Bcc, en utilisant le bilan IS du chapitre 3.  

Cette thèse s’est inscrite dans la problématique des éclosions épidémiques et des 

processus impliqués. Les différents thèmes abordés nous ont permis d’approfondir les 

connaissances relatives à la plasticité des génomes de Burkholderia et particulièrement de 

l’espèce B. cenocepacia. Les travaux futurs découlant de ces études devraient conduire à 

tester certaines des hypothèses formulées au cours de cette thèse, comme par exemple le rôle 

potentiel des ISBcen4 dans l’émergence du clone B&B. A cette fin, deux approches peuvent 

être utilisées. Tout  d’abord, il est possible d’analyser l’impact de l’inactivation d’un gène par 

l’ISBcen4 en effectuant sa complémentation génétique. L’utilisation des différents modèles 

d’étude présentés en introduction permettrait ensuite d’évaluer l’impact de ces modifications 

sur la virulence bactérienne. La seconde approche pourrait consister à introduire l’ISBcen4 et 

suivre l’évolution de cette souche. Ces bactéries « enrichies d’IS » pourraient être inoculées à 

un hôte modèle. Si conformément à notre hypothèse, certaines IS peuvent générer de la 

diversité, après passage dans l’hôte, les bactéries isolées pourraient présenter différents degrés 

de virulence. L’analyse de la distribution et de l’impact des IS au sein de ces bactéries 

permettra de confirmer leurs implications dans la modulation de la virulence bactérienne. Ces 

analyses pourraient être complétées par le suivi de certains ilots génomiques selon divers 

stress mimant des conditions d’infection versus conditions environnementales. Ceci 

permettrait de déterminer l’instabilité de telles régions génétiques et pourrait participer à la 

compréhension de leur rôle dans la fitness de ce clone.  

Dans le second chapitre de ce travail nous avons émis des hypothèses fortes 

concernant l’implication de facteurs ECF dans la régulation de sigmulons associés à la 

virulence des espèces du Bcc. De plus, nous avons identifié des CDS codant des facteurs 

primaires alternatifs dont le rôle est indéterminé. Il serait donc opportun d’inactiver certains 

de ces gènes afin de déterminer leur rôle. D’autre part, les récentes techniques développées 

pourraient être utilisées pour étudier les réponses de souches à l’ajout ou la délétion d’un 
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ECF. En effet, le séquençage à haut débit, allié aux nombreux génomes séquencés désormais 

disponibles, permet l’obtention d’une multitude de données en peu de temps. La 

caractérisation de l’ensemble des sigmulons pourrait potentiellement être réalisée  dans le 

temps imparti à un travail de thèse.  

Les analyses réalisées dans le chapitre 1 ont démontré que des souches provenant de 

l’environnement et de patients CF appartenaient au même complexe clonal que le clone B&B. 

Il apparaitrait intéressant désormais de connaitre la distribution des IS et des IG détectées 

chez le clone B&B au sein des souches retrouvées dans ce complexe.  
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Annexes 
A. Chapitre 1 

1. PFGE des isolats obtenus prés de l’hôpital Fleyriat

PFGE des souches obtenues au cours de la première campagne 
d’échantillonnage. 

2. Phylogénie ecfB des clones B et C obtenus lors du premier échantillonnage  

Neighbor-joining phylogenic tree of ecfB gene sequences from the first environmental sampling and 
representative strains of the Burkholderia. DNA sequences were either obtained in this work or retrieved 
from the GenBank database. Distances are proportional to evolutionary divergences expressed in 
substitutions per 100 sites. Bootstrap values above 90% are indicated on the tree branches. Bcen = B. 
cenocepacia; Bvi = B. vietnamiensis; Bla = B. lata; Bam = B. ambifaria; Bdo = B. dolosa; Bpe = B. 
pseudomallei
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3. Analyse MLST des clones obtenus lors du premier échantillonnage 

Clone B :

Clone C :

Résultats obtenus par analyse MLST des souches obtenues au cours de la première campagne 
d’échantillonnage.
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B. Chapitre 2 
1. Séquences de la région ecfA2  

>ecfA2_12614 
CGGGCGCAAGAACATACAAGCGCGCCGCGCGACCGACCGCCCCACACAAGAGTGATAAGAGAAAGTCTCATG
AGTGAAATCAAGGAAATGCCGCTGGTCGAGCTGACGGCCAAGGATCTTCCCGCCTACTGCCCGAACCCGGCCA
TGACCCGCTGGAACGCGCACCCGCGCGTCTTCATCGACGTGTCGCACGGCGAGGCGCGCTGCCCGTACTGCGG
CACGCGCTACAAGCTGCGCGACGGCGAGGTCGTCAAGGGCCACTGAGCCCGGCGGCCGGGCCTGAAGGCCCA
CCGACCCGCAAGGCGGCGCAGCCGGAAGTCCGGCGCGCCGCCGTTCCCCATTCTGGCAACCCGAACGCGGCGC
CCGAGCGCCGTGCTTCATTACGACATCGGAAGTCGACCTGATGCGTCGAGCGCTGGTTATCGCACCGAAAG 
>ecfA2_21461 
CGGGCGCAAGAACATACAAGCGCGCCGCGCGACCGACCGCCCCACACAAGAGTGATAAGAGAAAGTCTCATG
AGTGAAATCAAGGAAATGCCGCTGGTCGAGCTGACGGCCAAGGATCTTCCCGCCTACTGCCCGAACCCGGCCA
TGACCCGCTGGAACGCGCACCCGCGCGTCTTCATCGACGTGTCGCACGGCGAGGCGCGCTGCCCGTACTGCGG
CACGCGCTACAAGCTGCGCGACGGCGAGGTCGTCAAGGGCCACTGAGCCCGGCGGCCGGGCCTGAAGGCCCA
CCGACCCGCAAGGCGGCGCAGCCGGAAGTCCGGCGCGCCGCCGTTCCCCATTCTGGCAACCCGAACGCGGCGC
CCGAGCGCCGTGCTTCATTACGACATCGGAAGTCGACCTGATGCGTCGAGCGCTGGTTATCGCACCGAAAG 
>ecfA2_19240 
GAGTGATAAGAGAAAGTCTCATGAGTGAAATCAAGGAAATGCCGCTGGTCGAGCTGATGGCCAAGGATCTTCC
CGCCTACTGCCCGAACCCGGCCATGACCCGCTGGAACGCGCACCCGCGCGTCTTCATCGACGTGTCGCACGGC
GAGGCGCGCTGCCCGTACTGCGGCACGCGCTACAAGCTGCGCGACGGCGAGGTCGTCAAGGGCCACTGAGCCC
GGCGGCCGGGCCTGAAGGCCCACCGACCCGCAAGGCGGCGCAGCCGGAAGTCCGGCGCGCCGCCGTTCCCCA
TTCTGGCAACCCGAACGCGGCGCCCGAGCGCCGTGCTTCATTACGACATCGGAAGTCGACCTGATGCGTCGAG
CGCTGGTTATCGCACCGAAAG 
>ecfA2_B&B clone 
CGGGCGCAAGAACATACAAGCGCGCCGCGCGACCGACCGCCCCACACAAGAGTGATAAGAGAAAGTCTCATG
AGTGAAATCAAGGAAATGCCGCTGGTCGAGCTGACGGCCAAGGATCTTCCCGCCTACTGCCCGAACCCGGCCA
TGACCCGCTGGAACGCGCACCCGCGCGTCTTCATCGACGTGTCGCACGGCGAGGCGCGCTGCCCGTACTGCGG
CACGCGCTACAAGCTGCGCGACGGCGAGGTCGTCAAGGGCCACTGAGCCCGGCGGCCGGGCCTGAAGGCCCA
CCGACCCGCAAGGCGGCGCAGCCGGAAGTCCGGCGCGCCGCCGTTCCCCATTCTGGCAACCCGAACGCGGCGC
CCGAGCGCCGTGCTTCATTACGACATCGGAAGTCGACCTGATGCGTCGAGCGCTGGTTATCGCACCGAAAG 

2. Séquences de la région ecfE des souches de B. cenocepacia  
>région ecfE-Bcen_18830 

TCATTCGGCGCCGGATCCGCGACCCGGACGATGCCGAGGACGTTCTGCAGGATGTGCTTCACGAATTCGTACA
GGCTTATCGACTGCCTGCGCCGATCGAACAGGCGAGCGCGTGGCTGTTCCGTACCGCGCGCAATCGCATCATC
GACCGTTTTCGCAAGAAGAAGGAGCAGCCGCTGACCGATCTGCTCGATGCCGACGACGAAGCGGACAGTGAG
TATCGCCTGGATCTTGCACTACCGTCGCACGATGCCGGCCCCGAGGCGCTCTACGCTCGCACGCTGTTGCTCAA
GGCGTTGCAGGATGCGCTCGACGAATTGCCGGCGAATCAGCGCGAGGTTTTCATCGCGCACGAGCTGGAGGGG
CAGTCGTTCAAGGAGATGGCCGCGCAGAGCGGCGTCACGCTCAATACGCTGCTCGCGCGCAAACGCTACGCGG
TCCTGCATCTGCGTGCTCGACTGCAACCCATTTATGACGAACTGGATAACTAGAGGAGTCGACGGATGAATTTT
CGAATCAGATGTGCAGGCAAAGCGCTGCTCGTGGTGATCGCCATCGGTGTGCTCGGATGGGTCGTCATGATGC
TGTGGAACTGGGTGATTCCGGGGTTATTCGTCGGTGCCCGGACGATCGACTTCGCCCATGCGCTGGGCCTGCTC
GTGTTGAGCCGCATCCTGTTCGGCGGATTCCGCGGACATCGCGGCTGGCACGGCCGACGTCACTGGCGCAAGT
GGGAAGCCATGACGCCTGAAGAACGCGAGCAGTTTCGGGCCGCATGGCGATCGCGCGGCAAGCGGGCCACGG
AGGAGTGAGCATGCGCGATAAATCAACGGCCGACT 
>région ecfE-Bcen_18863 
CATTCGGCGCCGGATCCGCGACCCGGACGATGCCGAGGACGTTCTGCAGGATGTGCTTCACGAATTCGTACAG
GCCTATCGACTTCCCGCGCCAATCGAACAGGCGAGCGCGTGGCTGTTCCGTACCGCGCGCAACCGCATCATCG
ATCGTTTTCGCAAGAAGAAGGAGCAACCGCTGACCGATCTGCTCGACGCCGACGACGAAGCGGACAGCGAGT
ATCGCCTGGATCTGGCGCTGCCGGCGCACGATGCCGGCCCCGAGGCGCTCTACGCTCGCACGCTGTTGCTCAA
GGCGTTGCAGGATGCGCTCGACGAGTTGCCGGCGAATCAGCGCGAGGTTTTCATCGCGCACGAGCTGGAAGGA
CAGTCCTTCAAGGAGATGGCCGCGCAAAGCGGTGTCACGCTCAATACGCTGCTCGCGCGCAAACGCTACGCGG
TCCTGCATCTGCGTGCTCGACTGCAACCCATTTACGACGAACTGGATATCTAGAGGAGTCGACGGATGAATTTT
CGAATCAGATGTGCGGGCAAGGCGCTGCTCGTGGTGGTGGCCATCGGCGTGCTCGGTGGGGTCGTGATGATGT
TGTGGAACTGGGTGATGCCGGCGCTATTCGTTGGCGCCCGGACGATCGACTTCGCTCATGCGCTGGGCCTGCTC
GTGTTGAGCCGCATCCTGTTCGGCGGATTCCGCGGACACCGCGGCTGGCACGGCCGGCGCCACTGGCGCAAGT
GGGAAGCCATGACGCCGGAAGAGCGCGAGCAGTTCCGGGCCGCATGGCGGTCGCGCGGCAAGCGGCCCACGG
AGGAGTGACCATGCGCGAGAAATCAGCGGCCGACTGCAAGCAGAACGCGGGCGTGATTGCGCCGGTCGTCGA
TCTGAAGCGTTGCGAAGGCAAGGGCGATTGCGTCACCGTTTGCCC 
>région ecfE-Bcen_12614 
GCTAGGGAATTTCATTCGGCGCCGGATCCGCGACCCGGACGATGCCGAGGACGTTCTGCAGGATGTGCTTCAC
GAATTCGTACAGGCCTATCGACTTCCCGCGCCAATCGAACAGGCGAGCGCGTGGCTGTTCCGTACCGCGCGCA
ACCGCATCATCGATCGTTTTCGCAAGAAGAAGGAGCAACCGCTGACCGATCTGCTCGACGCCGACGACGAAGC
GGACAGCGAGTATCGCCTGGATCTGGCGCTGCCGGCGCACGATGCCGGCCCCGAGGCGCTCTACGCTCGCACG
CTGTTGCTCAAGGCGTTGCAGGATGCGCTCGACGAGTTGCCGGCGAATCAGCGCGAGGTTTTCATCGCGCACG
AGCTGGAAGGACAGTCCTTCAAGGAGATGGCCGCGCAAAGCGGTGTCACGCTCAATACGCTGCTCGCGCGCAA
ACGCTACGCGGTCCTGCATCTGCGTGCTCGACTGCAACCCATTTACGACGAACTGGATATCTAGAGGAGTCGA
CGGATGAATTTTCGAATCAGATGTGCGGGCAAGGCGCTGCTCGTGGTGGTGGCCATCGGCGTGCTCGGTGGGG
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TCGTGATGATGTTGTGGAACTGGGTGATGCCGGCGCTATTCGTTGGCGCCCGGACGATCGACTTCGCTCATGCG
CTGGGCCTGCTCGTGTTGAGCCGCATCCTGTTCGGCGGATTCCGCGGACACCGCGGCTGGCACGGCCGGCGCC
ACTGGCGCAAGTGGGAAGCCATGACGCCGGAAGAGCGCGAGCAGTTCCGGGCCGCATGGCGGTCGCGCGGCA
AGCGGCCCACGGAGGAGTGACCATGCGCGAGAAATCAGCGGCCGACTGCAAGCAGAACGCGGGCGTGATT 
>région ecfE-Bcen_21461 
CGAACGCGCGATCACGCTTGCCCGAAGGGCATAGCGTCGTCCCGTGCACGCCGATCATGGATCGGCAGCGCGG
CAGGCCTGACGGCAGGTAGCAGTCGNNGGATATCGCCGTCGACGTGATCAACTTCCTCAAGGAACGCACTTGG
CTTCCACCACCCACGCTCTTTTGCAACGGCTCCATGAAGAGAGCCAGCGCGAAATCATCGCCCGCGCACGCGC
GCAGTTCCAGGGGCCGAACGAGGCGTTTCCGACGCTCGTCGACGAATACGAAGCACTCGCCCCGAGGCTGCGC
GGGCGGTTCCTCGAAACGTTCGGCTTGTTCACCGAAGATTTCGAGTCTTCGGCAGGCAGTGCTCTATCGTTGGC
CGTGTCGGCGGAAACGGGACGATTCTTGCGCAACATGGTGCTTGCACAACGGCCGGCCAGAATCCTCGAGCTC
GGCAGTTCGTGCGGCGTGTCGACGCTGTATTTTGCCGATGCGTTGCGGACGCTGGGCCGTGGCGTGGTCATCGC
GACCGAATGCGATGCGTTCAAGTGCGCGCGGTTGCGGGCTCATGTCGAAACAGCGGGCCTGGGCGCCCAGTCG
ACGTGCGGGAGGGCGATGTATTCGAGACCGT 
>région ecfE-Bcen_21461 
TTCATTCGGCGCCGGATCCGTGACCCGGACGACGCCGAGGACGTTCTGCAGGATGTCCTTCACGAATTCGTACA
GGCTTATCGACTTCCTGCGCCGATCGAGCAGGCGAGCGCGTGGCTGTTCCGTGCCGCGCGTAACCGCATCGTCG
ATCGTTTTCGCAAGAAGAAGGAGCAGCCGCTGACCGACCTGCTCGATGCCGACGACGAAGCCGACAGCGAGT
ATCGCCTGGATCTCGCGCTACCGGCGCACGATGCGGGGCCTGAAGCGCTCTACGCTCGCACGCTGTTGCTCAA
GGCGTTGCAGGACGCGCTCGACGAATTGCCGGCGAATCAGCGCGAGGTTTTCATCGCGCACGAACTGGACGGG
CTGTCCTTCAGGGAGATGGCCGCGCAAAGCGGTGTCACGCTCAATACGCTGCTCGCGCGCAAACGCTACGCGG
TTTTGCATCTGCGTGCTCGACTGCAACCCATTTATGACGAACTGGATATCTAGAGGAGTCGACGGATGAATTTT
CGAATCAGATGTGCGGGCAAGGCGCTGCTCGTGGTGGTGGCGATCGGCGTGCTCGGCTGGGTCGTCATGATGC
TGTGGAACTGGGTGATGCCGGCGCTATTCGTCGGCGCGCGGACGATCGACTTCGCTCATGCGCTGGGCCTGCTC 
GTGTTGAGCCGCATCCTGTTCGGCGGATTTCGCGGACACCGCGGCTGGCACGGCCGGCGCCACTGGCGCAAGT
GGGAAGCCATGACGCCCGAGGAGCGCGAGCAGTTCCGCGCCGCATGGCGATCGCGCGGCAAGCGGCCCGCGC
AGGAGTGAACATGCGCGAGAAAGCAACGGCCGACT 
>région ecfE-Bcen_19240 
GAGTGAACATGCGCGAAAAATCATCGGACGACTGCAAACAGAAGGCGGGTGTGATTGCGCCGGTCGTCGATCT
GAAACGTTGCGAAGGCAAGGGGGATTGCGTCACCGTTTGCCCGGAAAACGTGTTCGAGGTGCGGCGCATCGAT
CAGGCCGATTACGTCGACCTCGGTCTGATGCATCGCTTGAAACTGCGCGTGCATGGAATGAAAGTCGCCTACA
CGCCGAATGCGCAAGCCTGCCGATCATGCGGGCTTTGCGTGACGGCGTGTCCCGAACGCGCGATCACGCTCGC
CAGAAGGGCGTAGCGTCGGCCGTGCTCGCAGATGATGGAGCGGTATCGCGGCAGTCGGGCGGATGGCAGCCG
CTGGATACGCCGTTCATGTGATCAATCTCGTCAAGGAATGCACTTGGCTTCAACCATCGACGTTCTTCTGCAAC
GGCTTCATGAAGAAAGCCGGAGCGAAATCATCGCCCGGGCCCGCGCGCAGTTCCAGGGGCCGAATGCGGCGTT
TCCGACGCTCGTCGACGAATACGAAGCGCTCGCACCCCGGCTGCGAGGGCGCTTTCTCGAAACGTTCGGCCTCT
TCAGCGACGATTTCGAATCGTCGGAAAGCGGTGCGCTATCGTTGGCCGTGTCGGCGGAAACGGGACGATTCTT
GCGCAACACCGTGTTGTCGCAACGGTCGGGCAGAATTCTTGAACTTGGCAGTTCCTGTGGCGTGTCGACTCTGT
ATTTCGCCGACGCGCTGCGTATGTTGGGCCGTGGCGTGGTCATCGCGACCGAACGTGATGCGCTCAAATGCGC
GCGTTTGCGGGCTCACGTCGAAACAGCAGGGCTGGACGCCTATGTCGACTTGCGGGAGGGCGATGTGTTCGAG
ACGGTTGCCGAACTGGACGGAC 
>région ecfE-Bcen_19240 
GGACTTCATTCGGCGCCGGATACGCGACCCGGACGATGCCGAGGACGTTCTGCAGGATGTGCTCCACGAATTC
GTCCAGGCTTATCGACTTCCCGCGCCGATCGAACAGGCGAGTGCGTGGCTGTTCCGTGCCGCGCGCAACCGCA
TCATCGATCGTTTTCGCAAAAGGAAGGAGCAGCCGCTGACCGATCTGGTCGATGCCGACGACGAAGCGGACAG
CGAATATCGGCTGGATCTCGCGTTACCGGCGCACGATGCCGGCCCTGAAGCGCTCTACGCTCGCACGCTGTTGC
TCAAGGCGTTGCAGGATGCGCTCGACGAGTTGCCGGCGAATCAGCGCGAGGTTTTTATCGCACACGAACTGGA
GGGGCTGTCCTTCAAGGAGATGGCCGCGCAAAGCGGCGTCACGCTCAATACGCTGCTTGCGCGCAAACGCTAC
GCGGTCTTGCATCTGCGTGCTCGGCTGCAACCCATTTATGACGAACTGGATAGCTAGAGGAGTCGACGGATGA
ATTTTCGAATCAGATGTGCGGGCAAGGCGCTGCTCGTGGTGGTCGCCATAGGCGTGCTCGGATGGGTCGTCAT
GATGCTGTGGAACTGGGTGGTTCCGGCGCTATTCGTCGGCGCCCGGACGATCGACTTCGCCCATGCGCTGGGCC
TCCTCGTGTTGAGCCGCATCCTGTTCGGTGGATTTCGCGGACACCGCGGCTGGCACGGCCGGCGCCACTGGCGC
AAGTGGGAAGCCATGACGCCCGAAGAGCGCGAGCAGTTCCGGGCCGCATGGCGATCGCGCGGCACCCGCGCA
CGGAGGAGTGAACATGCGCGAAAAATCATCGGACGACT 
>région ecfE-Bcen_B&Bclone 
CGGCGCCGGATCCGCGACCCGGACGATGCCGAGGACGTTCTGCAGGATGTGCTTCACGAATTCGTACAGGCCT
ATCGACTTCCCGCGCCAATCGAACAGGCGAGCGCGTGGCTGTTCCGTACCGCGCGCAACCGCATCATCGATCG
TTTTCGCAAGAAGAAGGAGCAACCGCTGACCGATCTGCTCGACGCCGACGACGAAGCGGACAGCGAGTATCG
CCTGGATCTGGCGCTGCCGGCGCACGATGCCGGCCCCGAGGCGCTCTACGCTCGCACGCTGTTGCTCAAGGCG
TTGCAGGATGCGCTCGACGAGTTGCCGGCGAATCAGCGCGAGGTTTTCATCGCGCACGAGCTGGAAGGACAGT
CCTTCAAGGAGATGGCCGCGCAAAGCGGTGTCACGCTCAATACGCTGCTCGCGCGCAAACGCTACGCGGTCCT
GCATCTGCGTGCTCGACTGCAACCCATTTACGACGAACTGGATATCTAGAGGAGTCGACGGATGAATTTTCGA
ATCAGATGTGCGGGCAAGGCGCTGCTCATGGTGGTGGCCATCGGCGTGCTCGGTGGGGTCGTGATGATGTTGT
GGAACTGGGTGATGCCGGCGCTATTCGTTGGCGCCCGGACGATCGACTTCGCTCATGCGCTGGGCCTGCTCGTG
TTGAGCCGCATCCTGTTCGGCGGATTCCGCGGACACCGCGGCTGGCACGGCCGGCGCCACTGGCGCAAGTGGG
AAGCCATGACGCCGGAAGAGCGCGAGCAGTTCCGGGCGCATGGCGGTCGCGCGGCAAGCG
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3. Séquences de la région ecfE contenant un phage chez B. vietnamiensis  
> phage-ecfE-Bvi _LMG16232 
TGGTCAGCTGCTGCGGTACAACAGCCGGTTGCCGTTGGTCGTGTATGTGCCGGAAGGGTTTGAGGTGCGGTATC
GCGTCTGGCATGCGGCGAAGGATGTGGGGCAGGCGGGGATGCAGTGATGCTCGCGACGGCTCCCGCCGTCGCG
CGCCTGAATCGACATTCGCGGGTTTGCCGTCACGTGGCAGCGCGCAATCGCATCGAGGACCGCGTGGGCTGAG
AACTATGCCGTCGGTGACGCTCCCCAAGTTTCCGGACGCGTGGTTGACCTACCGAAGAAAGCCAAACTTCGCC
GATCGACAACGGTAGGTCGATCATCAACGATCATGAATCGCTGTCCACGCCATGAAGCGCCAGTGTTCGAATG
AGAAAAATGACGGAGTAAGTTCGAATGAGTTTTCACACTCAGGTTTGGGTTCATCCGTCTGACGGCGAGCCGT
TGAATGTTGCAGGTGTCCGCGAGGAGCTCTTGAAGTTTCTTGATGAATATTCGCTCAGCCACGACGTATTGACC
GACCTCACCGAAGCATGTGGTTCGGCCCTCCCGACTTCAACTTTGTTCTATTTGGACAGCATGGCGATCGTCAT
GCTGTTCGACAAATTGGCTTCATGCCTACCGAATGTGTCGTTCGCAGTAAAGGGTTCTGGCGAGGATCACCGCG
ATATATGGGTGCGAGAGTATGCCGATGGAGTGGCCACGTTTGAAGCGAGGCCGTTCGAGGAGTGACGTGGGG
GCAGTCATCTGATTACGTTCAGCATGTGCCATCGGGCGCTCTACGACGTTCCGGCCGAAC 
>phage-ecfE-Bvi_LMG16228 
TGGTCAGCTGCTGCGGTACAACAGCCGGTTGCCGTTGGTCGTGTATGTGCCGGAAGGGTTTGAGGTGCGGTATC
GCGTCTGGCATGCGGCGAAGGATGTGGGGCAGGCGGGGATGCAGTGATGCTCGCGACGGCTCCCGCCGTCGCG
CGCCTGAATCGACATTCGCGGGTTTGCCGTCACGTGGCAGCGCGCAATCGCATCGAGGACCGCGTGGGCTGAG
AACTATGCCGTCGGTGACGCTCCCCAAGTTTCCGGACGCGTGGTTGACCTACCGAAGAAAGCCAAACTTCGCC
GATCGACAACGGTAGGTCGATCATCAACGATCATGAATCGCTGTCCACGCCATGAAGCGCCAGTGTTCGAATG
AGAAAAATGACGGAGTAAGTTCGAATGAGTTTTCACACTCAGGTTTGGGTTCATCCGTCTGACGGCGAGCCGT
TGAATGTTGCAGGTGTCCGCGAGGAGCTCTTGAAGTTTCTTGATGAATATTCGCTCAGCCACGACGTATTGACC
GACCTCACCGAAGCATGTGGTTCGGCCCTCCCGACTTCAACTTTGTTCTATTTGGACAGCATGGCGATCGTCAT
GCTGTTCGACAAATTGGCTTCATGCCTACCGAATGTGTCGTTCGCAGTAAAGGGTTCTGGCGAGGATCACCGCG
ATATATGGGTGCGAGAGTATGCCGATGGAGTGGCCACGTTTGAAGCGAGGCCGTTCGAGGAGTGACGTGGGG
GCAGTCATCTGATTACGTTCAGCATGTGCCATCGGGCGCTCTACGACGTTCCGGC 
>phage-ecfE-Bvi_bpoe736 
TGGTCAGCTGCTGCGGTACAACAGCCGGTTGCCGTTGGTCGTGTATGTGCCGGAAGGGTTTGAGGTGCGGTATC
GCGTCTGGCATGCGGCGAAGGATGTGGGGCAGGCGGGGATGCAGTGATGCTCGCGACGGCTCCCGCCGTCGCG
CGCCTGAATCGACATTCGCGGGTTTGCCGTCACGTGGCAGCGCGCAATCGCATCGAGGACCGCGTGGGCTGAG
AACTATGCCGTCGGTGACGCTCCCCAAGTTTCCGGACGCGTGGTTGACCTACCGAAGAAAGCCAAACTTCGCC
GATCGACAACGGTAGGTCGATCATCAACGATCATGAATCGCTGTCCACGCCATGAAGCGCCAGTGTTCGAATG
AGAAAAATGACGGAGTAAGTTCGAATGAGTTTTCACACTCAGGTTTGGGTTCATCCGTCTGACGGCGAGCCGT
TGAATGTTGCAGGTGTCCGCGAGGAGCTCTTGAAGTTTCTTGATGAATATTCGCTCAGCCACGACGTATTGACC
GACCTCACCGAAGCATGTGGTTCGGCCCTCCCGACTTCAACTTTGTTCTATTTGGACAGCATGGCGATCGTCAT
GCTGTTCGACAAATTGGCTTCATGCCTACCGAATGTGTCGTTCGCAGTAAAGGGTTCTGGCGAGGATCACCGCG
ATATATGGGTGCGAGAGTATGCCGATGGAGTGGCCACGTTTGAAGCGAGGCCGTTCGAGGAGTGACGTGGGG
GCAGTCATCTGATTACGTTCAGCATGTGCCATCGGGCGCTCTACGACGTTCCGGCCGAAGCCGAGTTTA 
>phage-ecfE-Bvi_bpoe737 
TGGTCAGCTGCTGCGGTACAACAGCCGGTTGCCGTTGGTCGTGTATGTGCCGGAAGGGTTTGAGGTGCGGTATC
GCGTCTGGCATGCGGCGAAGGATGTGGGGCAGGCGGGGATGCAGTGATGCTCGCGACGGCTCCCGCCGTCGCG
CGCCTGAATCGACATTCGCGGGTTTGCCGTCACGTGGCAGCGCGCAATCGCATCGAGGACCGCGTGGGCTGAG
AACTATGCCGTCGGTGACGCTCCCCAAGTTTCCGGACGCGTGGTTGACCTACCGAAGAAAGCCAAACTTCGCC
GATCGACAACGGTAGGTCGATCATCAACGATCATGAATCGCTGTCCACGCCATGAAGCGCCAGTGTTCGAATG
AGAAAAATGACGGAGTAAGTTCGAATGAGTTTTCACACTCAGGTTTGGGTTCATCCGTCTGACGGCGAGCCGT
TGAATGTTGCAGGTGTCCGCGAGGAGCTCTTGAAGTTTCTTGATGAATATTCGCTCAGCCACGACGTATTGACC
GACCTCACCGAAGCATGTGGTTCGGCCCTCCCGACTTCAACTTTGTTCTATTTGGACAGCATGGCGATCGTCAT
GCTGTTCGACAAATTGGCTTCATGCCTACCGAATGTGTCGTTCGCAGTAAAGGGTTCTGGCGAGGATCACCGCG
ATATATGGGTGCGAGAGTATGCCGATGGAGTGGCCACGTTTGAAGCGAGGCCGTTCGAGGAGTGACGTGGGG
GCAGTCATCTGATTACGTTCAGCATGTGCCATCGGGCGCTCTACGACGTTCCGGCCGAAGCCGA 
>phage-ecfE-Bvi_ATCC53617 
AACCGAATACCAGAGCTGGGTCTGCCTGATTTGCGGGTGGGTCTACAACGAAGCGGAAGGCCTGCCGGACGAC
GGCATCCCCGCCGGCACGCGTTTCGCCGATATCCCCGCCGACTGGCGATGCCCGCTGTGCGATGTGGGCAAGG
AAGATTTCGTGGTTGTCGATTTCTGAGGCGGGGTTTCTGAGGCGCAGCTTCTGAGGCGATTGCGCGGAGCGAAT
CGTATTCGCTCCGCCGGCGCGCCGCGCGTTTGCTATACTCTGCGCGCTGTCCACCTTGCCGTCCCGGTCGCGTCT
TGAGCACACGATATCGCGGACATGGCCCTCCCCGTAGTTCAATGGATAGAACAAGCGCCTCCTAAGCGCTAGA
TACAGGTTCGATTCCTGTCGGGGGGACCAAAGATCCTCCAAAGTTTCACCAGATTCGCCACAAGAACCCCGTC
AGGCTTGGCTTTACGGGGTTTTTTGTTGCAAACTTCCACCAGCGACCACCAGTGGAAACAACCCCCGATTTGGG
GTTCTTTTGGGGGCTTCGCAAAACACCCCCTTCAGACAACCCCCGAGGCACCAGCATATGGCGCTCACCGACCT
CAAGGTCCGCACGGCCAAGCCAGCGGATAAG 

4. Séquences de la région ecfI délétée chez B. vietnamiensis  
>indel-ecfI-viet_LMG10923 
GCGTCTCCTCGCGCAGCCGCACCATCTCGAACGCCGCGCGGCTGCGCGCGGGCAGATCGTCGAGCGCGGCGCA
CACGCGGCGCAGCGCGTCGCGCGTCATCAGCGCGGCCTCGGGCGTGGGCTCCGGCGACGGCACGTCGAAGCCG
TCGTCCTCGTCCGTGTGATGGATGCTCTCGAAACTTTGCCGGCGCAGCGCGTCGATCGACGCATTGCGCACCAT
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CCGCGTCACGTACGCGACCGGCTGGCGCACCGCGTCCTGGTTCGGAAACTCGACGAGCTTGACGAACACGTCG
TGTACGACGTCCTCGGCGCGGCTCGCGCAGCCGACGAAGCCGCGCGCGACGTTCACCAGCATCGCGCGATGCG
CGACCAGCACGTCGAGCAGCGCGCCGTGCGCGTGCGGCGCGCCGCGGCCCGCGCGCACGGCCGCGCGCGGCG
CAAGATCGGGACAACTGCCGAGGAACGCATTCGCCGTTGCCGCCGCCGGCCGTTCGAGCA 
>indel-ecfI-viet_LMG16232 
CGTCTGTGTGATGGATGCTCTCGAAACTCTGCCGGCGCAGCGCGTCGATCGACGCATTGCGCACCATCCGCGTC
ACGTACGCGACCGGCTGGCGCACCGCGTCCTGGTTCGGAAACTCGACGAGCTTGACGAACACGTCGTGCACGA
CGTCCTCGGCGCGGCTCGCGCAGCCGACGAAGCCGCGCGCGACGTTCACCAGCATCGCGCGATGCGCGACCAG
CACGTCGAGCAGCGCGCCGTGCGCGTGCGGCGCGCCGCGGCCCGCGCGCACGGCCGCGCGCGGCGCAAGATC
GGGACAACTGCCGAGGAACGCATTCGCCGTTGCCGCCGCCGGCCGTTCGAGCACTTGCGCCATTGCCATCGAT
CCGCTCCATCAGTTTCGAGATGGGGCAATTTAACGTAAACGCAAATCATTCTCAATCCGATTAACGGAAAGCC
CTTCGATTTTGTCGGGATTTGTCTGATCAAAGTGCGGCGGGGGCCGGCCGGTGCTGCGTCGTGCCGCCGGCCGG
CGGGCGGATCACGCGGCGGCGTCCGCGCCTTCGGCGGGCGTCCAGCCGCCGCCGAGCGCGCGATACAGCGCG
ATCGCGTTCGCGAGGCGCAGCTCCTTCAGCCGGATCAGCGCCTGGCCCGACTCGTAGGTGCTGCGCTGCGCGTC
GAGCAGCTCGAGGTAGGTC 
>indel-ecfI-viet_bpoe737 
TCCGTGTGATGGATGCTCTCGAAACTCTGCCGGCGCAGCGCGTCGATCGACGCATTGCGCACCATCCGCGTCAC
GTATGCGACCGGCTGGCGCACAGCGTCCTGGTTCGGAAACTCGACGAGCTTGACGAACACGTCGTGCACGACG
TCCTCGGCGCGGCTCGCGCAGCCGACGAAGCCGCGCGCGACGTTTACCAGCATCGCGCGATGCGCGACCAGCA
CGTCGAGCAGCGCGCCGTGCGCGTGCGGCGCGCCGCGGCCCGCGCGCACGGCCGCGCGCGGCGCAAGATCGG
GACAACTGCCGAGGAACGCATTCGCCGTTGCCGCCGCCGGCCGTTCGAGCACTTGCGCCATTGCCATCGATCC
GCTCCATCAGTTTCGAGATGGGGCAATTTAACGTAAACGCAAATCATTCTCAATCCGATTAACGGAAAGCCCTT
CGATTTTGTCGGGATTTGTCTGATCAAAGTGCGACGGGGGCCGGCCGGTGCTGCGTCGTGCCGCCGGCCGGCG
GGCGGATCACGCGGCGGCGTGGGCGCCTTCGGCGGGCGTCCAGCCGCCGCCGAGCGCACGATACAGCGCGAT
CGCGTTCGCGAGGCGCAGCTCCTTCAGCCGGATCAGCGCCTGGCCCGACTCGTAGGTGCTGCGCTGCGCGTCG
AGCAGCTCGAGGTAGGAC 
>indel-ecfI-viet_bpoe736 
CGTCCGTGTGATGGATGCTCTCGAAACTCTGCCGGCGCAGCGCATCGATCGACGCATTGCGCACCATCCGCGTC
ACGTACGCGACCGGCTGGCGCACCGCGTCCTGGTTCGGAAACTCGACGAGCTTGACGAACACGTCGTGCACGA
CGTCCTCGGCGCGGCTCGCGCAGCCGACGAAGCCGCGCGCGACGTTCACCAGCATCGCGCGATGCGCGACCAG
CACGTCGAGCAGCGCGCCATGCGCGTGCGGCGCGCCGCGGCCCGCGCGCACGGCCGCGCGCGGCGCAAGATC
GGGACAACTGCCGAGGAACGCATTCGCCGTTGCCGCCGCCGGCCGTTCGAGCACTTGCGCCATTGCCATCGAT
CCGCTCCATCAGTTTCGAGATGGGGCAATTTAACGTAAACGCAAATCATTCTCAATCCGATTAACGGAAAGCC
CTTCGATTTTGTCGGGATTTGTCTGATCAAAGTGCGGCGGGGGCCGGCCGGTGCTGCGTCGTGCCGCCGGCCGG
CGGGCGGATCACGCGGCGGCGTGGGCGCCTTCGGCCGGCGTCCAGCCACCGCCGAGCGCGCGATACAGCGCG
ATCGCGTTCGCGAGGCGCAGCTCCTTGAGCCGGATCAGCGCCTGGCCCGACTCGTAGGTGCTGCGCTGCGCGT
CGAGCAGCTCGAGGTAGG 

5. Séquences de la région ecfI délétée chez les B. cenocepacia PHDC  
>indel-ecfI_PHDC_LMG21461 
CGTGATGCTCGACGCGGTGCTGAAGTCGTTCGGACCGCCGAAGATCGGGCCGTTCAACGCGTCGGCGACGATC
CGGATTTTCCTGTACTGAGCGCGGTGCGGCATGAGCGGCGTGCGCCGCGCAACATGCTGCCCGCACGGGATTT
TCATTGGTGTACCGACGCAGGAGAAGGCGGCGATGCGGCGAAGCGTCTGCCGCATGCCCGTCATCCCGGCACG
GCTCGCGTCGTGCCGGCTGTTGTTGCCGGCCATGCGCTAGCGAGCATGGTCGCGTGCAGGTGAAGCGATGAAA
CGAGGCGCCGGTTTGCGGCGCCTCGTTTCGTTTACCGCACCCAGTGACACACCCGGTGATGGTGATGCTCGAAG
TGACACACGCGGTGCGGATGCGCTTCGGCGATGGCCGGCACGAGCACGGCAGCGGCCACGGCGGCGGCGGTG
AGGGTTGTCAGTAGCATCTTCATGTCGAGGTCCTGTCGTTGAGTGATGGATGACGTGAGCGCAGCGGCATCAC
CACTGCGGCCGTCGTTCGTCGCGGCGGTCGTCCCGGTAGTCGTCCCGGCGATCGTCACGCGGGCCGGCATGCC
GGACTTCCCAGTCGCGGCGCTCCCAGTAGCGATTTCCGTCCCAGTCACGATCGCCATGCCAGCCGATCGTGACT
TCGGCCGGGCCAGGGTAGGCGACGCAGCCGGTGAGCATCACGCTCGACCGCGCGCCCACCATGACGGCGGAT
AACACGATGGACGTCATGTCGTTCTCCGTTGGGAACGGCATGTCGATCGCACGAGCCCTCAAAATTTCACGCG
GTAAGAAGTTGCTACCGCCGATGACACGTGCAGGCATTCGTCATGAATGTGAAAGCATGCGTCGGAGAAATGA
AGGGAGCCCGTGCGGCGCAGACGTGTACCGGTCCGCACCGGCGACGATTCCGGCGATTGTTCAGACAAATCCA
GACAACCGGAAGGGTCATCTCGTAATCGGATTGAGAATGATTTGCGTTTACGTTAAATTGCGCTATCTCGGAAT
TTGACGGAGCAGATCGATGGCCATGGCGGAAGTGCTCGACCGACCGGCGGCGACAGCGGCAAACCCGTTTCTC
GGCAGTTATCCGGACCTGCCGCCGCGCGCCGCGCCGCGTGCGCGCCGGGCGTCCGAGCCCCGTGCGCAGGGTG
CATTGCTCGACGTGCTGATCGCCCACCGCGCGATGCTCGTCAACGTCGCGCGCGGCTTCGTCGGTTGCGCGAGC
CGCGCGGAAGACGTCGTGCACGACGTGTTCGTGAAGCTCGTCGAATTCCCGAACCAGGACGCGGTGCGCCAGC
CGGTCGCGTACGTGACGCGGATGGTGCGCAATGCGTCGATCGATGCCTGCCGT 
>indel-ecfI_PHDC_LMG16654 
GTCATGAACCAGAGCGTATTGATGGACGCGGTGCTGAAGTCGTTCGGGCCGCCGAAGATCGGCCGGTTCGACG
CGACGGCGACGATCCGGTTGTTCATCTATTGATATCGAGGGCGATGCCCGGGCACATCCATCCGCGTGGCCCG
CCATGCGGGGAACGGATGGCGCGGCGCGTTCGCGAAAGCAGGATCGGCTTCCACCGGCACCGGCCTGACGCTC
GCGACGCCGTGCACGTGAATACCAATACGGCGGCCCCCGCGCAATTCGAGCCGCCAAAACGAAAAAAGCGCC
GGCGTGCCGGCGCTTTCCCGCGTCTGCCGCGCGATGCTCAACGCACCCAGTGGCACACCCGGTGATGGTGATG
CTCGAAGTGACACACGCGGTGCGGATGCGCTTCGGCGATGGCCGGCACGAGCACGGCAGCGGCCACGGCGGC
GGCGGTGAGGGTTTTCAGTAGCGTCTTCATGTCGAGGTCCTGTCGTTCAATGATGGATCAAGGGTGCGCAGCG
GCATCACCACTGCGGCCGGGGTTCGTCGCGGCGGTCGTCACGCGGGCCGGCATGCCGGGCTTCCCAGTCGCGG
CGCTCCCAGTAGCGATTTCCGTCCCAGTAACGATCGCCATGCCAGCCGATCGTGACTTCGGCCGGGCCAGGGT
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AGGCGACGCAGCCGGTGAGCATCACGCTCGACAGCGCGCCCACCATGACGGCGGATAACACGATGGATTTCAT
GTTGTTCTCCCTTGGAAACGGCAAGTCGATCGTACGAGCCCCCCAAATTTCACGTGGTAAGAAGTTGCTACCGC
CGATGACACGTGCAAGCCCGTCGTCAGAAACGTGAAAGCCTGCGTCGGCGAAGTGAAGGCAGTCCGCGCGGC
CCGGACGCGTAC 
>indel-ecfI_PHDC_LMG18832 
ACCTCGCGGANTCCCGNCCAACGTCATGAACCAGAGNGTATTGATGGACGCGGAGCTGAAGTCGTTCGGGCCG
CCGAAGATCGGCCGGTTCGACGCGACGGCGACGATCCGGTTGTTCATCTATTGATATCGAGGGCGATGCCCGG
GCCACATCCATCCGCGTGGCCCGCCNTGCGGGAACGGATGGCGCGGCGCGTTCTCGAAAGCAGGATCGGCTTC
CCCCGGCACCGGCCTGACGCTCGCGACGCCGTGCGCGTGAATCCCGATACGGCGGCACCCGCGCAATTCGAGC
CGCCAAAACGAAAAAAGCGCCGGCGTGCCGGCGCTTTCCCGCATCTGCCGCGCGATGCTCAACGCACCCAGTG
GCACACCCGGTGATGGTGATGCTCGAAGTGACACACGCGGTGCGGATGCGCTTCGGCGATGGCCGGCACNNGC
ACGGCNNCGGCCACGGCGGCGGCGGTGAGGGTTTTCAGTAGCGTCTTCATGTCGAGGTCCTGTCGTTCAATGA
TGGATCAAGGGTGCGCAGCGGCATCACCACTGCGGCCGGGGTTCGTCGCGGCGGTCGTCACGGTAGTCGTCCC
GATGATCCTCGCGGCGATCGTCACGCGGGCCGGCATGCCGGGCTTCCCAGTCGCGGCGCTCCCAGTAGCGATT
TCCGTCCCAGTAACGATCGCCATGCCAGCCGATCGTGACTTCGGCCGGGCCAGGGTAGGCGACGCAGCCGGTG
AGCATCACGCTCGACAGCGCGCCCGCCATGACGGCGGATAACACGATGGATTTCATGTTGTTCTCCCTTGGAA
ACGGCAAGTCGATCGTACGAGCCCCCGAAATTTCACGTGGTAAGAAGTTGCTACCGCCGATGACACGTGCAAG
CCCGTCGTCAGAAACGTGAAAGCCTGCGTCGGCGAAGTGAAGGCAGTCCGCGCGGCCCGGACGCGTACGCGTC
CACTCCGGCAACGATTCCGG 

6. Séquences de la région ecfK délétée chez les B. vietnamiensis 
>indel-ecfK-viet_LMG10929 
GCGCTGAAGGCCACGCCGGCATTCCAGTACACGAAGGTGCCGTCGCCGCCGAAGCCCCGCAAGGTCGACGAG
AAGCACTGACCCTCCGCGCCCGGTACGCAACGTGCCGGGCCGGGCCGAGCGCGCGCGATGTCGCCGCGCGCGT
CGGCCCAGCGCCCATCCGCTGGCATCTACGTAATTCTACGTAGCGCTGCATACGTAGTTGTGCGCTTGTACGCC
TTCCCCTTGCACGGAATACTACCGACCACCGCCGCACAACAGTGCGCGGCGACGCATCGACGTCACGCGGGTT
CGGTCACACCTCTCGCCGAATCCACTTAAAACCACATAGGAGACGAGGAACCGCCATGAATCGGGCTTCCAGT
AC 
>indel-ecfK-viet_bpoe737 
GCGCTGAAGGCCACGCCGGCATTCCAGTACACGAAGGTGCCGTCGCAGCCGAAGCCGCGCAAGGTCGACGAG
AAGCACTAACCCTCCGCGCCCGGTACGCAACGTGCCGGGCCGGGCCGAGCGCGCGCGATGTCGCCGCGCGCGT
CGGCCCAGCGCCCATCCGCTGGCATCTACGTAATTCTACGTAGCGCTGCATACGTAGTTGTGCGCTTGTACGCC
TCCCCCTTGCACGGAATACTACCGACCACCGCCGCACAACAGTGCGCGGCGACGCATCGACGTCACGCGGGTT
CGGTCACACCTCTCGCCGAATCCACTTAAAACCACATAGGAGACGAGGAACCGCCATGAATCGGGCTTCCAGT
AC 
>indel-ecfK-viet_bpoe736 
GCGCTGAAGGCCACGCCGGCATTCCAGTACACGAAGGTGCCGTCGCCGCCGAAGCCCCGCAAGGTCGACGAG
AAGCACTGACCCTCCGCGCCCGGTACGCAACGTGCCGGGCCGGGCCGAGCGCGCGCGATGTCGCCGCGCGCGT
CGGCCCAGCGCCCATCCGCTGGCATCTACGTAATTCTACGTAGCGCTGCATACGTAGTTGTGCGCTTGTACGCC
TCCCCCTTGCACGGAATACTACCGACCACCGCCGCACAACAGTGCGCGGCGACGCATCGACGTCACGCGGGTT
CGGTCACACCTCTCGCCGAATCCACTTAAAACCACATAGGAGACGAGGAACCGCCATGAATCGGGCTTCCAGT
ACA 
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7. Crible PCR de la région ecfK délétée chez les B. vietnamiensis 

PCR indel-ecfK-viet réalisée sur différentes souches du Bcc. Cette PCR a été 
réalisée avec le couple d’amorces BCAM2746/BCAM2755 (e. g.  Tableau 6). 
La taille attendue est de 366 pb. 

8. Crible PCR de la région ecfI délétée chez les B. vietnamiensis 

PCR indel-ecfI-viet réalisée sur différentes souches du Bcc. Cette PCR a 
été réalisée avec le couple d’amorces indel-ecfI-vietF/indel-ecfI-vietR 
(e. g.  Tableau 6). Un manque d’ADN pour la souche G4 est responsable 
d’une absence d’amplification (e. g. génome de cette souche). La taille 
attendue est de 701 pb  
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9. Crible PCR de la région ecfC délétée chez les B. vietnamiensis 

PCR indel-ecfC-viet réalisée sur différentes souches du Bcc. Cette PCR 
a été réalisée avec le couple d’amorces BCAL1382viet/BCAL1368viet 
(e. g.  Tableau 6). La taille attendue est de 2200 pb 

10. Crible PCR de la région ecfE délétée chez les B. vietnamiensis 

PCR indel-ecfE-viet réalisée sur différentes souches du Bcc. Cette PCR a 
été réalisée avec le couple d’amorces BCAL2466vietF/BCAL2466vietR (e. 
g.  Tableau 6). La taille attendue est de 842 pb. Les séquençages des 
amplifias obtenus à partir des souches de B. cenocepacia et B. multivorans
ne corresponde pas a la région désirée et sont donc le fruit d’une hybridation 
non spécifique du couple d’amorces. 
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11. Crible PCR du gène  ecfC chez les B. multivorans 

PCR ecfC réalisée sur différentes souches de 
B. multivorans. Cette PCR a été réalisée 
avec le couple d’amorces ecfC-F/ecfC-R (e. 
g.  Tableau 6).  

12. Crible PCR de la région  ecfE chez les B. cenocepacia 

PCR de la région ecfE réalisée sur différentes souches de B. cenocepacia. Cette 
PCR a été réalisée avec le couple d’amorces BCAL2459/ecfE-R (e. g.  Tableau 6). 

13. Séquences de la région ecfE amplifiée chez les B. cenocepacia 
>région-ecfE_LMG18830 
TCATTCGGCGCCGGATCCGCGACCCGGACGATGCCGAGGACGTTCTGCAGGATGTGCTTCACGAATTCGTACA
GGCTTATCGACTGCCTGCGCCGATCGAACAGGCGAGCGCGTGGCTGTTCCGTACCGCGCGCAATCGCATCATC
GACCGTTTTCGCAAGAAGAAGGAGCAGCCGCTGACCGATCTGCTCGATGCCGACGACGAAGCGGACAGTGAG
TATCGCCTGGATCTTGCACTACCGTCGCACGATGCCGGCCCCGAGGCGCTCTACGCTCGCACGCTGTTGCTCAA
GGCGTTGCAGGATGCGCTCGACGAATTGCCGGCGAATCAGCGCGAGGTTTTCATCGCGCACGAGCTGGAGGGG
CAGTCGTTCAAGGAGATGGCCGCGCAGAGCGGCGTCACGCTCAATACGCTGCTCGCGCGCAAACGCTACGCGG
TCCTGCATCTGCGTGCTCGACTGCAACCCATTTATGACGAACTGGATAACTAGAGGAGTCGACGGATGAATTTT
CGAATCAGATGTGCAGGCAAAGCGCTGCTCGTGGTGATCGCCATCGGTGTGCTCGGATGGGTCGTCATGATGC
TGTGGAACTGGGTGATTCCGGGGTTATTCGTCGGTGCCCGGACGATCGACTTCGCCCATGCGCTGGGCCTGCTC
GTGTTGAGCCGCATCCTGTTCGGCGGATTCCGCGGACATCGCGGCTGGCACGGCCGACGTCACTGGCGCAAGT
GGGAAGCCATGACGCCTGAAGAACGCGAGCAGTTTCGGGCCGCATGGCGATCGCGCGGCAAGCGGGCCACGG
AGGAGTGAGCATGCGCGATAAATCAACGGCCGACT 
>région-ecfE_LMG18863 
CATTCGGCGCCGGATCCGCGACCCGGACGATGCCGAGGACGTTCTGCAGGATGTGCTTCACGAATTCGTACAG
GCCTATCGACTTCCCGCGCCAATCGAACAGGCGAGCGCGTGGCTGTTCCGTACCGCGCGCAACCGCATCATCG
ATCGTTTTCGCAAGAAGAAGGAGCAACCGCTGACCGATCTGCTCGACGCCGACGACGAAGCGGACAGCGAGT
ATCGCCTGGATCTGGCGCTGCCGGCGCACGATGCCGGCCCCGAGGCGCTCTACGCTCGCACGCTGTTGCTCAA
GGCGTTGCAGGATGCGCTCGACGAGTTGCCGGCGAATCAGCGCGAGGTTTTCATCGCGCACGAGCTGGAAGGA
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CAGTCCTTCAAGGAGATGGCCGCGCAAAGCGGTGTCACGCTCAATACGCTGCTCGCGCGCAAACGCTACGCGG
TCCTGCATCTGCGTGCTCGACTGCAACCCATTTACGACGAACTGGATATCTAGAGGAGTCGACGGATGAATTTT
CGAATCAGATGTGCGGGCAAGGCGCTGCTCGTGGTGGTGGCCATCGGCGTGCTCGGTGGGGTCGTGATGATGT
TGTGGAACTGGGTGATGCCGGCGCTATTCGTTGGCGCCCGGACGATCGACTTCGCTCATGCGCTGGGCCTGCTC
GTGTTGAGCCGCATCCTGTTCGGCGGATTCCGCGGACACCGCGGCTGGCACGGCCGGCGCCACTGGCGCAAGT
GGGAAGCCATGACGCCGGAAGAGCGCGAGCAGTTCCGGGCCGCATGGCGGTCGCGCGGCAAGCGGCCCACGG
AGGAGTGACCATGCGCGAGAAATCAGCGGCCGACTGCAAGCAGAACGCGGGCGTGATTGCGCCGGTCGTCGA
TCTGAAGCGTTGCGAAGGCAAGGGCGATTGCGTCACCGTTTGCCC 
>région-ecfE_LMG12614 
GCTAGGGAATTTCATTCGGCGCCGGATCCGCGACCCGGACGATGCCGAGGACGTTCTGCAGGATGTGCTTCAC
GAATTCGTACAGGCCTATCGACTTCCCGCGCCAATCGAACAGGCGAGCGCGTGGCTGTTCCGTACCGCGCGCA
ACCGCATCATCGATCGTTTTCGCAAGAAGAAGGAGCAACCGCTGACCGATCTGCTCGACGCCGACGACGAAGC
GGACAGCGAGTATCGCCTGGATCTGGCGCTGCCGGCGCACGATGCCGGCCCCGAGGCGCTCTACGCTCGCACG
CTGTTGCTCAAGGCGTTGCAGGATGCGCTCGACGAGTTGCCGGCGAATCAGCGCGAGGTTTTCATCGCGCACG
AGCTGGAAGGACAGTCCTTCAAGGAGATGGCCGCGCAAAGCGGTGTCACGCTCAATACGCTGCTCGCGCGCAA
ACGCTACGCGGTCCTGCATCTGCGTGCTCGACTGCAACCCATTTACGACGAACTGGATATCTAGAGGAGTCGA
CGGATGAATTTTCGAATCAGATGTGCGGGCAAGGCGCTGCTCGTGGTGGTGGCCATCGGCGTGCTCGGTGGGG
TCGTGATGATGTTGTGGAACTGGGTGATGCCGGCGCTATTCGTTGGCGCCCGGACGATCGACTTCGCTCATGCG
CTGGGCCTGCTCGTGTTGAGCCGCATCCTGTTCGGCGGATTCCGCGGACACCGCGGCTGGCACGGCCGGCGCC
ACTGGCGCAAGTGGGAAGCCATGACGCCGGAAGAGCGCGAGCAGTTCCGGGCCGCATGGCGGTCGCGCGGCA
AGCGGCCCACGGAGGAGTGACCATGCGCGAGAAATCAGCGGCCGACTGCAAGCAGAACGCGGGCGTGATT 
>région-ecfE_LMG21461 
TTCATTCGGCGCCGGATCCGTGACCCGGACGACGCCGAGGACGTTCTGCAGGATGTCCTTCACGAATTCGTACA
GGCTTATCGACTTCCTGCGCCGATCGAGCAGGCGAGCGCGTGGCTGTTCCGTGCCGCGCGTAACCGCATCGTCG
ATCGTTTTCGCAAGAAGAAGGAGCAGCCGCTGACCGACCTGCTCGATGCCGACGACGAAGCCGACAGCGAGT
ATCGCCTGGATCTCGCGCTACCGGCGCACGATGCGGGGCCTGAAGCGCTCTACGCTCGCACGCTGTTGCTCAA
GGCGTTGCAGGACGCGCTCGACGAATTGCCGGCGAATCAGCGCGAGGTTTTCATCGCGCACGAACTGGACGGG
CTGTCCTTCAGGGAGATGGCCGCGCAAAGCGGTGTCACGCTCAATACGCTGCTCGCGCGCAAACGCTACGCGG
TTTTGCATCTGCGTGCTCGACTGCAACCCATTTATGACGAACTGGATATCTAGAGGAGTCGACGGATGAATTTT
CGAATCAGATGTGCGGGCAAGGCGCTGCTCGTGGTGGTGGCGATCGGCGTGCTCGGCTGGGTCGTCATGATGC
TGTGGAACTGGGTGATGCCGGCGCTATTCGTCGGCGCGCGGACGATCGACTTCGCTCATGCGCTGGGCCTGCTC
GTGTTGAGCCGCATCCTGTTCGGCGGATTTCGCGGACACCGCGGCTGGCACGGCCGGCGCCACTGGCGCAAGT
GGGAAGCCATGACGCCCGAGGAGCGCGAGCAGTTCCGCGCCGCATGGCGATCGCGCGGCAAGCGGCCCGCGC
AGGAGTGAACATGCGCGAGAAAGCAACGGCCGACT 
>région-ecfE_LMG19240 
GAGTGAACATGCGCGAAAAATCATCGGACGACTGCAAACAGAAGGCGGGTGTGATTGCGCCGGTCGTCGATCT
GAAACGTTGCGAAGGCAAGGGGGATTGCGTCACCGTTTGCCCGGAAAACGTGTTCGAGGTGCGGCGCATCGAT
CAGGCCGATTACGTCGACCTCGGTCTGATGCATCGCTTGAAACTGCGCGTGCATGGAATGAAAGTCGCCTACA
CGCCGAATGCGCAAGCCTGCCGATCATGCGGGCTTTGCGTGACGGCGTGTCCCGAACGCGCGATCACGCTCGC
CAGAAGGGCGTAGCGTCGGCCGTGCTCGCAGATGATGGAGCGGTATCGCGGCAGTCGGGCGGATGGCAGCCG
CTGGATACGCCGTTCATGTGATCAATCTCGTCAAGGAATGCACTTGGCTTCAACCATCGACGTTCTTCTGCAAC
GGCTTCATGAAGAAAGCCGGAGCGAAATCATCGCCCGGGCCCGCGCGCAGTTCCAGGGGCCGAATGCGGCGTT
TCCGACGCTCGTCGACGAATACGAAGCGCTCGCACCCCGGCTGCGAGGGCGCTTTCTCGAAACGTTCGGCCTCT
TCAGCGACGATTTCGAATCGTCGGAAAGCGGTGCGCTATCGTTGGCCGTGTCGGCGGAAACGGGACGATTCTT
GCGCAACACCGTGTTGTCGCAACGGTCGGGCAGAATTCTTGAACTTGGCAGTTCCTGTGGCGTGTCGACTCTGT
ATTTCGCCGACGCGCTGCGTATGTTGGGCCGTGGCGTGGTCATCGCGACCGAACGTGATGCGCTCAAATGCGC
GCGTTTGCGGGCTCACGTCGAAACAGCAGGGCTGGACGCCTATGTCGACTTGCGGGAGGGCGATGTGTTCGAG
ACGGTTGCCGAACTGGACGGAC 
>région-ecfE_B&Bclone 
CGGCGCCGGATCCGCGACCCGGACGATGCCGAGGACGTTCTGCAGGATGTGCTTCACGAATTCGTACAGGCCT
ATCGACTTCCCGCGCCAATCGAACAGGCGAGCGCGTGGCTGTTCCGTACCGCGCGCAACCGCATCATCGATCG
TTTTCGCAAGAAGAAGGAGCAACCGCTGACCGATCTGCTCGACGCCGACGACGAAGCGGACAGCGAGTATCG
CCTGGATCTGGCGCTGCCGGCGCACGATGCCGGCCCCGAGGCGCTCTACGCTCGCACGCTGTTGCTCAAGGCG
TTGCAGGATGCGCTCGACGAGTTGCCGGCGAATCAGCGCGAGGTTTTCATCGCGCACGAGCTGGAAGGACAGT
CCTTCAAGGAGATGGCCGCGCAAAGCGGTGTCACGCTCAATACGCTGCTCGCGCGCAAACGCTACGCGGTCCT
GCATCTGCGTGCTCGACTGCAACCCATTTACGACGAACTGGATATCTAGAGGAGTCGACGGATGAATTTTCGA
ATCAGATGTGCGGGCAAGGCGCTGCTCATGGTGGTGGCCATCGGCGTGCTCGGTGGGGTCGTGATGATGTTGT
GGAACTGGGTGATGCCGGCGCTATTCGTTGGCGCCCGGACGATCGACTTCGCTCATGCGCTGGGCCTGCTCGTG
TTGAGCCGCATCCTGTTCGGCGGATTCCGCGGACACCGCGGCTGGCACGGCCGGCGCCACTGGCGCAAGTGGG
AAGCCATGACGCCGGAAGAGCGCGAGCAGTTCCGGGCGCATGGCGGTCGCGCGGCAAGCG
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C. Chapitre 3 
1. Séquences ADN des IS amplifiées chez le clone B&B clone

>IS407-h_B&Bclone 
GTATTCCGCATCGCCGGCGACATTGACGGCAGTATTGGAAGAAAGTGACGCGTCTGACCTGCCCCCTGCAAAC
AGGGCCAGCTGGAGTCTAGTAAAGTTCGTTTTCGGAGAGAAGACGAACATGAAGAAGCGCTTTACGGAACAG
CAAATCATCGGGTTTCTGAAGGAAGCCGAGGCCGGTATGCCGGTCAAGGAACTGTGCAGGAAGCACGGGTTCA
GTGACGCGTCGTTCTACACCTGGCGCGCGAAGTTTGGCGGCATGGAGGTCTCGGAAGCCCGCCGGCTCAAGGA
CCTCGAGGTGGAGAATGCCCGGCTGAAGAAACTGCTGGCCGAAGCAATGCTCGATATGGAAGCGTTGAAGGTC
GTCGTCAAGGGAAAGCCCTGAGCCCGCAAGCCAAACGCGAGGCAGTGTCGGCGATTCGGGAGAAGGTCAACC
TCTCCGAGCGCCGCGCCTGCCGGCTTGTCGGGCTTTCTCGCAGCGTGCTGCATTACGACGCGAAGCCGGACCAT
GAGAATGATGTGCTAGCGGCGCGTCTGGTGGAGTTGGCGCACGAACGTCGTCGATTCGGTTACCGCCGACTGC
ATGCTCTGGTGGAGCGCGAAGGCACGCACGCCAATCACAAGCGCATCTATCGCCTGTACCGTGACGCAGGGCT
GGCTGTGCGGCGCCGTCGCAAGCGCCACGGCGTAATGATTGAGCGCGAGCAACTGGCATTGCCAGGCGCACCC
AACGAGGTGTGGTCAATCGATTTCGTGATGGATGCGCTTTCCAACGGCCGGCGCGTGAAGTGCCTGACCGTCG
TCGACGATTTCACGAAAGAGGCTGTCGACATCGTCGTCGACCATGGTATCTCAGGTTTATATGTCGCCCGGGAG
CATTGGACCGTGCAGCTCGCTTCCGTGGCTATCCCAAGGCGGTGCGAACAGACCAGGGACCCGAATTTACGAG
CCGCGCGCTTGACCAGTGGGCATATGCGAACGGCGTCACTCTGAAGTTGATTCAGGCGGGCAAGCCAACGCAG
AATGCGTACATCGAATCGTTCAACGGCAAATTCCGCGACGAATGCCTTAACGAGCACTGGTTCACGACGCTCG
CGCACGCTCGGGCTGTCATCGCGGCATGGCGTCAGGACTACAACGAGCAACGGCCGCACAGTGCACTGAACTA
CCTTGCGCCGTCAGAGTTTGCGGCGAAACATCGGGCAACCGCGGATGCTCCTGCCGCTTTCCAGGAGCTGGTTT
AAAGGGACTTTGCTAGAAGCCCATTGGCCCTATTGAAGGGGGCAGGTCAACTATGATGGGTAGCATAGTGCAT
GCTACTATGACGACCATCA 
>IS407i_B&Bclone 
CAATGGGCTTCTAGCAAAGTCCCTTTAAACCAGCTCCTGGAAAGCGGCAGGAGCATCCGCGGTTGCCCGATGT
TTCGCCGCAAACTCTGACGGCGCAAGGTAGTTCAGTGCACTGTGCGGCCGTTGCTCGTTGTAGTCCTGACGCCA
TGCCGCGATGACAGCCCGAGCGTGCGCGAGCGTCGTGAACCAGTGCTCGTTAAGGCATTCGTCGCGGAATTTG
CCGTTGAACGATTCGATGTACGCATTCTGCGTTGGCTTGCCCGCCTGAATCAACTTCAGAGTGACGCCGTTCGC
ATATGCCCACTGGTCAAGCGCGCGGCTCGTAAATTCGGGTCCCTGGTCTGTTCGCACCGCCTTGGGATAGCCAC
GGAAGCGAGCTGCACGGTCCAATGCTCCCGAGCGACATATAAACCTGAGATACCATGGTCGACGACGATGTCG
ACAGCCTCTTTCGTGAAATCGTCCACGACGGTCAGGCACTTCACGCGCCGGCCGTTGGAAAGCGCATCCATCA
CGAAATCGATTGACCACACCTCGTTGGGTGCGCCTGGCAATGCCAGTTGCTCGCGCTCAATCATTACGCCGTGC
CGACGTGCAACGGCCGACACCGATGCTCCCGGCTCCAATGTTTCCTGCACGATGGCGATTTTTTCTTGCGCCGT
GCGCCGCCGACGGCGCTCCGGCTCGGTCACAATTTCGATGCTTTCCACGTAATGACCAGGCTTACTGATAGGCA
CAAGACTATCCCTTATTTTAAGAGAGTCCTCGTGTCCTCAGATACGTGGGGCCGCTCCAATAGCAGATTAAAAG
CCACGGCGGAAAATACATCTATATTCCCCGTCGTGGCCGATGCTTCATGTC 
>IS407-k_B&Bclone 
CGTCACATCGTCGAAGCCAACGACTTTACCGATGTCTTCCTGTTTGGCGATTGCCGCGAAATCCATCGACCGAT
ACATGCAGTCGTTCAGGATCTCGGCCTGCGCGTACACGTTTTCGAGGAGGGCTATGTTCGTCCCCACTGGATCA
CGATGGAGCATCACGGCGTCAATGGTCGCTCGTTGCAATCATCGGGTTTCTGAAGGAAGCCGAGGCCGGTATG
CCGGTCAAGGAACTGTGCAGGAAGCACGGGTTCAGTGATGCGTCGTTCTACACTTGGCGTGCGAAGTTCGGCG
GCATGGAGGTCTCGGAAGCCCGCCGGCTCAAGAACCTCGAGGTGGAGAATGCCCGGCTGAAGAAGCTGCTGG
CCGAAGCAATGCTCGATATGGAAGCGTTGAAGGTCGTCGTCAAGGGAAAGCCCTGAGCCCGCAAGCCAAACG
CGAAGCAGTATCGGCGATTCGGGGGAAGGTCAACATCTCCGAGCGCCGCGCCTGCCGGCTTGTCGGGCTTTCT
CGCAGCGTGCTGCATTACGACGCGAAGCCAGACCACGAGAATGAGGTGCTAGCGGCGCGTCTGGTGGAGTTGG
CACACGAACGTCGTCGATTCGGCTACCGCCGAATGCACGCCCTAGTGGAACGCGAAGGCACGCACGCCAATCA
CAAGCGCATCTATCGCCTGTACCGTGAGGCAGGGCTGGCTGTGCGGCGCCGTCGCAAGCGCCACGGCGTAATG
ATTGAGCGCGAGCAACTGGCATTGCCGGGCGCCCCCAACGAGGTGTGGTCAATCGATTTCGTGATGGATGCGC
TTTCCAACGGCCGGCGCGTGAAGTGCCTGACCGTCGTCGACGACTTCACGAAAGAGGCTGTCGACATCGTTGT
CGACCATGGCATCTCAGGTTTGTATGTCGCTCGGGCATTGGACCGCGCAGCTCGCTTCCGTGGCTATCCCAAGG
CGGTGCGAACAGACCAGGGCCCCGAATTTACGAGCCGCGCGCTTGACCAGTGGGCGTATGCGAACGGCGTCGC
TCTGAAGTTGATTCAGGCGGGCAAGCCAACGCAGAATGCGTACATCGAATCGTTCAACGGCAAGTTCCGCGAC
GAATGCCTTAACGAGCACTGGTTCCCGCCGCTCGCGCATGCTCGGGCAGTCATCGCGGCATGGCGTCAGGACT
ACAACGAGCAAAGGCCGCACAGTCGGCTTGGAATTATTGTGACAAGGCGGAAGGCTTGTCGGCCTGGTACCGT
CACATCGTCGAAGCCAACGACTTTACCGATGTCTTCCTGTTTGGCGATTGCCGCGAAATCCATCGACCGATACA
TGCAGTCGTTCAGGATCTCGGCCTGCGCGTACACGTTTTCGAGGAGGGCTATGTTCGTCCCC 
>IS407-l_B&Bclone 
TTTGCGCATCAACGAGGCGCGCGTCTGACCTGCCCCCATCAATAGGGCCAATGGGCTTCTAGCAAAGTCCCTTT
AAACCAACTCCTGGAAAGCGGCAGGAGTATCCGCGGTTGCCCGATGTTTCGCCGCAAACTCTGACGGCGCAAG
GTAGTTCAGTGCGCTGTGCGGCCTTTGCTCGTTGTAGTCCTGACGCCATGCCGCGATGACTGCCCGAGCATGCG
CGAGCGTCGTGAACCAGTGCTCGTTAAGGCATTCGTCGCGGAACTTGCCGTTGAACGATTCGATGTACGCATTC
TGCGTTGGCTTGCCCGCCTGAATCAACTTCAGAGCGACGCCGTTCGCATACGCCCACTGGTCAAGCGCGCGGCT
CGTAAATTCGGGGCCCTGGTCTGTTCGCACCGCCTTGGGATAGCCACGGAAGCGAGCTGCGCGGTCCAATGCC
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CGAGCGACATACAAACCTGAGATGCCATGGTCGACAACGATGTCGACAGCCTCTTTCGTGAAGTCGTCGACGA
CGGTCAGGCACTTCACGCGCCGGCCGTTGGAAAGCGCATCCATCACGAAATCGATTGACCACACCTCGTTGGG
GGCGCCCGGCAATGCCAGTTGCTCGCGCTCAATCATTACGCCGTGGCGCTTGCGACGGCGCCGCACAGCCAGC
CCTGCCTCACGGTACAGGCGATAGATGCGCTTGTGATTGGCGTGCGTGCCTTCGCGTTCCACTAGGGCGTGCAA
TCGGCGGTAGCCGAATCGACGACGTTCGTGTGCCAACTCCACCAGACGCGCCGCTAGCACCTCATTCTCGTGGT
CTGGCTTCGCGTCGTAATGCAGCACGCTGCGAGAAAGCCCGACAAGCCGGCAGGCGCGGCGCTCGGAGATGTT
GACCTTCCCCCGAATCGCCGATACTGCTTCGCGTTTGGCTTGCGGGCTCAGGGCTTTCCCTTGACGACGACCTT
CAACGCTTCCATATCGAGCATTGCTTCGGCCAGCAGCTTCTTCAGCCGGGCATTCTCCACCTCGAGGTTCTTGA
GCCGGCGGGCTTCCGAGACCTCCATGCCGCCGAACTTCGCACGCCAAGTGTAGAACGACGCATCACTGAACCC
GTGCTTCCTGCACAGTTCCTTGACCGGCATACCGGCCTCGGCTTCCTTCAGAAACCCGATGATTTGCTGTTCCGT
AAAGCGCTTCTTCATGTTCGTCTTCTTCTCCGAAAACGAACTTTACTAGACTCCGGCTGGCCCTGTTTGCAGGG
GGCAGGTCAGGGGAGTACTGATTGGAGAACGGCACCAC 
>IS407-m_B&Bclone 
CCGGCTGAAGAAGCTGCTGGCCGAAGCAATGCTCGATATGGAAGCGTTGAAGGTCGTCGTCAAGGGAAAGCC
CTGAGCCCGCAAGCCAAACGCGAAGCAGTATCGGCGATTCGGGGGAAGGTCAACATCTCCGAGCGCCGCGCCT
GCCGGCTTGTCGGGCTTTCTCGCAGCGTGCTGCATTACGACGCGAAGCCAGACCACGAGAATGAGGTGCTAGC
GGCGCGTCTGGTGGAGTTGGCACACGAACGTCGTCGATTCGGCTACCGCCGATTGCACGCCCTAGTGGAACGC
GAAGGCACGCACGCCAATCACAAGCGCATCTATCGCCTGTACCGTGAGGCAGGGCTGGCTGTGCGGCGCCGTC
GCAAGCGCCACGGCGTAATGATTGAGCGCGAGCAACTGGCATTGCCGGGCGCCCCCAACGAGGTGTGGTCAAT
CGATTTCGTGATGGATGCGCTTTCCAACGGCCGGCGCGTGAAGTGCCTGACCGTCGTCGACGACTTCACGAAA
GAGGCTGTCGACATCGTTGTCGACCATGGCATCTCAGGTTTGTATGTCGCTCGGGCATTGGACCGNGTGTCGTG
NTGGANTGCATCGTGCGTCAAGAATCGATCAAGAAATCAGGGGATTACCGCGGGAAGTCGAGGTCTGCTACGA
GAGTAGACGACATTATTTTGGTGAGATTTTCAATAAAGCCGTCAACTCGTGTCCCGAGTGCCTTGGTCTACGGG
GATTCTGGAGTGACGGAATTATTTTGATGTCTACGCCGGGACGTGGAGTACGGCGTCAACCCGATATCCCACCC
GGAGATTCGAATAGCCCCGCCATCCGCCCCCGCCGTTGCGCGAGTTCGGACATCTGTTCGGCCGTGGGCAGAT
AGACCGCAATCTCTCTGGCCCAGCGCCCCAGCCCCTGAATCTCCAGTTCGAGCCGAATCGGCAGCCGCTGATTC
GTCGGCGCTTCCGCGAGCAATTCAAGCTGACGTACCCGCGTCACGCAGCGCAGCGGCGTAGTTTC 
>IS407-n_B&Bclone 
TGAATCGGACCCGTAGCGCCGGCCACAGTAGATGTCGCGCAGACCGCCTTCCGGAGATACGTCGAGCTTTGAC
GAAAGTGCCCACGCGGCCCCCAGGCTGTTGCTTTCGTCGCCACACGATGGAATGACGTAGAAGTCTGCGATTG
ACGGATGTTGGCTCAGGTGTTGATTTAGCTTGACGTTCATGAAAGCACCTCCCGCCACCGCAAGCGAGTCAGTT
CCGAGTGACCTGCCCCCATCAATAGGGCCAATGGGCTTCTAGCAAAGTCCCTTTAAACCAACTCCTGGAAAGC
GGCAGGAGTATCCGCGGTTGCCCGATGTTTCGCCGCAAACTCTGACGGCGCAAGGTAGTTCAGTGCGCTGTGC
GGCCTTTGCTCGTTGTAGTCCTGACGCCATGCCGCGATGACTGCCCGAGCATGCGCGAGCGTCGTGAACCAGTG
CTCGTTAAGGCATTCGTCGCGGAACTTGCCGTTGAACGATTCGATGTACGCATTCTGCGTTGGCTTGCCCGCCT
GAATCAACTTCAGAGCGACGCCGTTCGCATACGCCCACTGGTCAAGCGCGCGGCTCGTAAATTCGGGGCCCTG
GTCTGTTCGCACCGCCTTGGGATAGCCACGGAAGCGAGCTGCGCGGTCCAATGCCCGAGCGACATACAAACCT
GAGATGCCATGGTCGACAACGATGTCGACAGCCTCTTTCGTGAAGTCGTCGACGACGGTCAGGCACTTCACGC
GCCGGCCGTTGGAAAGCGCATCCATCACGAAATCGATTGACCACACCTCGTTGGGGGCGCCCGGCAATGCCAG
TTGCTCGCGCTCAATCATTACGCCGTGGCGCTTGCGACGGCGCCGCACAGCCAGCCCTGCCTCACGGTACAGGC
GATAGATGCGCTTGTGATTGGCGTGCGTGCCTTCGCGTTCCACTAGGGCGTGCAATCGGCGGTAGCCGAATCG
ACGACGTTCGTGTGCCAACTCCACCAGACGCGCCGCTAGCACCTCATTCTCGTGGTCTGGCTTCGCGTCGTAAT
GCAGCACGCTGCGAGAAAGCCCGACAAGCCGGCAGGCGCGGCGCTCGGAGATGTTGACCTTCCCCCGAATCGC
CGATACTGCTTCGCGTTTGGCTTGCGGGCTCAGGGCTTTCCCTTGACGACGACCTTCAACGCTTCCATATCGAG
CATTGCTTCGGCCAGCAGCTTCTTCAGCCGGGCATTCTCCACCTCGAGGTTCTTGAGCCGGCGGGCTTCCGAGA
CCTCCATGCCGCCGAACTTCGCACGCCAAGTGTAGAACGACGCATCACTGAACCCGTGCTTCCTGCACAGTTCC
TTGACCGGCATACCGGCCTCGGCTTCCTTCAGAAACCCGATGATTTGCTGTTCCGTAAAGCGCTTCTTCATGTTC
GTCTTCTTCTCCGAAAACGAACTTTACTAGACTCCGGCTGGCCCTGTTTGCAGGGGGCAGGTCAGTCACAACGG
TGCTCGGCCGACGCTCCGAGCGCGATTGGGCATC 
>IS402-a_B&Bclone 
TCGTAACGGCCCAGTTCGACACGATGCCAGACTTCATGGGAAGCTGATCTTATGTCCGTTCCGTGGCACCTGGA
CTTGAGCGTCGATTTTTGTGGATGTTGTCAGGGGCGAGCCTATGAAACGCCAGCACGCGGCTTTTACGTCTGCT
TTGCTGCTTTGCTCACCATGTTCTTCTGCGTATCCCTGATTCTGTGGATACGTATACGCCTTTGAGGGAGCTGAT
ACCTCGCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAA
CCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCA
GTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCT
CGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGC
TATTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGCTATGCATCCAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGC
AGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTCGGAGACGACGGAAGTGATGCAACCAGGCATGCGTGCGTTCAACGAC
CCAGCGATGTTTGCCAAGGCCGCTGCCGTGTTCGGTACGGCGCCTGGCAATCACTGGCTCGATACCGCGATTGC
GCAATGCTCTTCGATGTCGCTCGGAGTCGTAACCGCGATCGGCGTAGACAACGCGCGGTCTCTGCAGTGGGTG
GCCACGCAATCCGCGAATCGGCGGAATCGCGTCGATCAGCGGCAGCAATTGCGTGACGTCGTGGACGTTGGCG
CCAGTCAGGATCGCGGCGAGCGGCGTGCCGTTGGCGTCGGTGACGATATGGTGCTTGGAACCGGGTCGTGCGC
GATCAGTGGGGTTTGGCCCAGTTTTTGGCCCGCCCCAACAGCACGAATCGATGAAGAGTCGACAGCGGCTCGC
GAGAAATCGATCTGGTCTGCCGCACGCAGCTTCGCGAGCAGCAACACGTGCAACCGGTCCCACACGCCAGCAG
CTTGCCAGTCGCGAAGCCGTCGCCAACATGTCACGCCCGAGCCGCAACCCATCTCGGCGGGCAAGTCGCGCCA
GCGTAGTCCGGTCTTGAGAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGCATGCGACGTCGGGCCCAAT
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TCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGT
TACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATC
GCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGT
GTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCC
TTTCTCGCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTT
AGGCACTCGACCCCAAAACTGATTAGGGTGATGTTCACGTATGGCATCGCCTGATAGACGTTTTCGCCTTGACG
TGGAGTCCACGTTCTTTAATAGGTGACCTCT 
>IS402-b_B&Bclone 
TAACCGGTTCCTGGCCTTTGGCTGGCCTTTTGCTCAACATGTTCTTTCTGCGTATCCCCTGATCTGTGGATAACC
GTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGAATCCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGA
GGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACG
ACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACC
CCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAA
ACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTATTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGCTATGCATCCAACGCGTT
GGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTGACGGAAGTGATGCAACCAG
GCATGCGTGCGTTCAACGACCCAGCGATGTTTGCCAAGGCCGCTGCCGTGTTCGGTACGGCGCCTGGCAATCA
CTGGCTCGATACCGCGATTGCGCAATGCTCTTCGATGTCGCTCGGAGTCGTAACCGCGATCGGCGTAGACAAC
GCGCGGTCTCTGCAGTGGGTGGCCACGCAATCCGCGAATCGGCGGAATCGCGTCGATCAGCGGCAGCAATTGC
GTGACGTCGTGGACGTTGGCGCCAGTCAGGATCGCGGCGAGCGGCGTGCCGTTGGCGTCGGTGACGATATGGT
GCTTGGAACCGGGTCGTGCGCGATCAGTGGGGTTTGGCCCAGTTTTTGGTCCGCCCCAACAGCACGAATCGAT
GAAGAGTCGACAGCGGCTCGCGAGAAATCGATCTGGTCTGCCGCACGCAGCTTCGCGAGCAGCAACACGTGCA
ACCGGTCCCACACGCCAGCAGCTTGCCAGTCGCGAAGCCGTCGCCAACATGTCACGCCCGAGCCGCAACCCAT
CTCGGCGGGCAAGTCGCGCCAGCGTAGTCCGGTCTTGAGACGTAGTCCGGTCTTGGGCGTAGTCCGGTCTTGA
GGAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGCATGCGACGTCGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGT
CGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGC
CTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTT
GCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCA
GCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCACGTTCGC
CGGCTTTCCCCGTCAGCTCTAAATCGGGGCTCCCTTTAGGGTCCGATTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAA
AAACTTGATTAGGTGATGTTCACCGTAATGGCATCGCCTGATAGACGATTTTCGCTTGGACGTGAAGTCACGTT
CTTATAGTGGACTCTTGTTTCAAACTGGATCA 
>IS402-c_B&Bclone 
TAACCGGTTCCTGGCCTTTGGCTGGCCTTTTGCTCAACATGTTCTTTCTGCGTATCCCCTGATCTGTGGATAACC
GTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGAATCCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGA
GGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACG
ACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACC
CCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAA
ACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTATTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGCTATGCATCCAACGCGTT
GGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTGACGGAAGTGATGCAACCAG
GCATGCGTGCGTTCAACGACCCAGCGATGTTTGCCAAGGCCGCTGCCGTGTTCGGTACGGCGCCTGGCAATCA
CTGGCTCGATACCGCGATTGCGCAATGCTCTTCGATGTCGCTCGGAGTCGTAACCGCGATCGGCGTAGACAAC
GCGCGGTCTCTGCAGTGGGTGGCCACGCAATCCGCGAATCGGCGGAATCGCGTCGATCAGCGGCAGCAATTGC
GTGACGTCGTGGACGTTGGCGCCAGTCAGGATCGCGGCGAGCGGCGTGCCGTTGGCGTCGGTGACGATATGGT
GCTTGGAACCGGGTCGTGCGCGATCAGTGGGGTTTGGCCCAGTTTTTGGTCCGCCCCAACAGCACGAATCGAT
GAAGAGTCGACAGCGGCTCGCGAGAAATCGATCTGGTCTGCCGCACGCAGCTTCGCGAGCAGCAACACGTGCA
ACCGGTCCCACACGCCAGCAGCTTGCCAGTCGCGAAGCCGTCGCCAACATGTCACGCCCGAGCCGCAACCCAT
CTCGGCGGGCAAGTCGCGCCAGCGTAGTCCGGTCTTGAGACGTAGTCCGGTCTTGGGCGTAGTCCGGTCTTGA
GGAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGCATGCGACGTCGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGT
CGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGC
CTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTT
GCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCA
GCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCACGTTCGC
CGGCTTTCCCCGTCAGCTCTAAATCGGGGCTCCCTTTAGGGTCCGATTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAA
AAACTTGATTAGGTGATGTTCACCGTAATGGCATCGCCTGATAGACGATTTTCGCTTGGACGTGAAGTCACGTT
CTTATAGTGGACTCTTGTTTCAAACTGGATCA 
>ISBcen4-a_B&Bclone 
GGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTGCTGCAGTAACTGGAGGCGGA
TAGCTCTCGCAGTATGAGCGGCCCTGAGCTAGCAGAGCCCAGATCGTCCGCGCGATCTTGTTGGCCAGTGCAA
CGACTACGACATTGAGCGGACGCCGCATGCTCAACTGCACTGCCCAGGAACCCGGGTCTTTTGCGTGCTTCATG
ACGGACCGTGCGCCATGAATCATCAGCGCGCGCAGGTATCGATCGCCTCTCTTGCTGATGCCGAGCAGCCGGA
CCTTGCCACCAGTTCCAAACTGCGCAGGGACGAGACCCAGCCATGCTGCAAATTCGCGGCCGGACCGAAACGC
TTTGGGATCGCCCATAGCTGCTACGGCAGCAGTGGCGGTCAGGAACCCAACACCGGGGATTTCGGCAATCGTT
CTGCAGGCCGGGTTTTCATGCAGCCACGCGCGGAGTCGCTGCTCGATGAGGGTTATCTGCTTGTCGATGTCGAC
AAGGCGTTGCCACTGTTCCCGCAGGGAATCGATCAAGACTCGCGGCAGGCGCAATTCGAGGCGTAGCAGCAGG
TCGGGCATGGCGCGATTCATTGCTGCGCGTCCCACGCCCATGACCTCTCCGCACTCGCCGAGCAAGCCTCTCAG
GCAGTTAGATTGAGAGCGCCGAAATATAACCAACTGCTGTCGAATACGATGCAGTGCCAGAACCGCTTGCTGG
GCCTCGGTCTTCACCGGGACGGCTTTCACGCCCGGGTGTCGTGCAGCTGCCCAGATTGCGCGCGCATCGGCGAC
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ATCGTTCTTGTTTCCTGTCACGAACGCTTTGACCAGTTTGCCTGGCATCAATTTGACCTGATGGCCGAGCTCGGT
GAGACGGCGTGCCCAGTGCTGTGAGCCTCCGCAGGCCTCCATGCCGATGAGACAGGGCTCACGATTGGCGAAG
TGCTCGAGAAAATCACTGCGGCGGAGCTGCCGGTCGAACACCTCGCCGGTGTCCGCAGCGATCCAGTGCAGTT
GGAAGACCCGCTTGGCGATGTCTACAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGAGC 
>ISBcen4-b_B&Bclone 
CGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTGCTGCAGTAACTGG
AGGCGGATAGCTCTCGCAGTATGAGCGGCCATGAGCTAGCAGAGCCCAGATCGTCCGCGCGATCTTGTTGGCC
AGTGCAACGACTACGACATTGAGCGGACGCCGCATGCTCAACTGCACTGCCCAGGAACCCGGGTCTTTTGCGT
GCTTCATGACGGACCGTGCGCCATGAATCATCAGCGTGCGCAGGTATCGATCGCCTCTCTTGCTGATGCCGAGC
AGCCGGACCTTGCCACCAGTTCCAAACTGCGCAGGGGCGAGACCCAGCCATGCTGCAAATTCGCGGCCGGACC
GAAACGCTTTGGGATCGCCCATAGCTGCTACGGCAGCAGTGGCGGTCAGGAACCCAACACCGGGGATTTCGGC
AATCGTTCTGCAGGCCGGGTTTTCATGCAGCCACGCGCGGAGTCGCTGCTCGATGAGGGTTATCTGCTTGTCGA
TGTCGACAAGGCGTTGCCACTGTTCCCACAGGGAATCGATCAAGACTCGCGGCAGGCGCAATTCGAGGCGTAG
CAGCAGGTCGGGCATGGCGCGATTCATTGCTGCGCGTCCCACGCCCATGACCTCTCCGTACTCGCCGAGCAAG
CCTCTCAGGCAGTTAGATTGAGAGCGCCGAAATATAACCAACTGCTGTCGAATACGATGCAGTGCCAGAACCG
CTTGCTGGGCCTCGGTCTTCACCGGGACGGCTTTCACGCCCGGGTGTCGTGCAGCTGCCCAGATTGCGCGCGCA
TCGGCGACATCGCTCTTGTTTCCTGTCACGAACGCTTTGACCAGTTTGCCTGGCATCAATTTGACCTGATGGCCG
AGCTCGGTGAGACGGCGTGCCCAGTGCTGTGAGCCTCCGCAGGCCTCCATGCCGATGAGACAGGGCTCACGAT
TGGCGAAGTGCTCGAGAAAATCACTGCGGCGGAGCTGCCGGTCGAACACCTCGCCGGTGTCCGCAGCGATCCA
GTGCAGTTGGAAGACCCGCTTGGCGATGTCTACAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGAG 
>ISBcen4-c_B&Bclone 
GTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTGCTGCAGTAACTGGAGG
CGGATAGCTCTCGCAGTATGAGCGGCCATGAGCTAGCAGAGCCCAGATCGTCCGCGCGATCTTGTTGGCCAGT
GCAACGACTACGACATTGAGCGGACGCCGCATGCTCAACTGCACTGCCCAGGAACCCGGGTCTTTTGCGTGCT
TCATGACGGACCGTGCGCCATGAATCATCAGCGTGCGCAGGTATCGATCGCCTCTCTTGCTGATGCCGAGCAGC
CGGACCTTGCCACCAGTTCCAAACTGCGCAGGGACGAGACCCAGCCATGCTGCAAATTCGCGGCCGGACCGAA
ACGCTTTGGGATCGCCCATAGCTGCTACGGCAGCAGTGGCGGTCAGGAACCCAACACCGGGGATTTCGGCAAT
CGTTCTGCAGGCCGGGTTTTCATGCAGCCACGCGCGGAGTCGCTGCTCGATGAGGGTTATCTGCTTGTCGATGT
CGACAAGGCGTTGCCACTGTTCCCGCAGGGAATCGATCAAGACTCGCGGCAGGCGCAATTCGAGGCGTAGCAG
CAGGTCGGGCATGGCGCGATTCATTGCTGCGCGTCCCACGCCCATGACCTCTCCGTACTCGCCGAGCAAGCCTC
TCAGGCAGTTAGATTGAGAGCGCCGAAATATAACCAACTGCTGTCGAATACGATGCAGTGCCAGAACCGCTTG
CTGGGCCTCGGTCTTCACCGGGACGGCTTTCACGCCCGGGTGTCGTGCAGCTGCCCAGATTGCGCGCGCATCGG
CGACATCGTTCTTGTTTCCTGTCACGAACGCTTTGACCAGTTTGCCTGGCATCAATTTGACCTGATGGCCGAGCT
CGGTGAGACGGCGTGCCCAGTGCTGTGAGCCTCCGCAGGCCTCCATGCCGATGAGACAGGGCTCACGATTGGC
GAAGTGCTCGAGAAAATCACTGCGGCGGAGCTGCCGGTCGAACACCTCGCCGGTGTCCGCAGCGATCCAGTGC
AGTTGGAAGACCCGCTTGGCGATGTCTACAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGAGCA 
>ISBcen4-d_B&Bclone 
GGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTGCTGCAGTAACTGGAGGCGGA
TAGCTCTCGCAGTATGAGCGGCCATGAGCTAGCAGAGCCCAGATCGTCCGCGCGATCTTGTTGGCCAGTGCAA
CGACTACGACATTGAGCGGACGCCGCATGCTCAACTGCACTGCCCAGGAACCCGGGTCTTTTGCGTGCTTCATG
ACGGACCGTGCGCCATGAATCATCAGCGTGCGCAGGTATCGATCGCCTCTCTTGCTGATGCCGAGCAGCCGGA
CCTTGCCACCAGTTCCAAACTGCGCAGGGACGAGACCCAGCCATGCTGCAAATTCGCGGCCGGACCGAAACGC
TTTGGGATCGCCCATAGCTGCTACGGCAGCAGTGGCGGTCAGGAACCCAACACCGGGGATTTCGGCAATCGTT
CTGCAGGCCGGGTTTTCATGCAGCCACGCGCGGAGTCGCTGCTCGATGAGGGTTATCTGCTTGTCGATGTCGAC
AAGGCGTTGCCACTGTTCCCGCAGGGAATCGATCAAGACTCGCGGCAGGCGCAATTCGAGGCGTAGCAGCAGG
TCGGGCATGGCGCGATTCATTGCTGCGCGTCCCACGCCCATGACCTCTCCGTACTCGCCGAGCAAGCCTCTCAG
GCAGTTAGATTGAGAGCGCCGAAATATAACCAACTGCTGTCGAATACGATGCAGTGCCAGAACCGCTTGCTGG
GCCTCGGTCTTCACCGGGACGGCTTTCACGCCCGGGTGTCGTGCAGCTGCCCAGATTGCGCGCGCATCGGCGAC
ATCGTTCTTGTTTCCTGTCACGAACGCTTTGACCAGTTTGCCTGGCATCAATTTGACCTGATGGCCGAGCTCGGT
GAGACGGCGTGCCCAGTGCTGTGAGCCTCCGCAGGCTTCCATGCCGATGAGACAGGGCTCACGATTGGCGAAG
TGCTCGAGAAAATCACTGCGGCGGAGCTGCCGGTCGAACACCTCGCCGGTGTCCGCAGCGATCCAGTGCAGTT
GGAAGACCCGCTTGGCGATGTCTACAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGAGC 
>ISBcen4-e_B&Bclone 
GAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTGCTGCAGTAACTGGAGGCGGAT
AGCTCTCGCAGTATGAGCGGCCATGAGCTAGCAGAGCCCAGATCGTCCGCGCGATCTTGTTGGCCAGTGCAAC
GACTACGACATTGAGCGGACGCCGCATGCTCAACTGCACTGCCCAGGAACCCGGGTCTTTTGCGTGCTTCATGA
CGGACCGTGCGCCATGAATCATCAGCGTGCGCAGGTATCGATCGCCTCTCTTGCTGATGCCGAGCAGCCGGAC
CTTGCCACCAGTTCCAAACTGCGCAGGGACGAGACCCAGCCATGCTGCAAATTCGCGGCCGGACCGAAACGCT
TTGGGATCGCCCATAGCTGCTACGGCAGCAGTGGCGGTCAGGAACCCAACACCGGGGATTTCGGCAATCGTTC
TGCAGGCCGGGTTTTCATGCAGCCACGCGCGGAGTCGCTGCTCGATGAGGGTTATCTGCTTGTCGATGTCGACA
AGGCGTTGCCACTGTTCCCGCAGGGAATCGATCAAGACTCGCGGCAGGCGCAATTCGAGGCGTAGCAGCAGGT
CGGGCATGGCGCGATTCATTGCTGCGCGTCCCACGCCCATGACCTCTCCGTACTCGCCGAGCAAGCCTCTCAGG
CAGTTAGATTGAGAGCGCCGAAATATAACCAACTGCTGTCGAATACGATGCAGTGCCAGAACCGCTTGCTGGG
CCTCGGTCTTCACCGGGACGGCTTTCACGCCCGGGTGTCGTGCAGCTGCCCAGATTGCGCGCGCATCGGCGACA
TCGTTCTTGTTTCCTGTCACGAACGCTTTGACCAGTTTGCCTGGCATCAATTTGACCTGATGGCCGAGCTCGGTG
AGACGGCGTGCCCAGTGCTGTGAGCCTCCGCAGGCCTCCATGCCGATGAGACAGGGCTCACGATTGGCGAAGT
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GCTCGAGAAAATCACTGCGGCGGAGCTGCCGGTCGAACACCTCGCCGGTGTCCGCAGCGATCCAGTGCAGTTG
GAAGACCCGCTTGGCGATGTCTACAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGAGC 
>ISBcen4-e_B&Bclone 
GGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTGCTGCAGTAACTGGAGGCGGA
TAGCTCTCGCAGTATGAGCGGCCATGAGCTAGCAGAGCCCAGATCGTCCGCGCGATCTTGTTGGCCAGTGCAA
CGACTACGACATTGAGCGGACGCCGCATGCTCAACTGCACTGCCCAGGAACCCGGGTCTTTTGCGTGCTTCATG
ACGGACCGTGCGCCATGAATCATCAGCGTGCGCAGGTATCGATCGCCTCTCTTGCTGATGCCGAGCAGCCGGA
CCTTGCCACCAGTTCCAAACTGCGCAGGGACGAGACCCAGCCATGCTGCAAATTCGCGGCCGGACCGAAACGC
TTTGGGATCGCCCATAGCTGCTACGGCAGCAGTGGCGGTCAGGAACCCAACACCGGGGATTTCGGCAATCGTT
CTGCAGGCCGGGTTTTCATGCAGCCACGCGCGGAGTCGCTGCTCGATGAGGGTTATCTGCTTGTCGATGTCGAC
AAGGCGTTGCCACTGTTCCCGCAGGGAATCGATCAAGACTCGCGGCAGGCGCAATTCGAGGCGTAGCAGCAGG
TCGGGCATGGCGCGATTCATTGCTGCGCGTCCCACGCCCATGACCTCTCCGTACTCGCCGAGCAAGCCTCTCAG
GCAGTTAGATTGAGAGCGCCGAAATATAACCAACTGCTGTCGAATACGATGCAGTGCCAGAACCGCTTGCTGG
GCCTCGGTCTTCACCGGGACGGCTTTCACGCCCGGGTGTCGTGCAGCTGCCCAGATTGCGCGCGCATCGGCGAC
ATCGTTCTTGTTTCCTGTCACGAACGCTTTGACCAGTTTGCCTGGCATCAATTTGACCTGATGGCCGAGCTCGGT
GAGACGGCGTGCCCAGTGCTGTGAGCCTCCGCAGGCCTCCATGCCGATGAGACAGGGCTCACGATTGGCGAAG
TGCTCGAGAAAATCACTGCGGCGGAGCTGCCGGTCGAACACCTCGCCGGTGTCCGCAGCGATCCAGTGCAGTT
GGAAGACCCGCTTGGCGATGTCTACAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGAGCA 
>ISBcen6-a_B&Bclone 
GCAGGAAGTGATGGAAGTGTTGACGGGCCCGGAGCGTCGGCGGCGCTGGACGACGGAGCAGAAGCTGGCGAT
GGTTCGCGAGAGTTTCGAGCCGGGGAAATCGGTTTCGATGGTCGCGCGCCAGCACGGCGTGAATCCGAACCAA
CTGTTCCACTGGCGCAAGCTGTACCAGGGTGGGAGCCTGTCAGCGGTCAAGGCTGGCGAGGAAGTGGTCCCGG
CCTCGGAACTGGCCGACGCGCTCAAGCAGATTCGCGAGTTGCAACGGATGCTCGGCAAAAAAAGACCATGGA
GAATGAGATTCTTCGCGAAGCAGTCGAGTACGGCCGGGCAAAAAAATGGATAGCGCACTCGCCCTCGCTGCCG
GAGGACGACCAGTGAAACTGGTTTGTGAAGTTCTCGGCGTGTCGCGCTCGAACGTATCGGCACGACTGTCGCG
TCCGGCGACGTGGCGCGATGGCCGTCAATCGAGGCAGAGTGACGACGCGGCCGCGGTCGAGGAGATCCGCCG
GGTCATTGGCGATTTGCCCAGCTATGGCTATCG 
>ISBcen6-b_B&Bclone 
GCAGGAAGTGATGGAAGTGTTGACGGGCCCGGAGCGTCGGCGGCGCTGGACGGCGGAGCAGAAGCTGGCGAT
GGTTCGCGAGAGTTTCGAGCCGGGGAAATCGGTTTCGATGGTCGCGCGCCAGCACGGCGTGAATCCGAACCAA
CTGTTCCACTGGCGCAAGCTGTACCAGGGTGGGAGCCTGTCAGCGGTCAAGGCTGGCGAGGAAGTGGTCCCGG
CCTCGGAACTGGCCGACGCGCTCAAGCAGATTCGCGAGTTGCAACGGATGCTCGGCAAAAAAAGACCATGGA
GAATGAGATTCTCCGCGAAGCAGTCGAGTACGGCCGGGCAAAAAAATGGATAGCGCACTCGCCCTCGCTGCCG
GAGGACGACCAGTGAAACTGGTTTGTGAAGTTCTCGGCGTGTCGCGCTCGAACGTATCGGCACGACTGTCGCG
TCCGGCGACGTGGCGCGATGGCCGTCAATCGAGGCAGAGTGACGACGCGGCCGCGGTCGAGGAGATCCGCCG
GGTCATTGGCGATTTGCCCAGCTATGGCTATCG 
>ISBcen8-a_B&Bclone 
TTCCTGAAGCCCGAACGGTTACGCGCGCCATTTACATCGAGTGCGCATGTACAAGCATGGGATCCGAAGATCA
TGTCTGCTCCTTCTGCCGTAACGGTCGGCATTGACGTCGCAAAAGCTCACGTCGATGTTTCCGTACTGGGTGCC
AATCTGGACATCCGTCGATTCAACAACGATGCCGAGGGCCACTCGGCCCTGGCTGTTGCCCTTCAGCCGCTGAA
CGTGTAGTTGGTCGTGATGGAGGCGACCGGTGGCTACGAGACCGAGCTGGCGTGCGCCTTGCAAGGTGCGGGT
TTGCCGGTCGCTGTCGTCAACCCTCGGCAAGCACGCGATTTTGCCCGCTCGATGGGACGTCTGGCCAAAACCGA
CGCCATCGACGCACGTATGCTTGCCGAACTGGCTTCCGTGCTACTGCGTCGGGACGATCTGTCCCGCTTGCTAC
GTCCCGTTCCCGACGAGCGGCAGCAGTGGCTGGCTGCACTGGTGACCCGACGGCGCCAACTACTCACCATGCT
CCTTTCGGAGCGACAGCGGCTCCAGATCACGCCGGTTGGTCTGCATTCAAGTCTGCTGGCTATCATTGCCGCCA
TCCAGAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGCATGCGACGTCGGGCCCAATTCGCCCTATAGTG
AGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAAT
CGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACA
GTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGC
GCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGT
TCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTACGCACTCGAC
CCCAAAAACTGATTAGGTGATGATCACGTATGGCATCGCCTGAATAGACGATTTTCGCCCTTGACGTGGAGTCC
ACGTTCTTTAAATAGGTGGAACTC 
>ISBcen8-b_B&Bclone 
CTGAAGCCCGAACGGTTACGCGCGCCATTTACATCGAGTGCGCATGTACAAGCATGGGATCCGAAGATCATGT
CTGCTCCTTCTGCCGTAACGGTCGGCATTGACGTCGCAAAAGCTCACGTCGATGTTTCCGTACTGGGTGCCAAT
CTGGACATCCGTCGATTCAACAACGATGCCGAGGGCCACTCGGCCCTGGCTGTTGCCCTTCAGCCGCTGAACGT
GCAGTTGGTCGTGATGGAGGCGACCGGTGGCTACGAGACCGAGCTGGCGTGCGCCTTGCAAGGTGCGGGTTTG
CCGGTCGCTGTCGTCAACCCTCGGCAAGCACGCGATTTTGCCCGCTCGATGGGACGTCTGGCCAAAACCGACG
CCATCGACGCACGTATGCTTGCCGAACTGGCTTCCGTGCTACTGCGTCGGGACGATCTGTCCCGCTTGCTACGT
CCCGTTCCCGACGAGCGGCAGCAGTGGCTGGCTGCACTGGTGACCCGACGGCGCCAACTACTCACCATGCTCC
TTTCGGAGCGACAGCGGCTCCAGATCACGCCGGTTGGTCTGCATTCAAGTCTGCTGGCTATCATTGCCGCCATC
CAGAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGCATGCGACGTCGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAG
TCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCG
CCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGT
TGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGC
AGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCG
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CCGGCTTTCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTACCACCTCGACCCGA
AAACTTGATTTAGGTGATGTTCACGTATGGGGCATCGCCTGAATGACGTTTTCGCCATGACGTGGAGTCACGTT
CTTAATATGGATCTTGTTCAACTGGACAACCTCATCCTATTTCGGCTATTCTTTGAGATATTA 
>ISBcen8-c_B&Bclone 
CTGAAGCCCGAACGGTTACGCGCGCCATTTACATCGAGTGCGCATGTACAAGCATGGGATCCGAAGATCATGT
CTGCTCCTTCTGCCGTAACGGTCGGCATTGACGTCGCAAAAGCTCACGTCGATGTTTCCGTACTGGGTGCCGAT
CTGGACATCCGTCGATTCAACAACGATGCCGAGGGCCACTCGGCCCTGGCTGTTGCCCTTCAGCCGCTGAGCGT
GCAGTTGGTCGTGATGGAGGCGACCGGTGGCTACGAGACCGAGCTGGCGTGCGCCTTGCAAGGTGCGGGTTTG
CCGGTCGCTGTCGTCAACCCTCGGCAAGCACGCGATTTTGCCCGCTCGATGGGACGTCTGGCCAAAACCGACG
CCATCGACGCACGTATGCTTGCCGAACTGGCTTCCGTGCTACTGCGTCGGGACGATCTGTCCCGCTTGCTACGT
CCCGTTCCCGACGAGCGGCAGCAGTGGCTGGCTGCACTGGTGACCCGACGGCGCCAACTACTCACCATGCTCC
TTTCGGAGCGACAGCGGCTCCAGATCACGCCGGTTGGTCTGCATTCAAGTCTGCTGGCTATCATTGCCGCCATC
CAGAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGCATGCGACGTCGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAG
TCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGCGTTACCCAACTTAATCGCC
TTGCAGCACATCCCCCTTTCGCAGCTGGCGTATAGCGAGAGCCCACGATCGCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCTG
ATGGCGATGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAGCGCGGCGGGTGTGGTGTACGCGCAGCGTGACGCTAACACT
TGCAGCGCCTTAGCGCCCGCTTCTTTTCGCCTCCT 
>ISBcen8-d_B&Bclone 
TTCCTGAAGCCCGAACGGTTACGCGCGCCATTTACATCGAGTGCGCATGTACAAGCATGGGATCCGAAGATCA
TGTCTGCTCCTTCTGCCGTAACGGTCGGCATTGACGTCGCAAAAGCTCACGTCGATGTTTCCGTACTGGGTGCC
AATCTGGACATCCGTCGATTCAACAACAATGCCGAGGGCCACTCGGCCCTGGCTGTTGCCCTTCAGCCGCTGAA
CGTGCAGTTGGTCGTGATGGAGGCGACCGGTGGCTACGAGACCGAGCTGGCGTGCGCCTTGCAAGGTGCGGGT
TTGCCGGTCGCTGTCGTCAACCCTCGGCAAGCACGCGATTTTGCCCGCTCGATGGGACGTCTGGCCAAAACCGA
CGCCATCGACGCACGTATGCTTGCCGAACTGGCTTCCGTGCTACTGCGTCGGGACGATCTGTCCCGCTTGCTAC
GTCCCGTTCCCGACGAGCGGCAGCAGTGGCTGGCTGCACTGGTGACCCGACGGCGCCAACTACTCACCATGCT
CCTTTCGGAGCGACAGCGGCTCCAGATCACGCCGGTTGGTCTGCATTCAAGTCTGCTGGCTATCATTGCCGCCA
TCCAGAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCA
TAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTG
TTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTG
AGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTA
ATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCG
CTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGCGAGGGTATCAGCTCCCTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGATCAG
GGATACGCAGAAAGAACATGTGAGCAAAGCCAGCAAGCCAGGACCCGTTAAAAGGCCGCGTTGCCTGGCGGA
CTCA 
>ISBcen9-a_B&Bclone 
GTACGCCACATACCAGGCTCATGGTAAGGACGGCGTGCGTAGGAAGTACAACTCATACGATGTGGCGTTCAGG
CTCAAAGTTGTTCAGCACATGCGCGAGCATGGCGTGTCGAGCAAGGAAGCGGCGGCGCGGTTCAATATTCGCA
ATCCGAGCGCGGTGCTCGAATGGGCTCGCCGCTATGATGATGGTGGTTTGACTGCCCTCGCGCCGAGGCCCAA
AGGCCGCCGCCCAACCGCAATGCCAAAAACACCGCCTGCTCAGCCTCTGAACCCTACCGATGGCACGGATACC
CGTACCCGCGAGGACCTGCTTCAGGAACTGAACTACCTGCGCATGGAGAACGCGTATCTAAAAAAGCTGAGGG
CCTTGGTTCAGGCGCAGGCTGTACCGCGCAAAAAGCGCAAATAGTGCTTGAGCTAAGGCAACAATTCCCGCTG
GCTGGCTTGCTCCGGGTGGCCGGACTGGCTCGCAGCACGTTTTATTACCAGTGCAAGGCGCTGGCCGCTCCCGA
TCGACATGCGAGTGTGAAAGCGAAAATTCGAGCACTGTTCGAGCAGCACAAGGGGCGCTATGGCTATCGACGC
ATCACGCTGGCGCTGCGCCGTCTGGGGCAGATGATTAACCACAAGACGGTTGCACGCCTGATGCGCAAGATGC
AGTTGAAGTCCTGCGTGCGGGTCAAGAAGTACCGTGCGTATAGGGGCAACACGTGCAAGACGGCCCCGCATCT
GCTCCAGCGCCAGTTCCATGCCGCCCGTCCGAACGAGAAGTGGGTTACCGACATCACCGAGTTCAGCGTAGGT
GGCCAAAAGCTGTATCTGTCACCAGTGCTGGATCTGTACAACGGGGAGATCATCGCGTACCAGACGCATACTC
GGCCAGCCTTCCAGATGGTTACTGACATGTGCGCAAGGCTTTGCG 

2. Séquences ADN obtenues après amplifications des régions flanquantes des IS407
>locus_IS407-a_H111 
TCAACCTCGGGATACTGTTTCAGCTTCTTAGGACGTGACTTACTATAGGCGTTAGCCATCTTCCGACTCCTTGTC
CGAGTTGGTGGTGGTCAGCGGGTCGTATGGGTGGCAGCCCATGCGGCCCGCGCTCTTACTGCTTTGCTCGCCTC
AGCCTTCTTCCTGATTCGAGCTTTGAAGCGAGACGCCACTCCTTATCGGTGGCGTAGCAAGTAGTTTAGTGCAT
ATCGCATCTCATAAATCCGTGTTGCAATTGGACTAGCTAAACGGCAGGTGCGACGATCAACGTGAGCCGAATG
GCATAAGGAAGTTCTCACGCACGGCCAGTCTAGATTGGCGACTACAATTGAGTGTTGGCGAACTAAATCCGCT
GCAGAATGCGAGCGAGACACTGCCTGAGTGACTTGAAGACAGAGGGGCCTAGTGCAACCATTTTCCATCACAC
TATTTGCAACCACCGGGGATCCGGAGGGAATTCGTCACGTCGACAAATCGAACTGGTCGGGTTACGGGGTTGT
CTTCACGAGGGAACTCTTTCATCTGCTGAAGCAGGAGCCCGGCATCTCTCAGGCAGGTATTTACATCTTAGTTG
GTAACGCAGCAGAGGAGACGATTTACATCGGAGAGGCAGACCCAGTTGGTGATCGACTAAAGAATCACGTCG
CAAACAAGGAGGGATGGGTCTGGGGCGTGTATTTCTTTGACAGAAATCACAAAATCGGAAAGACAGAGGTCC
AATTTCTAGAATCTGAACTGGTCGCATTGGCGAAGAAGCACGGTCGTGCAATCTTACTGAACAAAAACAATCG  
>locus_IS407-a_LMG21461 
GGATACTGTTTGAGCTTCTTGGGACGTGACTTACTATAGGCGTTAGCCATCTTCCGACTCCTTGTCCGAGTTGGT
GGTGGTCAGCGGGTCGTATGGGTGGCAGCCCATGCGGCCCGCGCTCTTACTGCTTTGCTCGCCTCAGCCTTCTT
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CCTGATTCGAGCTTTGAAGCGAGACGCCACTCCTTATCGGTGGCGTAGCAAGTAGTTTAGTGCATATCGCATCT
CATAAATCCGTGTTGCAATTGGACTAGCTAAACGGCAGGTGCGACGATCAACGTGAGCCGAATGGCATAAGGA
AGTTCTCACGCACGGCCAGTCTAGATTGGCGACTACAATTGAGTGTTGGCGAACTAAATCCGCTGCAGAATGC
GAGCGAGACACTGCCTGAGTGACTTGAAGACAGAGGGGCCTAGTGCAACCATTTTCCATCACACTATTTGCAA
CCACCGGGGATCCGGAGGGAATTCGTCACGTCGACAAATCGAACTGGTCGGGTTACGGGGTTGTCTTCACGAG
GGAACTCTTTCATCTGCTGAAGCAGGAGCCCGGCATCTCTCAGGCAGGTATTTACATCTTAGTTGGTAACGCAG
CAGAGGAGACGATTTACATCGGAGAGGCAGACCCAGTTGGTGATCGACTAAAGAATCACGTCGCAAACAAGG
AGGGATGGGTCTGGGGCGTGTATTTCTTTGACAGAAATCACAAAATCGGAAAGACAGAGGTCCAATTTCTAGA
ATCTGAACTGGTCGCATTGGCGAAGAAGCACGGTCGTGCAATCTTACTGAACAAAAC 
>locus_IS407-a_LMG19240 
GGGATACTGTTTGAGCTTCTTGGGACGTGACTTACTATAGGCGTTAGCCATCTTCCGACTCCTTGTCCGAGTTG
GTGGTGGTCAGCGGGTCGTATGGGTGGCAGCCCATGCGGCCCGCGCTCTTACTGCTTTGCTCGCCTCAGCCTTC
TTCCTGATTCGAGCTTTGAAGCGAGACGCCACTCCTTATCGGTGGCGTAGCAAGTAGTTTAGTGCATATCGCAT
CTCATAAATCCGTGTTGCAATTGGACTAGCTAAACGGCAGGTGCGACGATCAACGTGAGCCGAATGGCATAAG
GAAGTTCTCACGCACGGCCAGTCTAGATTGGCGACTACAATTGAGTGTTGGCGAACTAAATCCGCTGCAGAAT
GCGAGCGAGACACTGCCTGAGTGACTTGAAGACAGAGGGGCCTAGTGCAACCATTTTCCATCACACTATTTGC
AACCACCGGGGATCCGGAGGGAATTCGTCACGTCGACAAATCGAACTGGTCGGGTTACGGGGTTGTCTTCACG
AGGGAACTCTTTCATCTGCTGAAGCAGGAGCCCGGCATCTCTCAGGCAGGTATTTACATCTTAGTTGGTAACGC
AGCAGAGGAGACGATTTACATCGGAGAGGCAGACCCAGTTGGTGATCGACTAAAGAATCACGTCGCAAACAA
GGAGGGATGGGTCTGGGGCGTGTATTTCTTTGACAGAAATCACAAAATCGGAAAGACAGAGGTCCAATTTCTA
GAATCTGAACTGGTCGCATTGGCGAAGAAGCACGGTCGTGCAATCTTACTGAACAAAAACAT 
>locus_IS407-a_LMG12614 
TTGAGCTTCTTGGGACGTGACTTACTATAGGCGTTAGCCATCTTCCGACTCCTTGTCCGAGTTGGTGGTGGTCA
GCGGGTCGTATGGGTGGCAGCCCATGCGGCCCGCGCTCTTACTGCTTTGCTCGCCTCAGCCTTCTTCCTGATTCG
AGCTTTGAAGCGAGACGCCACTCCTTATCGGTGGCGTAGCAAGTAGTTTAGTGCATATCGCATCTCATAAATCC
GTGTTGCAATTGGACTAGCTAAACGGCAGGTGCGACGATCAACGTGAGCCGAATGGCATAAGGAAGTTCTCAC
GCACGGCCAGTCTAGATTGGCGACTACAATTGAGTGTTGGCGAACTAAATCCGCTGCAGAATGCGAGCGAGAC
ACTGCCTGAGTGACTTGAAGACAGAGGGGCCTAGTGCAACCATTTTCCATCACACTATTTGCAACCACCGGGG
ATCCGGAGGGAATTCGTCACGTCGACAAATCGAACTGGTCGGGTTACGGGGTTGTCTTCACGAGGGAACTCTT
TCATCTGCTGAAGCAGGAGCCCGGCATCTCTCAGGCAGGTATTTACATCTTAGTTGGTAACGCAGCAGAGGAG
ACGATTTACATCGGAGAGGCAGACCCAGTTGGTGATCGACTAAAGAATCACGTCGCAAACAAGGAGGGATGG
GTCTGGGGCGTGTATTTCTTTGACAGAAATCACAAAATCGGAAAGACAGAGGTCCAATTTCTAGAATCTGAAC
TGGTCGCATTGGCGAAGAAGCACGGTCGTGCAATCTTACTGAAC 
>locus_IS407-c_LMG18826 
CCCTCAAGCGGCGGATCAAACTGCAAAGTAGCTGTGCCAGGCAGCTGCAAGCCGCTCCACTGAACCTCACGGC
GGTCGTTCACCTGCCTGATCGTTTGTCCGATCAGCTTGCTTCCCTTCGGAATGGCAACGTTGCCAAAACGGTCA
TAGACGTTGAGCGACACGATGCCGATCATCATGCTGACCTGCCCCCTGCAAACAGGGCCAGCCGGAGTCTAGT
AAAGTTCGTTTTCGGAGAAGAAGACGAACATGAAGAAGCGCTTTACGGAACAGCAAATCATCGGGTTTCTGAA
GGAAGCCGAGGCCGGTATGCCGGTCAAGGAACTGTGCAGGAAGCACGGGTTCAGTGATGCGTCGTTCTACACT
TGGCGTGCGAAGTTCGGCGGCATGGAGGTCTCGGAAGCCCGCCGGCTCAAGAACCTCGAGGTGGAGAATGCCC
GGCTGAAGAAGCTGCTGGCCGAAGCAATGCTCGATATGGAAGCGTTGAAGGTCGTCGTCAAGGGAAAGCCCT
GAGCCCGCAAGCCAAACGCGAAGCAGTATCGGCGATTCGGGGGAAGGTCAACATCTCCGAGCGCCGCGCCTG
CCGGCTTGTCGGGCTTTCTCGCAGCGTGCTGCATTACGACGCGAAGCCAGACCACGAGAATGAGGTGCTAGCG
GCGCGTCTGGTGGAGTTGGCACACGAACGTCGTCGATTCGGCTACCGCCGATTGCACGCCCTAGTGGAACGCG
AAGGCACGCACGCCAATCACAAGCGCATCTATCGCCTGTACCGTGAGGCAGGGCTGGCTGTGCGGCGCCGTCG
CAAGCGCCACGGCGTAATGATTGAGCGCGAGCAACTGGCATTGCCGGGCGCCCCCAACGAGGTGTGGTCAATC
GATTTCGTGATGGATGCGCTTTCCAACGGCCGGCGCGTGAAGTGCCTGACCGTCGTCGACGACTTCACGAAAG
AGGCTGTCGACATCGTTGTCGACCATGGCATCTCAGGTTTGTATGTCGCTCGGGCATTGGACCGCGCAGCTCGC
TTCCGTGGCTATCCCAAGGCGGTGCGAACAGACCAGGGCCCCGAATTTACGAGCCGCGCGCTTGACCAGTGGG
CGTATGCGAACGGCGTCGCTCTGAAGTTGATTCAGGCGGGCAAGCCAACGCAGAATGCGTACATCGAATCGTT
CAACGGCAAGTTCCGCGACGAATGCCTTAACGAGCACTGGTTCACGACGCTCGCGCATGCTCGGGCAGTCATC
GCGGCATGGCGTCAGGACTACAACGAGCAAAGGCCGCACAGCGCACTGAACTACCTTGCGCCGTCAGAGTTTG
CGGCGAAACATCGGGCAACCGCGGATACTCCTGCCGCTTTCCAGGAGTTGGTTTAAAGGGACTTTGCTAGAAG
CCCATTGGCCCTATTGATGGGGGCAGGTCAATGCCGCCAATTCCGGGATCACCCGTTTCCAAGCCAACAGCGA
TGGGAGTGTCCTCCGTGATTTCGTACGGCCGGATGTGATGGAATTTCGCCACGATGGGCGCATCCGGATCCGTG
CCATCGGTGGCTTGGGCCCGCGCTCCATCCGAGAGCATCAACATCACCACGCACGACAGGATGATCAGGGGCA
ACTTCACGGCGAACTTTTCCGTTGCTGAAGGGTCGGTGCCAGCCACAGGCGAGCAAATACAGTGTCTTGATCC
GATCATACGAGACTCGATATCAGGTGACAGCCACATGTGGCGCGA 
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>locus_IS407-c_B&Bclone 
ATTCCGATCGCACAGCACGGCCATCGCGCCACATGTGGCTGTCACCTGATATCGAGTCTCGTATGATCGGATCA
AGACACTGTATTTGCTCGCCTGTGGCTGGCACCGACCCTTCAGCAACGGAAAAGTTCGCCGTGAAGTTGCCCCT
GATCATCCTGTCGTGCGTGGTGATGTTGATGCTCTCGGATGGAGCGCGGGCCCAAGCCACCGATGGCACGGAT
CCGGATGCGCCCATCGTGGCGAAATTCCATCACATCCGGCCGTACGAAATCACGGAGGACACTCCCATCGCTG
TTGGCTTGGAAACGGGTGATCCCGGAATTGGCGGCATGATGATCGGCATCGTGTCGCTCAACGTCTATGACCGT
TTTGGCAACGTTGCCATTCCGAAGGGAAGCAAGCTGATCGGACAAACGATCAGGCAGGTGAACGACCGCCGTG
AGGTTCAGTGGAGCGGCTTGCAGCTGCCTGGCACAGCTACTTTGCAGTTTGATCCGCCGCTTGAGGGTTGTATG
CCGGATGGTTCGGCCGGTATCACTG 
>locus_IS407-c_LMG21461 
GGCATTCCGATCGCACAGCACGGCCATCGCGCCACATGTGGCTGTCACCTGATATCGAGTCTCGTATGATCGGA
TCAAGACACTGTATTTGCTCGCCTGTGGCTGGCACCGACCCTTCAGCAACGGAAAAGTTCGCCGTGAAGTTGCC
CCTGATCATCCTGTCGTGCGTGGTGATGTTGATGCTCTCGGATGGAGCGCGGGCCCAAGCCACCGATGGCACG
GATCCGGATGCGCCCATCGTGGCGAAATTCCATCACATCCGGCCGTACGAAATCACGGAGGACACTCCCATCG
CTGTTGGCTTGGAAACGGGTGATCCCGGAATTGGCGGCATGATGATCGGCATCGTGTCGCTCAACGTCTATGAC
CGTTTTGGCAACGTTGCCATTCCGAAGGGAAGCAAGCTGATCGGACAAACGATCAGGCAGGTGAACGACCGCC
GTGAGGTTCAGTGGAGCGGCTTGCAGCTGCCTGGCACAGCTACTTTGCAGTTTGATCCGCCGCTTGAGGGTTGT
ATGCCGGATGGTTCGGCCGGTATCACTG 
>locus_IS407-d_B&Bclone 
GAGATCGCAGGTAGCTTAGATTCAGATTGTAGAGATAGTTACCGGTACGGCTGGCGAAGCCTTCGACTACAAC
ACGCTTAAGCCACGTTTCGCAGCTCTTTGCGCGAGCCACCTTCAACACCTCGGGGACGAAGCTGCGAATAAAG
CGCTCGTCGGCCGACCTCTCAAACGAGTGGTGCTGATCGGCGAACAGAACGACT 
>locus_IS407-d_LMG19240 
CGGTACGGCTGGCGAAGCCTTCGACTACAACACGCTTAAGCCATGTTTCGCAGCTCTTTGCGCGAGCCACCTTC
AACACCTCGGGGACGAAGCTGCGAATAAAGCGCTCGTCGGCCGACCTCTCGAACGAGTGGTGCTGATCGGCGA
ACAGAACGACT 
>locus_IS407-d_LMG21461 
GAGATCGCAGGTAGCTTAGATTCAGATTGTAGAGATAGTTACCGGTACGGCTGGCGAAGCCTTCGACTACAAC
ACGCTTAAGCCACGTTTCGCAGCTCTTTGCGCGAGCCACCTTCAACACCTCGGGGACGAAGCTGCGAATAAAG
CGCTCGTCGGCCGACCTCTCAAACGAGTGGTGCTGATCGGCGAACAGAACGACT
>locus_IS407-e_LMG12614 
GGGCCTCGTCGCAAACCATGACCGACCACTTCTGCGCAGCTAAGGAGAATTCCAGGTCGCGCAATGTCTCATA
GGTCGTCAGCACCACGTTTGCCGAACCGAGCCAGTCCGATGCTAAGAGCTTGGGCGAACCCGACTCAATCAAC
CCGTCATCAAGCGCGGACCTCGGCGCTCGCTTTGCCGCGACGTTCGGGCCATACAGCGTGAGGACATCCATCG
CTCCCTCAACGAAAAATTTCTCGATTTCGGCCTTCCAATTGTCCAGCAACGAAACGGGCGCGACGACCAAGAA
TGGATCGATGCGGGGCTC 
>locus_IS407-e_LMG18826 
ATCGAGAAATTTTTCGTTGAGGGAGCGATGGATGTCCTCACGCTGTATGGCCCGAACGTCGCGGCAAAGCGAG
CGCCGAGGTCCGCGCTTGATGACGGGTTGATTGAGTCGGGTTCGTCTGACCTGCCCCCATCAATAGGGCCAATG
GGCTTCTAGCAAAGTCCCTTTAAACCAACTCCTGGAAAGCGGCAGGAGTATCCGCGGTTGCCCGATGTTTCGCC
GCAAACTCTGACGGCGCAAGGTAGTTCAGTGCGCTGTGCGGCCTTTGCTCGTTGTAGTCCTGACGCCATGCCGC
GATGACTGCCCGAGCATGCGCGAGCGTCGTGAACCAGTGCTCGTTAAGGCATTCGTCGCGGAACTTGCCGTTG
AACGATTCGATGTACGCATTCTGCGTTGGCTTGCCCGCCTGAATCAACTTCAGAGCGACGCCGTTCGCATACGC
CCACTGGTCAAGCGCGCGGCTCGTAAATTCGGGGCCCTGGTCTGTTCGCACCGCCTTGGGATAGCCACGGAAG
CGAGCTGCGCGGTCCAATGCCCGAGCGACATACAAACCTGAGATGCCATGGTCGACAACGATGTCGACAGCCT
CTTTTCGTGAAGTCGTCGACGACGGTCAGGCACTTCACGCGCCGGCCGTTGGAAAGCGCATCCATCACGAAAT
CGATTGACCACACCTCGTTGGGGGCGCCCGGCAATGCCAGTTGCTCGCGCTCAATCATTACGCCGTGGCGCTTG
CGACGGCGCCGCACAGCCAGCCCTGCCTCACGGTACAGGCGATAGATGCGCTTGTGATTGGCGTGCGTGCCTT
CGCGTTCCACTAGGGCGTGCAATCGGCGGTAGCCGAATCGACGACGTTCGTGTGCCAACTCCACCAGACGCGC
CGCTAGCACCTCATTCTCGTGGTCTGGCTTCGCGTCGTAATGCAGCACGCTGCGAGAAAGCCCGACAAGCCGG
CAGGCGCGGCGCTCGGAGATGTTGACCTTCCCCCGAATCGCCGATACTGCTTCGCGTTTGGCTTGCGGGCTCAG
GGCTTTCCCTTGACGACGACCTTCAACGCTTCCATATCGAGCATTGCTTCGGCCAGCAGCTTCTTCAGCCGGGC
ATTCTCCACCCTCGAGGTTCTTGAGCCGGCGGGCTTCCGAGACCTCCATGCCGCCGAACTTCGCACGCCAAGTG
GTAGAACGACGCATCACTGAACCCGTGCTTCCTGCACAGTTCCTTGACCGGCATACCGGCCTCGGCTTCCTTCA
GAAACCCGATGATTTGCTGTTCCGTAAAGCGCTTCTTCATGTTCGTCTTCTTCTCCGAAAACGAACTTTACTAGA
CTCCGGCTGGCCCTGTTTGCAGGGGGCAGGTCACGCCCAAGCTCTTAGCATCGGACTGGCTCGGTTCGGCAAA
CGTGGTGCTGACGACCTATGAGACATTGCGCGACCTGGA 
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>locus_IS407-e_LMG21461 
GGGCCTCGTCGCAAACCATGACCGACCACTTCTGCGCAGCTAAGGAGAATTCCAGGTCGCGCAATGTCTCATA
GGTCGTCAGCACCACGTTTGCCGAACCGAGCCAGTCCGATGCTAAGAGCTTGGGCGAACCCGACTCAATCAAC
CCGTCATCAAGCGCGGACCTCGGTGCTCGCTTTGCCGCGACGTTCGGGCCATACAGCGTGAGGACATCCATCG
CTCCCTCAACGAAAAATTTCTCGATTTCGGCCTTCCAATTGTCCAGCAACGAAACGGGCGCGACGACCAAGAA
TGGATCG 
>locus_ IS407-f_ B&Bclone 
CCTGTAGATCGGCGCCGTGTGAAAGCACTGGCCGCGATCCAGAGCGACATGTTGGATTCTCGTGTGTGATACA
CACAACCTAAATTACTGCTTCTTCCAAGATTGGTTGCGCTGCGAAGCAACGCAACAACCCCCTTTGCCTGATGA
CCATAGCGAGTCGGTCCCACCCCTTCCCATCCCGAACAGGACCGTGAAACGACTCTACGCCGATGATAGTGCG
GATTCCCGTGTGAAAGTAGGTAATCGTCAGGCTCCCTAAGCCAGAAACCCCCGCCCGACAAGGCGGGGGTTTT
TGCATTGGCGTGCCAGAAAAGCGTGCGGCGAAGCGCGAAACGGTATGCGCGCCAGATCAGATCCTCCGGCTCC
CGCCACCAAGCCGTCCCCCGAACAAAGTCCCGCGATTTGATACGATCGAACTGTCGTCGACAATGGCATCCGC
CGACGTTCGTGTTC 
>locus_IS407-f_LMG21461 
CTGTAGATCGGCGCCGTGTGAAAGCACTGGCCGCGATCCAAAGCGACAAGTTGGATTCTCGTGTGTGATACAC
ACAACTCAAAATTACTGCTTCTTCCAAGATTGGTTGCGCTGCGAAGCAACGCAACAACCCTCTTTGCCTGATGA
CCATAGCGAGTCGGTCCCACCCCTTCCCATCCCGAACAGGACCGTGAAACGACTCTACGCCGATGATAGTGCG
GATTCCCGTGTGAAAGTAGGTAATCGTCAGGCTCCCCTCAAGCCAGAAACCCCCGCCCGACAAGGCGGGGGTT
TTTGCATTTGAGCGGCGCAAAATAGCATGCAGGAAGGCGCGCCCCTTCTCGTACCGGCGACGTGCGCGCCAGC
TCAGCTCGGCTGCGTTCCGCCACCAAACCCGGCCCCGAAACGAACTCCCCATTTTGATACGATCTACGTGTCGT
CAACGTCGGCATCCGTCGGCGTTCGTGTTC  
>locus_IS407-g_LMG12614 
TTAGTACTGCGCGAAGGCATGGTTTTCACCATAGAGCCGATGGTGAACCAAGGACGACGTGCCATTCGAACTG
AGGACGACGGCTGGACGGTCGTCACGCGCGACGGGCAACTGTCGGCTCAGTTCGAGCATACCGTTGCCGTCAC
CGGGAGCGGCGTGCGTGTCTTGACACTGCGCCCGGGCGAAAAAGCGTTGCACTGATCCAGTGTGGTAGCGATA
CGGACTTTCGCTCAGGACCTGACTTTGCCTTCGGATAAGAACACGCCGTTGCCGGCGTGCTCTCGGTGCGTGTC
AAGGTAGTTGTCGCCTGATCTCATGA 
>locus_IS407-g_LMG18826 
GACGACGTGCCATTCGAACTGAGGACGACGGCTGGACGGTCGTCACGCGCGACGGGCAACTGTCGGCTCAGTT
CGAGCATACCGTGACCTGCCCCCTGCAAACAGGGCCAGCCGGAGTCTAGTAAAGTTCGTTTTCGGAGAAGAAG
ACGAACATGAAGAAGCGCTTTACGGAACAGCAAATCATCGGGTTTCTGAAGGAAGCCGAGGCCGGTATGCCG
GTCAAGGAACTGTGCAGGAAGCACGGGTTCAGTGATGCGTCGTTCTACACTTGGCGTGCGAAGTTCGGCGGCA
TGGAGGTCTCGGAAGCCCGCCGGCTCAAGAACCTCGAGGTGGAGAATGCCCGGCTGAAGAAGCTGCTGGCCG
AAGCAATGCTCGATATGGAAGCGTTGAAGGTCGTCGTCAAGGGAAAGCCCTGAGCCCGCAAGCCAAACGCGA
AGCAGTATCGGCGATTCGGGGGAAGGTCAACATCTCCGAGCGCCGCGCCTGCCGGCTTGTCGGGCTTTCTCGC
AGCGTGCTGCATTACGACGCGAAGCCAGACCACGAGAATGAGGTGCTAGCGGCGCGTCTGGTGGAGTTGGCAC
ATGAACGTCGTCGATTCGGCTACCGCCGATCGCCGGCAACGGCGTGTTCTTATCCGAAGGCAAAGTCAGGTCC
TGAGCGAAAGTCCGTATCGCTACCACACTGGATCAGTGCAACGCTTTTTCGCCCGGGCGCAGTGTCAAGACAC
GCACGCCGCTCCCGGTGACGGCAACGGTTGACCTGCCCCCATCAATAGGGCCAATGGGCTTCTAGCAAAGTCC
CTTTAAACCAACTCCTGGAAAGCGGCAGGAGTATCCGCGGTTGCCCGATGTTTCGCCGCAAACTCTGACGGCG
CAAGGTAGTTCAGTGCGCTGTGCGGCCTTTGCTCGTTGTAGTCCTGACGCCATGCCGCGATGACTGCCCGAGCA
TGCGCGAGCGTCGTGAACCAGTGCTCGTTAAGGCATTCGTCGCGGAACTTGCCGTTGAACGATTCGATGTACGC
ATTCTGCGTTGGCTTGCCCGCCTGAATCAACTTCAGAGCGACGCCGTTCGCATACGCCCACTGGTCAAGCGCGC
GGCTCGTAAATTCGGGGCCCTGGTCTGTTCGCACCGCCTTGGGATAGCCACGGAAGCGAGCTGCGCGGTCCAA
TGCCCGAGCGACATACAAACCTGAGATGCCATGGTCGACAACGATGTCGACAGCCTCTTTCGTGAAGTCGTCG
ACGACGGTCAGGCACTTCACGCGCCGGCCGTTGGAAAGCGCATCCATCACGAAATCGATTGACCACACCTCGT
TGGGGGCGCCCGGCAATGCCAGTTGCTCGCGCTCAATCATTACGCCGT 
>locus_IS407-i_LMG12614 
CTAAGTTCGATATTGGTCAGAGTGACTAGATCGAGCGAGAACGACATGAAGCATCGGCCACGACGGGGAATAT
AGATGTATTTTCCGCCGTGGCTTTTAATCTGCTATTGGAGCGGCCCCACGTATCTGAGGACACGAGGACTCTCT
TAAAATAAGGGATAGTCTTGTGCCTATCAGTAAGCCTGGTCATTACGTGGAAAGCATCGAAATTCTGACCGAG
CCGGAGCGCCGTCGGCGGCGCACGGCGCAAGAAAAAATCGCCATCGTGCAGGAAACATTGGAGCCGGGAGCA
TCGGTGTCGGCCGTTGCACGTCGGCACGGCGTAATGATTGAGCGCGAGCAACTGGCATTGCCAGGCGCACCCA
ACGAGGTGTGGTCAATCGATTTCGTGATGGATGCGCTTTCCAACGGCCGGCGCGTGAAGTGCCTGACCGTCGTC
GACGATTTCACGAAAGAGGCTGTCGACATCGTCGTCGACCATGGTATCTCAGGTTTATATGTCGCTCGGGAGCA
TTGGACCGTGCAGCTCGCTTCCGTGGCTATCCCAAGGCGGTGCGAACAGACCAGGGACCCGAATTTACGAGCC
GCGCGCTTGACCAGTGGGCATATGCGAACGGCGTCACTCTGAAGTTGATTCAGGCGGGCAAGCCAACGCAGAA
TGCGTACATCGAATCGTTCAACGGCAAATTCCGCGACGAATGCCTTAACGAGCACTGGTTCACGACGCTCGCG
CACGCTCGGGCTGTCATCGCGGCATGGCGTCAGGACTACAACGAGCAACGGCCGCACAGTGCACTGAACTACC
TTGCGCCGTCAGAGTTTGCGGCGAAACATCGGGCAACCGCGGATGCTCCTGCCGCTTTCCAGGAGCTGGTTTAA
AGGGACTTTGCTAGAAGCCCA 
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>locus_IS407-i_LMG18826 
CTAAGTTCGATATTGGTCAGAGTGACTAGATCGAGCGAGAACGACATGAAGCATCGGCCACGACGGGGAATAT
AGATGTATTTTCCGCCGTGGCTTTTAATCTGCTATTGGAGCGGCCCCACGTATCTGAGGACACGAGGACTCTCT
TAAAATAAGGGATAGTCTTGTGCCTATCAGTAAGCCTGGTCATTACGTGGAAAGCATCGAAATTCTGACCGAG
CCGGAGCGCCGTCGGCGGCGCACGGCGCAAGAAAAAATCGCCATCGTGCAGGAAACATTGGAGCCGGGAGCA
TCGGTGTCGGCCGTTGCACGTCGGCACGGCGTAATGATTGAGCGCGAGCAACTGGCATTGCCAGGCGCACCCA
ACGAGGTGTGGTCAATCGATTTCGTGATGGATGCGCTTTCCAACGGCCGGCGCGTGAAGTGCCTGACCGTCGTC
GACGATTTCACGAAAGAGGCTGTCGACATCGTCGTCGACCATGGTATCTCAGGTTTATATGTCGCTCGGGAGCA
TTGGACCGTGCAGCTCGCTTCCGTGGCTATCCCAAGGCGGTGCGAACAGACCAGGGACCCGAATTTACGAGCC
GCGCGCTTGACCAGTGGGCATATGCGAACGGCGTCACTCTGAAGTTGATTCAGGCGGGCAAGCCAACGCAGAA
TGCGTACATCGAATCGTTCAACGGCAAATTCCGCGACGAATGCCTTAACGAGCACTGGTTCACGACGCTCGCG
CACGCTCGGGCTGTCATCGCGGCATGGCGTCAGGACTACAACGAGCAACGGCCGCACAGTGCACTGAACTACC
TTGCGCCGTCAGAGTTTGCGGCGAAACATCGGGCAACCGCGGATGCTCCTGCCGCTTTCCAGGAGCTGGTTTAA
AGGGACTTTGCTAGAAGCCCAT 
>locus_IS407-i_LMG16654 
CTAAGTTCGATATTGGTCAGAGTGACTAGATCGAGCGAGAACGACATGAAGCATCGGCCACGACGGGGAATAT
AGATGTATTTTCCGCCGTGGCTTTTAATCTGCTATTGGAGCGGCCCCACGTATCTGAGGACACGAGGACTCTCT
TAAAATAAGGGATAGTCTTGTGCCTATCAGTAAGCCTGGTCATTACGTGGAAAGCATCGAAATTCTGACCGAG
CCGGAGCGCCGTCGGCGGCGCACGGCGCAAGAAAAAATCGCCATCGTGCAGGAAACATTGGAGCCGGGAGCA
TCGGTGTCGGCCGTTGCACGTCGGCACGGCGTAATGATTGAGCGCGAGCAACTGGCATTGCCAGGCGCACCCA
ACGAGGTGTGGTCAATCGATTTCGTGATGGATGCGCTTTCCAACGGCCGGCGCGTGAAGTGCCTGACCGTCGTC
GACGATTTCACGAAAGAGGCTGTCGACATCGTCGTCGACCATGGTATCTCAGGTTTATATGTCGCTCGGGAGCA
TTGGACCGTGCAGCTCGCTTCCGTGGCTATCCCAAGGCGGTGCGAACAGACCAGGGACCCGAATTTACGAGCC
GCGCGCTTGACCAGTGGGCATATGCGAACGGCGTCACTCTGAAGTTGATTCAGGCGGGCAAGCCAACGCAGAA
TGCGTACATCGAATCGTTCAACGGCAAATTCCGCGACGAATGCCTTAACGAGCACTGGTTCACGACGCTCGCG
CACGCTCGGGCTGTCATCGCGGCATGGCGTCAGGACTACAACGAGCAACGGCCGCACAGTGCACTGAACTACC
TTGCGCCGTCAGAGTTTGCGGCGAAACATCGGGCAACCGCGGATGCTCCTGCCGCTTTCCAGGAGCTGGTTTAA
AGGGACTTTGCTAGAAGCCCA 
>locus_IS407-i_LMG19240 
GGTGGATGTAAATGCAACTAAGTTCGATATTGGTCAGAGTGACTAGATCGAGCGAGAACGACATGAAGCATCG
GCCACGACGGGGAATATAGATGTATTTTCCGCCGTGGCTTTTAATCTGCTATTGGAGCGGCCCCACGTATCTGA
GGACACGAGGACTCTCTTAAAATAAGGGATAGTCTTGTGCCTATCAGTAAGCCTGGTCATTACGTGGAAAGCA
TCGAAATTCTGACCGAGCCGGAGCGCCGTCGGCGGCGCACGGCGCAAGAAAAAATCGCCATCGTGCAGGAAA
CATTGGAGCCGGGAGCATCGGTGTCGGCCGTTGCACGTCGGCACGGCGTAATGATTGAGCGCGAGCAACTGGC
ATTGCCAGGCGCACCCAACGAGGTGTGGTCAATCGATTTCGTGATGGATGCGCTTTCCAACGGCCGGCGCGTG
AAGTGCCTGACCGTCGTCGACGATTTCACGAAAGAGGCTGTCGACATCGTCGTCGACCATGGTATCTCAGGTTT
ATATGTCGCTCGCGAGCATTGGACCGTGCAGCTCGCTTCCGTGGCTATCCCAAGGCGGTGCGAACAGACCAGG
GACCCGAATTTACGAGCCGCGCGCTTGACCAGTGGGCATATGCGAACGGCGTCACTCTGAAGTTGATTCAGGC
GGGCAAGCCAACGCAGAATGCGTACATCGAATCGTTCAACGGCAAATTCCGCGACGAATGCCTTAACGAGCAC
TGGTTCACGACGCTCGCGCACGCTCGGGCTGTCATCGCGGCATGGCGTCAGGACTACAACGAGCAACGGCCGC
ACAGTGCACTGAACTACCTTGCGCCGTCAGAGTTTGCGGCGAAACATCGGGCAACCGCGGATGCTCCTGCCGC
TTTCCAGGAGCTGGTTTAAAGGGACTTTGCTAGAAGCCCATT 
>locus_IS407-i_LMG21461 
TGCAACTAAGTTCGATATTGGTCAGAGTGACTAGATCGAGCGAGAACGACATGAAGCATCGGCCACGACGGGC
AATATAGATGTATTTTCCGCCGTGGCTTTTAATCTGCTATTGGAGCGGCCCCACGTATCTGAGGACACGAGGAC
TCTCTTAAAATAAGGGATAGTCTTGTGCCTATCAGTAAGCCTGGTCATTACGTGGAAAGCATCGAAATTCTGAC
CGAGCCGGAGCGCCGTCGGCGGCGCACGGCGCAAGAAAAAATCGCCATCGTGCAGGAAACATTGGAGCCGGG
AGCATCGGTGTCGGCCGTTGCACGTCGGCACGGCGTAATGATTGAGCGCGAGCAACTGGCATTGCCAGGCGCA
CCCAACGAGGTGTGGTCAATCGATTTCGTGATGGATGCGCTTTCCAACGGCCGGCGCGTGAAGTGCCTGACCG
TCGTCGACGATTTCACGAAAGAGGCTGTCGACATCGTCGTCGACCATGGTATCTCAGGTTTATATGTCGCTCGA
GAGCATTGGACCGTGCAGCTCGCTTCCGTGGCTATCCCAAGGCGGTGCGAACAGACCAGGCACCCGAATTTAC
GAGCCGCGCGCTTGACCAGTGGGCATATGCGAACGGCGTCACTCTGAAGTTGATTCAGGCGGGCAAGCCAACG
CAGAATGCGTACATCGAATCGTTCAACGGCAAAGTTCCGCGACGAATGCCTTAACGAGCACTGGTTCACGACG
CTCGCGCACGCTCGGGCTGTCATCGCGGCATGGCGTCAGGACTACAACGAGCAACGGCCGCACAGTGCACTGA
ACTACCTTGCGCCGTCAGAGTTTGCGGCGAAACATCGGGCAACCGCGGATGCTCCTGCCGCTTTCCAGGAGCT
GGTTTAAAGGGACTTTGCTAGAAGCCCATTGGC 
>locus_IS407-J_LMG12614 
GCAATATGCTCGTCGTGGTTGTGCTCTGCCGAGTAGAACAAGATCACATGCAAATGCAAGCCCGTGTCCTCGCC
TTGTTCGATAGCCCATACGTAGTTCGCAATACCTGACATCAACGTATTAAACCGACGAGCGGCGAAGAAGCGG
TCACGATGCTGCTGGATCACTTCCGGCGTAATCCAGCGACGAAACTGAGGTTTGTAGCGCAACGTCAATGACA
GCACCAACCAACGCGATCTACCCGTCTCCTTCGAGAACATGGCCTCCTCCAACGCGAGTACATTTGTCTTATTC
T 
>locus_IS407-J_LMG16654 
GATCTGCTTGGCAATATGCTCGTCGTGGTTGTGCTCTGCCGAGTAGAACAAGATCACATGCAAATGCAAGCCC
GTGTCCTCGCCTTGTTCGATAGCCCATACGTAGTTCGCAATACCTGACATCAACGTATTAAACCGACGAGCGGC
GAAGAAGCGGTCACGATGCTGCTGGATCACTTCCGGCGTAATCCAGCGACGAAACTGAGGTTTGTAGCGCAAC
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GTCAATGACAGCACCAACCAACGCGATCTACCCGTCTCCTTCGAGAACATGGCCTCCTCCAACGCGAGTACATT
TGTCTTATTCTTCCTTGCGTTA 
>locus_IS407-J_LMG18826 
AGGAGGCCATGTTCTCGAAGGAGACGGGTAGATCGCGTTGGTTGGTGCTGTCATTGACGTTGCGCTACAAACC
TCAGTTTCGTCGCTGGATTACGCCGGAAGTGATCCAGCAGCATCGTGACCGCTTCTTCGCCGCTCGTCGGTTTA
ATACGTTGATGTCAGGTATTGCTGACCTGCCCCCATCAATAGGGCCAATGGGCTTCTAGCAAAGTCCCTTTAAA
CCAACTCCTGGAAAGCGGCAGGAGTATCCGCGGTTGCCCGATGTTTCGCCGCAAACTCTGACGGCGCAAGGTA
GTTCAGTGCGCTGTGCGGCCTTTGCTCGTTGTAGTCCTGACGCCATGCCGCGATGACTGCCCGAGCATGCGCGA
GCGTCGTGAACCAGTGCTCGTTAAGGCATTCGTCGCGGAACTTGCCGTTGAACGATTCGATGTACGCATTCTGC
GTTGGCTTGCCCGCCTGAATCAACTTCAGAGCGACGCCGTTCGCATACGCCCACTGGTCAAGCGCGCGGCTCGT
AAATTCGGGGCCCTGGTCTGTTCGCACCGCCTTGGGATAGCCACGGAAGCGAGCTGCGCGGTCCAATGCCCGA
GCGACATACAAACCTGAGATGCCATGGTCGACAACGATGTCGACAGCCTCTTTCGTGAAGTCGTCGACGACGG
TCAGGCACTTCACGCGCCGGCCGTTGGAAAGCGCATCCATCACGAAATCGATTGACCACACCTCGTTGGGGGC
GCCCGGCAATGCCAGTTGCTCGCGCTCAATCATTACGCCGTGGCGCTTGCGACGGCGCCGCACAGCCAGCCCT
GCCTCACGGTACAGGCGATAGATGCGCTTGTGATTGGCGTGCGTGCCTTCGCGTTCCACTAGGGCGTGCAATCG
GCGGTAGCCGAATCGACGACGTTCGTGTGCCAACTCCACCAGACGCGCCGCTAGCACCTCATTCTCGTGGTCTG
GCTTCGCGTCGTAATGCAGCACGCTGCGAGAAAGCCCGACAAGCCGGCAGGCGCGGCGCTCGGAGATGTTGAC
CTTCCCCCGAATCGCCGATACTGCTTCGCGTTTGGCTTGCGGGCTCAGGGCTTTCCCTTGACGACGACCTTCAA
CGCTTCCATATCGAGCATTGCTTCGGCCAGCAGCTTCTTCAGCCGGGCATTCTCCACCTCGAGGTTCTTGAGCC
GGCGGGCTTCCGAGACCTCCATGCCGCCGAACTTCGCACGCCAAGTGTAGAACGACGCATCACTGAACCCGTG
CTTCCTGCACAGTTCCTTGACCGGCATACCGGCCTCGGCTTCCTTCAGAAACCCGATGATTTGCTGTTCCGTAA
AGCGCTTCTTCATGTTCGTCTTCTTCTCCGAAAACGAACTTTACTAGACTCCGGCTGGCCCTGTTTGCAGGGGGC
AGGTCATTGCGAACTACGTATGGGCTATCGAACAAGGCGAGGACACGGGCTTGCATTTGCATGTGATC 
>locus_IS407-J_LMG21461 
GATCTGCTTGGCAATATGCTCGTCGTGGTTGTGCTCTGCCGAGTAGAACAAGATCACATGCAAATGCAAGCCC
GTGTCCTCGCCTTGTTCGATAGCCCATACGTAGTTCGCAATACCTGACATCAACGTATTAAACCGACGAGCGGC
GAAGAAGCGGTCACGATGCTGCTGGATCACTTCCGGCGTAATCCAGCGACGAAACTGAGGTTTGTAGCGCAAC
GTCAATGACAGCACCAACCAACGCGATCTACCCGTCTCCTTCGAGAACATGGCCTCCTCCAACGCGAGTACATT
TGTCTTATTCTTCCTTGCGTTA 
>locus_IS407-J_LMG19240 
GATCTGCTTGGCAATATGCTCGTCGTGGTTGTGCTCTGCCGAGTAGAACAAGATCACATGCAAATGCAAGCCC
GTGTCCTCGCCTTGTTCGATAGCCCATACGTAGTTCGCAATACCTGACATCAACGTATTAAACCGACGAGCGGC
GAAGAAGCGGTCACGATGCTGCTGGATCACTTCCGGCGTAATCCAGCGACGAAACTGAGGTTTGTAGCGCAAC
GTCAATGACAGCACCAACCAACGCGATCTACCCGTCTCCTTCGAGAACATGGCCTCCTCCAACGCGAGTACATT
TGTCTTATTCTTCCTTGCGTTA 
>locus-IS407-k_LMG12614 
TCGGCTTGGAATTATTGTGACAAGGCGGAAGGCTTGTCGGCCTGGTACCGTCACATCGTCGAAGCCAACGACT
TTACCGATGTCTTCCTGTTTGGCGATTGCCGCGAAATCCATCGACCGATACATGCAGTCGTTCAGGATCTCGGC
CTGCGCGTACACGTTTTCGAGGAGGGCTATGTTCGTCCCCACTGGATCACGATGGAGCATCACGGCGTCAATG
G 
>locus_IS407-k_LMG21461 
GCAACGAGCGACCATTGACGCCGTGATGCTCCATCGTGATCCAGTGGGGACGAACATAGCCCTCCTCGAAAAC
GTGTACGCGCAGGCCGAGATCCTGAACGACTGCATGTATCGGTCGATGGATTTCGCGGCAATCGCCAAACAGG
AAGACATCGGTAAAGTCGTTGGCTTCGACGATGTGACGGTACCAGGCCGACAAGCCTTCCGCCTTGTCACAAT
AATTCCAAGCCG 
>locus_IS407-k_LMG18826 
CTGGTACCGTCACATCGTCGAAGCCAACGACTTTACCGATGTCTTCCTGTTTGGCGATTGCCGCGAAATCCATC
GACCGATACATGCAGTCGTTCAGGTGACCTGCCCCCTGCAAACAGGGCCAGCCGGAGTCTAGTAAAGTTCGTT
TTCGGAGAAGAAGACGAACATGAAGAAGCGCTTTACGGAACAGCAAATCATCGGGTTTCTGAAGGAAGCCGA
GGCCGGTATGCCGGTCAAGGAACTGTGCAGGAAGCACGGGTTCAGTGATGCGTCGTTCTACACTTGGCGTGCG
AAGTTCGGCGGCATGGAGGTCTCGGAAGCCCGCCGGCTCAAGAACCTCGAGGTGGAGAATGCCCGGCTGAAG
AAGCTGCTGGCCGAAGCAATGCTCGATATGGAAGCGTTGAAGGTCGTCGTCAAGGGAAAGCCCTGAGCCCGCA
AGCCAAACGCGAAGCAGTATCGGCGATTCGGGGGAAGGTCAACATCTCCGAGCGCCGCGCCTGCCGGCTTGTC
GGGCTTTCTCGCAGCGTGCTGCATTACGACGCGAAGCCAGACCACGAGAATGAGGTGCTAGCGGCGCGTCTGG
TGGAGTTGGCACACGAACGTCGTCGATTCGGCTACCGCCGATTGCACGCCCTAGTGGAACGCGAAGGCACGCA
CGCCAATCACAAGCGCATCTATCGCCTGTACCGTGAGGCAGGGCTGGCTGTGCGGCGCCGTCGCAAGCGCCAC
GGCGTAATGATTGAGCGCGAGCAACTGGCATTGCCGGGCGCCCCCAACGAGGTGTGGTCAATCGATTTCGTGA
TGGATGCGCTTTCCAACGGCCGGCGCGTGAAGTGCCTGACCGTCGTCGACGACTTCACGAAAGAGGCTGTCGA
CATCGTTGTCGACCATGGCATCTCAGGTTTGTATGTCGCTCGGGCATTGGACCGCGCAGCTCGCTTCCGTGGCT
ATCCCAAGGCGGTGCGAACAGACCAGGGCCCCGAATTTACGAGCCGCGCGCTTGACCAGTGGGCGTATGCGAA
CGGCGTCGCTCTGAAGTTGATTCAGGCGGGCAAGCCAACGCAGAATGCGTACATCGAATCGTTCAACGGCAAG
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TTCCGCGACGAATGCCTTAACGAGCACTGGTTCACGACGCTCGCGCATGCTCGGGCAGTCATCGCGGCATGGC
GTCAGGACTACAACGAGCAAAGGCCGCACAGCGCACTGAACTACCTTGCGCCGTCAGAGTTTGCGGCGAAACA
TCGGGCAACCGCGGATACTCCTGCCGCTTTCCAGGAGTTGGTTTAAAGGGACTTTGCTAGAAGCCCATTGGCCC
TATTGATGGGGGCAGGTCACAGGATCTCGGCCTGCGCGTACACGTTTTCGAGGAGGGCTATGTTCGTCCCCAC 
>locus_IS407-l_LMG12614 
GTCCTTTTGCGCATCAACGAGGCGCGCGTCGTCCTGCCGTTGCGGCATACGATTTCAGTTGCGCAGTGACTGCG
CGATTAGGCGGGGAGGGTGAAAATTAAATGAGGGTGAAGACTATTCCGACCGGAACCTGACAGACGCCGCCT
TGAATTGCGGCCTTCAGAACTTTCCACGCGTACGCCGTACCGTCAGTGGTATCAACCGATACGGTGACGTTGCG
ACGGCTCGGGAACGTGACGGATATGGCGTTGGTTTGATCGACGCCCGCGCCAAGCTGAGTTTCGTTGGCACCG
TCAGCACCGTTGGTCCCGGTCAGGAAGCGTTGGATTCGCCGCTTGAGCCACGGCACGGAAAACACGTAACCAT
CGCCCTTGTAGAGGTTCCACGTGGCGATGCGCTTATAGATATCGTCCGTCGCTACGTACGTTTCCGTTACTTCGC
GCTTCGTGTACGCGTTGTACTCGATGGAGTTGTACGGAGTGCTGTTGTATGGCCCCTTGTCCGCGATCATTGCG
GCCGGGAGTGCGGGGCGTTGGATGCCGTATAGGTTGTTCAGCAGGTAATCCAGACCGGCCCCTTGAGTCACGG
TGTTCCCGACATAGATCGGAAATTCAATCGAGTTGAACCAGTCTAGATAGTCTTGAGCGACCCCGTTGTAGGCA
TCCGTAAACGCGCGGATGTTGGGGTCGTTCTGATATTGGTAGAACAGATATGCATTCCACGGCGCGGCCATAA
CCTGAATGTTCTGATTCGGGTACATGATTGCCTTGTATTCGGCAATGTTGTACGTCATCGCAATCCAGTAGCCG
GACGAGTCGATCAACTCTACGTTGTCGCCATCAGGTGTTTGAATAGGTGTTATTGGCATTCTTTTACCTACATTG
TTTTACTCCGTTTTGATTACGGAATGAAATTTCCTTTGTTCAACCATTCAAGCAAGAGTCCCAATCCCCGGAATA
TTTCGCCGCCCCAAAAGCCGTAAAAGTAGTGCCCGCCCGGCCAGCTTGAAAACGAACCGCTCATGTCGGCATA
CGAACCCTTGCCGATTACGTAGGTAAGGTTGAATTGCGTGAGCAGCCCTTTAATTACTTGCTCGGGAATTCCTG
TCTTATCACCTGCGTTGAGCATTTCGACGCAAGCAGACAGGAACAGGCCGGTCATGTGTCCGACGTTATCGGG
GTCGTTCCGCGTAGGGTCCGGGTTGTAGCCGTCGTTGAACGGCGGCGAATTGCGCGGGAACTTGGATGGAGTC
AGTCCGCCGTTGTTCGTCTGGAAGTCCAGTAGGAACTTGGCCCAGTTCTGGCAGACCGTAACGAGCTTCGGATT
GACGGGCTTACCTTGGCGCACCAGCTCGGCCCACAGGTGACACGCTGACCACATACCGCGCGCCTCATATCCC
GCCCACGGATACGGTTGGTCCGAACCCCAATCGAAGGTATTGATTGCTCCTTCGCCTAGGTTGTCGTATCGCGG
CCAAACGTACAGCGGGCAGAACGGACCCAAAACCCCAATGCGTTGCTGATACGCAATCTGCGCGTCGTACCAA
AACTGAATCACGTTGTCGTAGTAGTCCGGCAGACCGGCGTTGAGCCAATTAACCGGATACTGGTAGCCCGTGT
ACGGGGTTCCGCGCCAGAATTCGTTACGGCGTAGGGTCGGGGAGTACTGATTGGAGAACGGCACCACACCCGG
CGTG 
>locus_IS407-m_LMG21461 
GTGTCGTGATGGACTGCATCGTGCGTCAAGAATCGATCAAGAAATCAGGGGATTACCGCGGGAAGTCGAGGTC
TGCTACGAGAGTAGACGACATTATTTTGGTGAGATTTTCAATAAAGCCGTCAACTCGTGTCCCGAGTGCCTTGG
TCTACGGGGATTCTGGAGTGACGGAATTATTTTGATGTCTACGCCGGGACGTGGAGTACGGCGTCAACCCGAT
ATCCCACCCGGAGATTCGAATAGCCCCGCCATCCGCCCCCGCCGTTGCGCGAGTTCGGACATCTGTTCGGCCGT
GGGCAGATAGACCGCAATCTCTCTGGCCCAGCGCCCCAGCCCCTGAATCTCCAGTTCGAGCCGAATCGGCAGC
CGCTGATTTGTCGGCGCTTCCTGCGAGCAATTCAAGCTGACGTACCCGCGTCACGCAGCGCAGCGGCGTAGTTT
CCCGTTTACCG  
>locus_IS407-n_LMG12614 
CGCTCGTATGAATCGGACCCGTAGCGCCGGCCACAGTAGATGTCGCGCAGACCGCCTTCCGGAGATACGTCGA
GCTTTGACGAAAGTGCCCACGCGGCCCCCAGGCTGTTGCTTTCGTCGCCACACGATGGAATGACGTAGAAGTC
TGCGATTGACGGATGTTGGCTCAGGTGTTGATTTAGCTTGACGTTCATGAAAGCACCTCCCGCCACCGCAAGCG
AGTCAGTTCCGAGTGACCTGCCCCCATCAATAGGGCCAATGGGCTTCTAGCAAAGTCCCTTTAAACCAACTCCT
GGAAAGCGGCAGGAGTATCCGCGGTTGCCCGATGTTTCGCCGCAAACTCTGACGGCGCAAGGTAGTTCAGTGC
GCTGTGCGGCCTTTGCTCGTTGTAGTCCTGACGCCATGCCGCGATGACTGCCCGAGCATGCGCGAGCGTCGTGA
ACCAGTGCTCGTTAAGGCATTCGTCGCGGAACTTGCCGTTGAACGATTCGATGTACGCATTCTGCGTTGGCTTG
CCCGCCTGAATCAACTTCAGAGCGACGCCGTTCGCATACGCCCACTGGTCAAGCGCGCGGCTCGTAAATTCGG
GGCCCTGGTCTGTTCGCACCGCCTTGGGATAGCCACGGAAGCGAGCTGCGCGGTCCAATGCCCGAGCGACATA
CAAACCTGAGATGCCATGGTCGACAACGATGTCGACAGCCTCTTTCGTGAAGTCGTCGACGACGGTCAGGCAC
TTCACGCGCCGGCCGTTGGAAAGCGCATCCATCACGAAATCGATTGACCACACCTCGTTGGGGGCGCCCGGCA
ATGCCAGTTGCTCGCGCTCAATCATTACGCCGTGGCGCTTGCGACGGCGCCGCACAGCCAGCCCTGCCTCACGG
TACAGGCGATAGATGCGCTTGTGATTGGCGTGCGTGCCTTCGCGTTCCACTAGGGCGTGCAATCGGCGGTAGCC
GAATCGACGACGTTCGTGTGCCAACTCCACCAGACGCGCCGCTAGCACCTCATTCTCGTGGTCTGGCTTCGCGT
CGTAATGCAGCACGCTGCGAGAAAGCCCGACAAGCCGGCAGGCGCGGCGCTCGGAGATGTTGACCTTCCCCCG
AATCGCCGATACTGCTTCGCGTTTGGCTTGCGGGCTCAGGGCTTTCCCTTGACGACGACCTTCAACGCTTCCAT
ATCGAGCATTGCTTCGGCCAGCAGCTTCTTCAGCCGGGCATTCTCCACCTCGAGGTTCTTGAGCCGGCGGGCTT
CCGAGACCTCCATGCCGCCGAACTTCGCACGCCAAGTGTAGAACGACGCATCACTGAACCCGTGCTTCCTGCA
CAGTTCCTTGACCGGCATACCGGCCTCGGCTTCCTTCAGAAACCCGATGATTTGCTGTTCCGTAAAGCGCTTCTT
CATGTTCGTCTTCTTCTCCGAAAACGAACTTTACTAGACTCCGGCTGGCCCTGTTTGCAGGGGGCAGGTCAGTC
ACAACGGTGCTCGGCCGACGCTCCGAGCGCGATTGGGCATCTGAGTGAGC 
>locus_IS407-n_LMG18826 
AGCGCACGCTCGTATGAATCGGACCCGTAGCGCCGGCCACAGTAGATGTCGCGCAGACCGCCTTCCGGAGATA
CGTCGAGCTTTGACGAAAGTGCCCACGCGGCCCCCAGGCTGTTGCTTTCGTCGCCACACGATGGAATGACGTA
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GAAGTCTGCGATTGACGGATGTTGGCTCAGGTGTTGATTTAGCTTGACGTTCATGAAAGCACCTCCCGCCACCG
CAAGCGAGTCAGTTCCGAGTGACCTGCCCCCATCAATAGGGCCAATGGGCTTCTAGCAAAGTCCCTTTAAACC
AACTCCTGGAAAGCGGCAGGAGTATCCGCGGTTGCCCGATGTTTCGCCGCAAACTCTGACGGCGCAAGGTAGT
TCAGTGCGCTGTGCGGCCTTTGCTCGTTGTAGTCCTGACGCCATGCCGCGATGACTGCCCGAGCATGCGCGAGC
GTCGTGAACCAGTGCTCGTTAAGGCATTCGTCGCGGAACTTGCCGTTGAACGATTCGATGTACGCATTCTGCGT
TGGCTTGCCCGCCTGAATCAACTTCAGAGCGACGCCGTTCGCATACGCCCACTGGTCAAGCGCGCGGCTCGTA
AATTCGGGGCCCTGGTCTGTTCGCACCGCCTTGGGATAGCCACGGAAGCGAGCTGCGCGGTCCAATGCCCGAG
CGACATACAAACATGAGATGCCATGGTCGACAACGATGTCGACAGCCTCTTTCGTGAAGTCGTCGACGACGGT
CAGGCACTTCACGCGCCGGCCGTTGGAAAGCGCATCCATCACGAAATCGATTGACCACACCTCGTTGGGGGCG
CCCGGCAATGCCAGTTGCTCGCGCTCAATCATTACGCCGTGGCGCTTGCGACGGCGCCGCACAGCCAGCCCTG
CCTCACGGTACAGGCGATAGATGCGCTTGTGATTGGCGTGCGTGCCTTCGCGTTCCACTAGGGCGTGCAATCGG
CGGTAGCCGAATCGACGACGTTCGTGTGCCAACTCCACCAGACGCGCCGCTAGCACCTCATTCTCGTGGTCTGG
CTTCGCGTCGTAATGCAGCACGCTGCGAGAAAGCCCGACAAGCCGGCAGGCGCGGCGCTCGGAGATGTTGACC
TTCCCCCGAATCGCCGATACTGCTTCGCGTTTGGCTTGCGGGCTCAGGGCTTTCCCTTGACGACGACCTTCAAC
GCTTCCATATCGAGCATTGCTTCGGCCAGCAGCTTCTTCAGCCGGGCATTCTCCACCTCGAGGTTCTTGAGCCG
GCGGGCTTCCGAGACCTCCATGCCGCCGAACTTCGCACGCCAAGTGTAGAACGACGCATCACTGAACCCGTGC
TTCCTGCACAGTTCCTTGACCGGCATACCGGCCTCGGCTTCCTTCAGAAACCCGATGATTTGCTGTTCCGTAAA
GCGCTTCTTCATGTTCGTCTTCTTCTCCGAAAACGAACTTTACTAGACTCCGGCTGGCCCTGTTTGCAGGGGGCA
GGTCAGTCACAACGGTGCTCGGCCGACGCTCCGAGCGCGATTGGGCATCTGAGGAGCGGT 
>locus_IS407-n_LMG19240 
TTCAGAGCGACGCCGTTCGCATACGCCCACTGGTCAAGCGCGCGGCTCGTAAATTCGGGGCCCTGGTCTGTTCG
CACCGCCTTGGGATAGCCACGGAAGCGAGCTGCGCGGTCCAATGCCCGAGCGACATACAAACCTGAGATGCCA
TGGTCGACAACGATGTCGACAGCCTCTTTCGTGAAGTCGTCGACGACGGTCAGGCACTTCACGCGCCGGCCGTT
GGAAAGCGCATCCATCACGAAATCGATTGACCACACCTCGTTGGGGGCGCCCGGCAATGCCAGTTGCTCGCGC
TCAATCATTACGCCGTGGCGCTTGCGACGGCGCCGCACAGCCAGCCCTGCCTCACGGTACAGGCGATAGATGC
GCTTGTGATTGGCGTGCGTGCCTTCGCGTTCCACTAGGGCGTG 
>locus_IS407-n_LMG21461 
CGCTCGTATGAATCGGACCCGTAGCGCCGGCCACAGTAGATGTCGCGCAGACCGCCTTCCGGAGATACGTCGA
GCTTTGACGAAAGTGCCCACGCGGCCCCCAGGCTGTTGCTTTCGTCGCCACACGATGGAATGACGTAGAAGTC
TGCGATTGACGGATGTTGGCTCAGGTGTTGATTTAGCTTGACGTTCATGAAAGCACCTCCCGCCACCGCAAGCG
AGTCAGTTCCGAGTGACCTGCCCCCATCAATAGGGCCAATGGGCTTCTAGCAAAGTCCCTTTAAACCAACTCCT
GGAAAGCGGCAGGAGTATCCGCGGTTGCCCGATGTTTCGCCGCAAACTCTGACGGCGCAAGGTAGTTCAGTGC
GCTGTGCGGCCTTTGCTCGTTGTAGTCCTGACGCCATGCCGCGATGACTGCCCGAGCATGCGCGAGCGTCGTGA
ACCAGTGCTCGTTAAGGCATTCGTCGCGGAACTTGCCGTTGAACGATTCGATGTACGCATTCTGCGTTGGCTTG
CCCGCCTGAATCAACTTCAGAGCGACGCCGTTCGCATACGCCCACTGGTCAAGCGCGCGGCTCGTAAATTCGG
GGCCCTGGTCTGTTCGCACCGCCTTGGGATAGCCACGGAAGCGAGCTGCGCGGTCCAATGCCCGAGCGACATA
CAAACCTGAGATGCCATGGTCGACAACGATGTCGACAGCCTCTTTCGTGAAGTCGTCGACGACGGTCAGGCAC
TTCACGCGCCGGCCGTTGGAAAGCGCATCCATCACGAAATCGATTGACCACACCTCGTTGGGGGCGCCCGGCA
ATGCCAGTTGCTCGCGCTCAATCATTACGCCGTGGCGCTTGCGACGGCGCCGCACAGCCAGCCCTGCCTCACGG
TACAGGCGATAGATGCGCTTGTGATTGGCGTGCGTGCCTTCGCGTTCCACTAGGGCGTGCAATCGGCGGTAGCC
GAATCGACGACGTTCGTGTGCCAACTCCACCAGACGCGCCGCTAGCACCTCATTCTCGTGGTCTGGCTTCGCGT
CGTAATGCAGCACGCTGCGAGAAAGCCCGACAAGCCGGCAGGCGCGGCGCTCGGAGATGTTGACCTTCCCCCG
AATCGCCGATACTGCTTCGCGTTTGGCTTGCGGGCTCAGGGCTTTCCCTTGACGACGACCTTCAACGCTTCCAT
ATCGAGCATTGCTTCGGCCAGCAGCTTCTTCAGCCGGGCATTCTCCACCTCGAGGTTCTTGAGCCGGCGGGCTT
CCGAGACCTCCATGCCGCCGAACTTCGCACGCCAAGTGTAGAACGACGCATCACTGAACCCGTGCTTCCTGCA
CAGTTCCTTGACCGGCATACCGGCCTCGGCTTCCTTCAGAAACCCGATGATTTGCTGTTCCGTAAAGCGCTTCTT
CATGTTCGTCTTCTTCTCCGAAAACGAACTTTACTAGACTCCGGCTGGCCCTGTTTGCAGGGGGCAGGTCAGTC
ACAACGGTGCTCGGCCGACGCTCCGAGCGCGATTGGGCATCTGAGTGAGC 
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D. Chapitre 4 
1. Synténie de R. metallidurans CH34  

2. Synténie de P. aeruginosa PA14  
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