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Introduction 

Avant la découverte du support de l’information génétique (Avery et al., 1944) et les 

travaux pionniers de Carl Woese sur la taxonomie (Woese & Fox, 1977), les espèces 

bactériennes étaient essentiellement définies par leurs caractéristiques phénotypiques et 

métaboliques puis par leurs propriétés génomiques comme le pourcentage en G+C. Ces 

critères de classification étaient alors fondés sur la notion que les propriétés phénotypiques et 

génomiques seraient bien définis et relativement stables, évoluant principalement de par les 

erreurs provoquées au cours de la réplication du génome. Cependant, il est très rapidement 

apparu que les génomes présentaient une flexibilité intrinsèque beaucoup plus importante et 

ce, à deux niveaux : structural et fonctionnel. 

La découverte chez les organismes eucaryotes d’éléments génétiques mobiles par 

Barbara McClintock au milieu du vingtième siècle (McClintock, 1953), puis de leur ubiquité 

et de leur extraordinaire diversité chez tous les organismes vivants, y compris les organismes 

microbiens (Mahillon & Chandler, 1998), ont clairement montré la flexibilité structurale et 

fonctionnelle des génomes. Ceci a été confirmé plus récemment au niveau global grâce au 

développement de technologies de séquençage à haut débit par l’étude et la comparaison de 

génomes de divers organismes vivants, dont plusieurs milliers de génomes bactériens présents 

aujourd’hui dans les bases de données. La détermination des profils globaux de transcription 

et des protéines a également révélé une dynamique importante de l’expression des génomes. 

Dans le cas des bactéries, différents mécanismes contribuent à la plasticité du génome, le plus 

anciennement connu correspondant aux mutations liées aux erreurs de réplication. Le taux de 

mutation peut varier suivant l’espèce ou la souche bactérienne suite à des modifications du 

contrôle de la fidélité de la réplication, par exemple suite à des mutations dans les systèmes de 

réparation de l’ADN. Ces cellules bactériennes deviennent alors hypermutatrices par la forte 

augmentation des taux de mutation (Denamur & Matic, 2006). Une proportion importante de 
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souches hypermutatrices a notamment pu être mise en évidence dans des isolats pathogènes 

de Salmonella enterica et Escherichia coli (LeClerc et al., 1996; Denamur et al., 2002). 

Les autres mécanismes contribuant à la plasticité des génomes bactériens incluent la 

recombinaison entre séquences homologues présentes sur les génomes, les mouvements des 

éléments génétiques mobiles (séquences d’insertion IS, plasmides, bactériophages, intégrons) 

et les transferts horizontaux de gènes (la transformation, la transduction et la conjugaison). Au 

niveau structural, ces mécanismes peuvent provoquer des réarrangements très importants de 

l’ADN au sein d’un génome, tels que des insertions, inversions, duplications, amplifications, 

délétions, translocations. Outre les conséquences structurales de ces mécanismes, ils confèrent 

également une grande flexibilité fonctionnelle, conduisant à des modifications de l’expression 

des gènes, mais aussi à des pertes d’information génétique ou à l’acquisition de nouvelles 

séquences d’ADN et par conséquent de nouvelles fonctions phénotypiques. A titre 

d’exemples, chez la bactérie archétype E. coli, plus de 10 % du génome est issu de transferts 

horizontaux de gènes (Lawrence & Ochman, 1998) et la comparaison du génome de souches 

appartenant à l’espèce Legionella pneumophila montre que plus de 10 % des gènes sont 

spécifiques d’une souche, une forte proportion ayant été acquis par transferts horizontaux 

(Cazalet et al., 2004). De façon plus générale dans le cas de bactéries pathogènes, des 

modifications de virulence et de résistances à des molécules antibactériennes peuvent résulter 

de ces mécanismes. Cette plasticité qui caractérise les génomes bactériens est souvent 

interprétée comme une marque de leur potentiel évolutif et adaptatif. Malgré cette forte 

plasticité, l’évolution des organismes bactériens se caractérise également par des contraintes 

fortes au niveau de régions conservées portant des gènes essentiels à la survie. 

A côté de ces mécanismes liés à la variabilité génétique, les bactéries présentent un 

autre niveau de plasticité, celui des réseaux de régulation globale de l’expression des gènes. 

En effet, à structure génomique et génotype constants, une même souche bactérienne peut 
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présenter des phénotypes différents, liés à une régulation différentielle de l’expression 

génique suite à une réponse à une variation environnementale par exemple (Smits et al., 2006). 

Cette plasticité des réseaux de régulation peut également s’observer entre différents isolats 

d’une même espèce bactérienne. En effet, l’étude de régulateurs globaux tels que le facteur 

sigma RpoS (σS) a montré que son niveau d’expression était variable dans différents isolats 

d’E. coli, ce qui entraîne des différences phénotypiques importantes (nutrition, vitesse de 

croissance, résistance à des stress...), indépendantes du génotype (King et al., 2004). D’autres 

systèmes globaux de régulation (ppGpp, Lrp, Crp, la topologie de l’ADN) permettent une 

variabilité phénotypique au sein d’une même espèce. Ces réseaux de régulation peuvent 

également moduler la virulence bactérienne (Heroven et al., 2007).  

L’objectif de cette thèse se situe résolument au niveau de l’étude de cette plasticité du 

génome chez les bactéries, en utilisant la bactérie pathogène L. pneumophila comme modèle. 

En effet, les données de séquençage montrent une grande plasticité génomique et 

l’observation de souches isolées de l’environnement ou de patients révèle une diversité 

phénotypique importante (Cazalet et al., 2004). Cette thèse vise d’une part, au niveau 

fonctionnel, à mettre en évidence l’impact des régulateurs globaux que sont les protéines de 

type histone sur différents phénotypes adaptatifs de ces bactéries, dont la virulence et d’autre 

part, au niveau structural, à analyser la variabilité génomique liée aux séquences d’insertion 

chez L. pneumophila et étudier si celle-ci peut être exploitée au niveau épidémiologique.  

 

I. Legionella et légionellose 

I.1. Historique 

Au cours de la 56ème convention de la légion américaine à Philadelphie en 1976, 188 

anciens légionnaires ont été atteints d’une pneumonie atypique, mortelle pour 29 d’entre eux 

(Fraser et al., 1977). L’étude épidémiologique a révélé la présence d’un organisme pathogène 
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dans l’hôtel où séjournaient les légionnaires, la contamination semblant se faire par voie 

aérienne probablement via le système de climatisation. L’agent bactérien responsable de cette 

épidémie a été isolé en 1977 (McDade et al., 1977) et nommé Legionella en référence aux 

légionnaires victimes de cette épidémie. La maladie a, quant à elle, été appelée « maladie des 

légionnaires » ou légionellose. 

Des analyses rétrospectives, effectuées sur des échantillons isolés antérieurement lors 

d’épidémies ou de cas isolés de pneumonies et pour lesquels aucune bactérie n’avait pu être 

clairement identifiée, ont alors permis de mettre en évidence des cas de légionellose bien 

avant 1976, dans les années 1947 à 1959 (McDade et al., 1979). 

 

I.2. Présentation clinique 

Les bactéries du genre Legionella sont potentiellement dangereuses pour la santé 

humaine avec différents niveaux de gravité selon les formes de la maladie : une forme 

bénigne appelée fièvre de Pontiac et une forme plus sévère correspondant à la légionellose, 

qui peut évoluer chez certains patients en infections extra-pulmonaires (Palusińska-Szysz & 

Cendrowska-Pinkosz, 2009). La contamination des individus se fait par inhalation d’aérosols 

ou de microgouttelettes d’eau contaminés, qui sont générés au niveau de points d’eau naturels 

mais aussi au niveau d’installations développées par les activités humaines telles que les tours 

aéroréfrigérantes, les climatiseurs, les douches, les fontaines, les spas… Il s’agit donc d’une 

pathologie dont l’émergence et la dissémination accrue sont liées au développement 

technologique humain. Aucune contamination interhumaine n’a été décrite à ce jour. 

 

I.2.1. La fièvre de Pontiac 

La première épidémie caractérisée a touché 144 travailleurs ou visiteurs d’un centre 

médical à Pontiac, dans le Michigan (USA) en 1968 (Glick et al., 1978). La fièvre de Pontiac 
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peut se définir sur des critères à la fois cliniques et environnementaux (Burnsed et al., 2007). 

Les symptômes cliniques majeurs se rapprochent de ceux d’une grippe (fièvre, maux de tête, 

myalgies et frissons) et apparaissent entre 3 à 8 jours après la contamination. Il n’y a ni décès 

ni complications graves, la guérison étant spontanée au bout de 2 à 8 jours (Tossa et al., 2006). 

Les critères environnementaux reposent sur la détection d’une concentration de Legionella 

supérieure ou égale à 104 bactéries par litre d’eau prélevée au site de la contamination. Cette 

maladie peut être causée par différentes espèces de Legionella : L. anisa (Fenstersheib et al., 

1990), L. feeleii (Herwaldt et al., 1984), L. micdadei (Goldberg et al., 1989), ainsi que L. 

pneumophila (Kaufmann et al., 1981; Palusińska-Szysz & Cendrowska-Pinkosz, 2009). 

 

I.2.2. La légionellose ou maladie du légionnaire 

La légionellose est une pneumopathie atypique aiguë, plus sévère que la fièvre de 

Pontiac. Le taux de mortalité oscille entre 10 et 15 %, pouvant atteindre 60 % chez les 

individus immunodéprimés (Stout & Yu, 1997). La période d’incubation est de 2 à 10 jours. 

Les symptômes cliniques couramment observés incluent une forte fièvre, de la toux et des 

maux de tête. Bien que cette maladie soit généralement localisée au niveau des poumons, il 

existe des formes extra-pulmonaires qui peuvent affecter de nombreux organes : le cœur 

(myocardite, péricardite ou endocardite), les yeux (rétinite), les tissus adipeux, le système 

digestif (péritonite, colite nécrosante, pancréatite), les reins et le système musculaire 

(rhabdomyolyse) (Mégarbane et al., 2000; McConkey et al., 2006; Han et al., 2010). Ces 

formes extra-pulmonaires conduisent très souvent à la mort du patient (Palusińska-Szysz & 

Cendrowska-Pinkosz, 2009). 

 Le CNR (Centre National de Référence, localisé à Lyon) des légionelles a mis en 

évidence plusieurs types de cas de légionellose : sporadiques, c’est-à-dire correspondant à des 

cas isolés causés par un génotype unique ; épidémiques, c’est-à-dire correspondant à plusieurs 
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cas causés par un génotype unique et survenus dans la même zone géographique au cours 

d’une période de temps relativement courte ; et endémiques, c’est-à-dire correspondant à 

plusieurs cas causés par un génotype unique et non reliés entre eux. 

 

I.3. Le genre Legionella 

I.3.1. Caractéristiques taxonomiques 

La bactérie responsable de la maladie du légionnaire a été caractérisée en 1977 

(Brenner et al., 1979). Cette découverte a conduit à la description d’un nouveau genre 

bactérien, Legionella, seul représentant de la famille des Legionellaceae. Le genre Legionella 

forme donc un groupe cohérent placé dans l'ordre des Legionellales qui est le seul 

représentant de la subdivision 2 des Gammaprotéobactéries. Les espèces les plus proches 

phylogénétiquement des bactéries du genre Legionella sont Coxiella burnetii et Rickettsiella 

grylli, espèces actuellement exclues de l'ordre des Rickettsiales. A ce jour, 53 espèces de 

Legionella et 3 sous-espèces réparties en 70 sérogroupes ont été décrites (Fields et al., 2002; 

Diederen, 2008). Les différents sérogroupes sont définis par les antigènes O des 

lipopolysaccharides (Ciesielski et al., 1986).  

Un certain nombre d’isolats font l’objet d’une classification particulière, 

essentiellement sur des bases écologiques (voir section I.4. pour l’écologie des Legionella). 

En effet, ces isolats, contrairement aux autres espèces de Legionella, sont des parasites 

obligatoires d’amibes et ne poussent pas, ou très peu, sur milieu synthétique in vitro (Adeleke 

et al., 1996). Ces isolats ont été qualifiés de LLAPs (pour Legionella-like Amoebal 

Pathogens). Cependant, des analyses phylogénétiques basées sur les séquences du gène rrs, 

codant l’ARN ribosomique 16S ou du gène mip, codant une protéine appelée Macrophage 

Infectivity Potentiator impliquée dans le pouvoir pathogène de Legionella, ont conduit à une 

reclassification de certains LLAPs (Adeleke et al., 2001; La Scola et al., 2004). Ainsi, sur les 
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sept isolats de LLAPs analysés par Adeleke et al. (2001), quatre ont été nommés Legionella 

drozanskii, Legionella fallonii et Legionella rowbothamii, tandis que les trois autres ont été 

reclassés dans l’espèce Legionella lytica. Leur pouvoir pathogène est actuellement inconnu 

(Adeleke et al., 2001). 

 

I.3.2. Caractéristiques épidémiologiques 

 Plus d’une vingtaine d’espèces ont été isolées au moins une fois chez des patients en 

clinique humaine, mais l’espèce L. pneumophila est la plus souvent mise en cause lors 

d’épidémies. Elle est responsable de plus de 90 % des cas de légionellose communautaire en 

Amérique du Nord, en Europe, en Australie et en Nouvelle-Zélande (Yu et al., 2002; Doleans 

et al., 2004). Cette espèce comporte 15 sérogroupes, dont le sérogroupe 1 est responsable à lui 

seul de 84,2 % des cas déclarés dans le monde, suivi des sérogroupes 6, 3 et 4 (Fields et al., 

2002; Helbig et al., 2002). De plus, une souche particulière de L. pneumophila de sérogroupe 

1, appelée Paris, est extrêmement répandue en Europe et est responsable de plus de 10 % des 

infections en France. Les autres espèces non-pneumophila les plus fréquemment isolées en 

clinique chez les patients sont : L. longbeachae (3,9 %), L. bozemanii (2,4 %) et les espèces L. 

micdadei, L. feeleii, L. dumoffii, L. wadsworthii et L. anisa qui comptent pour les 2,2 % 

restants (Yu et al., 2002). Quatorze autres espèces, sensiblement plus rares, sont 

potentiellement pathogènes pour l’homme, leur implication en pathologie humaine étant 

fortement associée à une immunodépression importante des patients (Fields et al., 2002; 

Palusińska-Szysz & Cendrowska-Pinkosz, 2009). Les 3 sous-espèces de L. pneumophila, 

subsp. pneumophila, fraseri et pascullei sont également responsables de cas de légionellose 

(Brenner et al., 1988; Cordevant et al., 2003). 

Une particularité est à noter en Australie et en Nouvelle-Zélande où 30,4 % des cas de 

légionellose communautaire sont dus à l’espèce L. longbeachae, même si la majorité des cas 
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(45,7 %) restent liés à L. pneumophila de sérogroupe 1 (Yu et al., 2002). De plus et 

contrairement à L. pneumophila qui colonise les environnements aquatiques, L. longbeachae 

se retrouve très fréquemment dans le terreau et se transmet par inhalation de poussières de 

sols contaminés (Steele et al., 1990a; Cameron et al., 1991; den Boer et al., 2007). 

L’étude de la distribution différentielle des souches dans l’environnement et chez les 

patients a montré que la prévalence clinique de L. pneumophila de sérogroupe 1 n’était pas 

liée à sa présence majoritaire dans l’environnement. En effet, une étude menée en France 

(Doleans et al., 2004) a montré que les isolats L. pneumophila de sérogroupe 1, responsables 

de 95,4 % des cas cliniques en France, ne représentaient que 28,2 % des isolats retrouvés dans 

l’environnement, tandis que les espèces non-pneumophila, responsables de très peu de cas 

cliniques (1,2 %), étaient présentes de façon équivalente dans l’environnement (24,5 % des 

isolats environnementaux). Ces résultats suggèrent ainsi une virulence accrue de l’espèce L. 

pneumophila de sérogroupe 1 plutôt qu’une prévalence dans l’environnement (Doleans et al., 

2004). 

 

I.3.3. Caractéristiques bactériologiques et biochimiques 

Les bactéries du genre Legionella sont des bacilles à Gram négatif, aérobies strictes, 

non sporulées et dont les cellules mesurent de 0,3 à 0,9 µm de largeur sur 1,5 à 5 µm de 

longueur. Elles sont non capsulées, à l’exception de l’espèce L. longbeachae qui présente une 

structure de type capsule par observation au microscope électronique et possède des gènes 

impliqués dans la production de cette structure (Cazalet et al., 2010). Ces bactéries sont 

organotrophes, utilisant des acides aminés comme source d’énergie et de carbone (Benson & 

Fields, 1998; Fliermans, 1996), auxotrophes vis-à-vis de la L-cystéine et exigeantes en fer 

pour leur multiplication (Mintz et al., 1988; Fliermans, 1996). Elles ne sont pas capables de 
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fermenter le glucose ni de réduire les nitrates. Elles sont uréase-négatives, catalase-positives 

et gélatinase-positives. 

Leur paroi est très particulière par rapport à celle des autres bactéries à Gram négatif : 

elle est en effet très riche en acides gras ramifiés, habituellement retrouvés chez les bacilles à 

Gram positif (Moss et al., 1981), et qui peuvent constituer jusqu'à 90 % de l’ensemble des 

acides gras. Chaque espèce de Legionella possède un profil caractéristique en acides gras ce 

qui permet de les différencier par chromatographie en phase gazeuse (Diogo et al., 1999). Les 

ubiquinones de la membrane cytoplasmique sont elles aussi particulières par la présence de 

chaînes latérales isoprénoïdes comprenant plus de 10 unités isoprènes, ce qui est rare dans la 

nature (Moss et al., 1983). 

Les bactéries du genre Legionella sont mobiles à l’exception de L. oakridgensis, L. 

nautarum, L. londiniensis (McDade et al., 1977; Fliermans, 1996) et L. longbeachae (Cazalet 

et al., 2010). Elles possèdent un ou parfois deux flagelles en position polaire ou subpolaire 

(Ott et al., 1991) et des inclusions lipidiques. 

La culture des bactéries du genre Legionella est favorisée en présence de 2,5 % de 

CO2 et nécessite la présence de L-cystéine et de fer dans le milieu. La croissance est optimale 

à un pH très légèrement acide de l’ordre de 6,8-6,9 et, pour la majorité des espèces, à une 

température de 36 +/- 1 °C pendant 3 à 10 jours. Les cultures sont généralement réalisées en 

milieu BYE (Buffered Yeast Extract) supplémenté en L-cystéine, en tampon ACES et en fer, 

et additionné d’agar et de charbon (milieu BCYE) pour les cultures en milieu solide (Feeley et 

al., 1979). La source de fer peut varier et provenir de différentes formes du fer : nitrate de fer, 

sulfate de fer, chlorure de fer, hématine ou hémine, mais les meilleurs résultats sont obtenus 

avec du pyrophosphate de fer. Les colonies de Legionella après croissance sur milieu gélosé 

BCYE apparaissent grisâtres, de consistance muqueuse, de taille hétérogène et présentent 

généralement un aspect en « verre brisé » lorsqu’elles sont observées à la loupe binoculaire. 
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I.3.4. Caractéristiques génomiques 

A l’heure actuelle, les séquences génomiques de sept souches de Legionella ont été 

publiées. Il s’agit de cinq souches de L. pneumophila de sérogroupe 1 : Philadelphia (Chien et 

al., 2004), Paris et Lens (Cazalet et al., 2004), Corby (Steinert et al., 2007) et alcoy (D'Auria 

et al., 2010) et de deux souches de L. longbeachae : D4968 et NSW150 (Kozak et al., 2010; 

Cazalet et al., 2010). 

La souche Philadelphia est dérivée de l’isolat obtenu chez un patient décédé lors de 

l’épidémie de 1976 à Philadelphie (Fraser et al., 1977). La souche Paris est une souche 

endémique responsable de 12,7 % des cas de légionellose en France et de 33 % dans la région 

parisienne (Aurell et al., 2003). La souche Lens a été responsable d’une grande épidémie 

sporadique de légionellose dans le Nord de la France entre 2003 et 2004. Elle a été isolée en 

janvier 2004 et son génome séquencé en février 2004. La souche Corby, également très 

virulente (Steinert et al., 2007), a été isolée dans une autre zone géographique auprès d’un 

patient atteint de légionellose. La souche Alcoy, isolée à partir d’un patient (Fernández et al., 

2002), a été responsable d’une épidémie étendue de légionellose en Espagne suite à la 

contamination d’une tour aéroréfrigérante industrielle.  

Les génomes des cinq souches de L. pneumophila sont de taille comparable (environ 

3,5 Mpb), codent environ 3000 gènes et présentent une composition en G+C similaire 

d’environ 37 à 38 % (Tableau 1). Ces cinq souches possèdent chacune une région 

chromosomique capable de s’exciser et de se maintenir sous forme de plasmide. Chez la 

souche Paris, les événements d’excision et d’intégration sont dépendants de la phase de 

croissance (Doléans-Jordheim et al., 2006) et chez la souche Corby, la forme épisomique 

pourrait être conjugative (Glöckner et al., 2008). L’analyse des données de séquençage de ces 

cinq souches montre que 40 % des gènes codent une fonction inconnue et 20 % sont uniques 

au genre Legionella. Par ailleurs, 3,5 % des protéines possèdent des domaines spécifiques de 
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ou ressemblant à des protéines eucaryotes (Gomez-Valero et al., 2009). Ces protéines sont 

susceptibles d’être impliquées dans la virulence en mimant les fonctions de l’hôte eucaryote et 

en perturbant ainsi la machinerie cellulaire, plus particulièrement le trafic vésiculaire, 

lorsqu’elles sont secrétées par des systèmes de translocation (voir section III.1.3). 

L’acquisition des gènes codant ces protéines a pu se faire par transfert horizontal (Franco et 

al., 2009). 

Les génomes des deux souches de L. longbeachae de sérogroupe 1, D4968 et 

NSW150 (Kozak et al., 2010; Cazalet et al., 2010), ont été comparés à des séquences 

partielles de trois autres souches de L. longbeachae (une de sérogroupe 1 et deux de 

sérogroupe 2), ainsi qu’aux génomes complets des souches de L. pneumophila. Le 

chromosome des deux souches de L. longbeachae présente une taille plus grande que celle du 

chromosome de L. pneumophila, d’un peu plus de 10 %, ce qui se reflète également au niveau 

du nombre plus important de gènes prédits (Tableau 1). Cependant, la fraction codante des 

génomes est identique chez L. pneumophila et L. longbeachae. La comparaison de la structure 

des différents génomes et des analyses de synténie révèlent de nombreux réarrangements 

chromosomiques entre les souches d’espèces différentes mais aussi de même espèce, 

confirmant la forte plasticité chez cette famille bactérienne (Figure 1). La synténie est 

significativement différente, 34 % des gènes étant spécifiques de L. longbeachae et 

d’importantes différences en termes de « facteurs de virulence » ayant été mises en évidence. 

En particulier, bien que le système de sécrétion de type IVb, appelé Dot/Icm et nécessaire à la 

virulence (voir section III.1.3), soit très conservé chez L. pneumophila et L. longbeachae, les 

effecteurs transloqués par ce système sont quant à eux très différents, puisque plus de la 

moitié de ceux présents chez L. longbeachae ne possèdent pas d’équivalent chez L. 

pneumophila. De plus, les souches de L. longbeachae présentent la particularité de posséder 

des gènes impliqués dans les processus de dégradation des cellules de végétaux et d’insectes 
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(cellulase, xylanase, chitinase). Ces différences suggèrent des stratégies de réplication 

intracellulaire et d’adaptation à des niches écologiques différentes entre les souches de L. 

longbeachae et L. pneumophila. En particulier, les spécificités génomiques de L. longbeachae 

pourraient suggérer son adaptation à une niche écologique différente, en l’occurrence du 

terreau qui est un milieu riche en végétaux et insectes en décomposition. Cela permettrait 

également d’expliquer les spécificités épidémiologiques de L. longbeachae (voir section I.3.2 

ci-dessus). 

 

 

Figure 1: Comparaison de la structure des génomes de L. longbeachae D4968 et de quatre 

souches de L. pneumophila (Corby, Lens, Paris et Philadelphia). Les génomes des 

souches de L. longbeachae, L. pneumophila Corby, Lens, Paris et Philadelphia sont 

représentés de manière linéaire et de haut en bas, respectivement. Les boîtes colorées 

représentent des régions génomiques identiques entre elles et elles sont reliées par des 

traits de même couleur (Kozak et al., 2010). 
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Les deux souches de L. pneumophila Paris et Lens ainsi que les deux souches de L. 

longbeachae D4968 et NSW150 possèdent chacune un plasmide de 131,9 ; 59,8 ; 49 et 71,8 

kb, respectivement (Cazalet et al., 2004, 2010) (Tableau 1). La comparaison des plasmides 

portés par les trois souches Paris, Lens et NSW150 a révélé 15 gènes en commun (Figure 2), 

présentant des homologies avec des gènes tra codant des fonctions nécessaires au transfert 

conjugatif. La majeure partie des gènes portés par ces plasmides sont de fonction inconnue. 

 

Tableau 1 : Principales caractéristiques génomiques de cinq souches de L. pneumophila et 

deux souches de L. longbeachae. Ces données ont été compilées d’après les publications 

de (D'Auria et al., 2010; Kozak et al., 2010; Cazalet et al., 2010). 

 

 

Espèce L. pneumophila L. longbeachae 

Souche Alcoy Corby 
Philadel-

phia 
Paris Lens D4968 �SW 150 

Année de 
séquençage 

2010 2007 2004 2004 2004 2010 2010 

Référence 
(D'Auria 

et al., 
2010) 

(Steinert 
et al., 
2007) 

(Chien et 

al., 2004) 
(Cazalet et 

al., 2004) 
(Cazalet et 

al., 2004) 
(Kozak et 

al., 2010) 

(Cazalet 
et al., 
2010) 

Numéro 
d’accession 

CP001828 NC_009494 NC_002942 NC_006368 NC_006369 
ACZG000000

00 
A-MEXP-

1179 

Sérotype 1 1 1 1 1 1 1 

Taille du 
chromosome 

(kb) 
3516 3576 3397 3503 3345 4050 4077 

% G+C 38,38 38,48 38,27 38,37 38,42 37 37,1 

Nombre de 
protéines 
codées 

2957 3206 2942 2878 2934 3821 3512 

Plasmide 0 0 0 1 1 1 1 

Taille du 
plasmide (kb) 

- - - 131,9 59,8 49 71,8 
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Figure 2 : Gènes spécifiques et communs des plasmides portés par les souches de L. 

pneumophila Paris et Lens et de L. longbeachae NSW150 (Cazalet et al., 2010). 

 

I.4. Ecologie 

Les bactéries du genre Legionella sont ubiquitaires, présentes principalement dans les 

milieux hydriques et généralement dans les eaux de surface (Fliermans et al., 1981). Le 

développement technologique lié aux activités humaines a généré des conditions favorables à 

la colonisation de nouvelles niches écologiques, en l’occurrence tous les réseaux d’eaux 

domestiques et industriels (climatisations, tours aéroréfrigérantes, spas, fontaines…). Le 

développement de ces réseaux d’eau a ainsi exposé l’homme à cette bactérie pathogène. Il 

existe une exception, L. longbeachae qui est fréquemment isolée de terreaux (Steele et al., 

1990b).  

Les bactéries du genre Legionella se retrouvent dans des eaux ayant un pH compris 

entre 4 et 8 (Ohno et al., 2003) et se multiplient à une température variant entre 25 °C et 

45 °C (Konishi et al., 2006). Elles peuvent même survivre à des températures de 70 °C 

(Allegra et al., 2008). Legionella est donc capable de s’adapter à tout un panel 

d’environnements, aux conditions physico-chimiques non stringentes. De plus, elles peuvent 

se retrouver, soit libres sous forme planctonique, soit sessiles au sein de biofilms, soit à 

l’intérieur de protozoaires qu’elles infectent et qui sont considérés comme leurs hôtes naturels. 
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I.4.1. Formation de biofilms 

Les bactéries du genre Legionella peuvent se retrouver au sein de biofilms (Cargill et 

al., 1992; Taylor et al., 2009). Le biofilm est un assemblage de microorganismes dans une 

matrice d’exopolymères qui va former une mince pellicule résistante de quelques micromètres 

à quelques millimètres d’épaisseur aux interfaces solide-liquide et liquide-air. Il constitue une 

niche écologique facilitant la survie des microorganismes dans l’environnement, puisque la 

matrice extracellulaire et la couche externe de cellules vont protéger physiquement la 

communauté microbienne à l’intérieur du biofilm contre divers agents antimicrobiens comme 

le chlore, les antibiotiques, les détergents... (Sutherland, 2001). Les biofilms sont souvent à 

l’origine de problèmes majeurs dans certains secteurs industriels ou hospitaliers, puisqu’ils 

sont impliqués dans les phénomènes de corrosion et/ou de contamination d’équipements et de 

réseaux de distribution d’eau potable. Les biofilms peuvent être constitués de nombreuses 

espèces microbiennes (champignons, bactéries, levures, protozoaires…). La présence 

naturelle d’un grand nombre d’amibes d’espèces différentes permet également la 

multiplication des bactéries du genre Legionella au sein d’un biofilm (Lau & Ashbolt, 2009). 

De ce fait, la quantité de cellules de Legionella est bien plus importante dans les biofilms que 

dans les eaux circulantes, ce qui suggère que les analyses bactériologiques sur des 

échantillons d’eau prélevés sous-évaluent le nombre réel de bactéries pathogènes présentes 

(Rogers et al., 1994). 

Les bactéries du genre Legionella ont également la capacité d’interagir avec d’autres 

bactéries au sein du biofilm. Kimura et al. (Kimura et al., 2009) ont montré qu’une petite 

molécule du quorum sensing chez Pseudomonas aeruginosa, la N-(3-oxododecanoyl)-l-

homoserine lactone, inhibait la croissance de Legionella. Ces résultats suggèrent qu’il existe 

une communication inter-espèces au sein des biofilms. 
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Pour adhérer et survivre au sein d’un biofilm, les bactéries du genre Legionella 

doivent s’adapter et se différencier, ce qui implique une modification de l’expression des 

gènes, par exemple ceux impliqués dans la biosynthèse du flagelle (Watnick & Kolter, 2000). 

Une étude comparative de profils globaux de transcription, en utilisant des cellules de 

Legionella dans des conditions de biofilms et de cultures liquides, a montré qu’entre 11 % et 

15 % des 2932 gènes étudiés avaient une expression significativement différente par rapport à 

des cellules planctoniques prélevées dans deux conditions distinctes (Hindré et al., 2008). Ces 

résultats suggèrent donc une modification importante de l’expression génique pour permettre 

l’adaptation à ce mode de vie. Les gènes exprimés de façon différentielle incluent ceux 

impliqués dans les mécanismes de résistance aux stress oxydatifs et dans l’acquisition du fer. 

 

I.4.2. Interactions avec les hôtes eucaryotes 

Les bactéries du genre Legionella sont considérées comme des bactéries 

intracellulaires facultatives, capables de se multiplier dans certains protozoaires et 

macrophages d’organismes supérieurs (homme, cochon d’inde, souris). Quatorze espèces 

d’amibes et deux espèces de protozoaires ciliés sont décrites comme hôtes potentiels de 

Legionella dans l’environnement (Philippe et al., 2006). Ces cellules eucaryotes sont donc des 

réservoirs naturels de ces bactéries et leur procurent également un moyen de protection. En 

effet, lors de changements environnementaux et/ou nutritionnels, les amibes peuvent former 

des kystes ou des vésicules à l’intérieur desquels se retrouvent les cellules bactériennes 

(Cirillo et al., 1994; Bouyer et al., 2007). De plus, ces hôtes semblent augmenter la virulence 

des bactéries du genre Legionella vis-à-vis des macrophages humains suite à l’expression de 

certains facteurs de virulence (Fields et al., 2002). Par exemple, la composition en protéines 

membranaires des cellules de Legionella change entre la forme libre et après l’infection de 

l’amibe. Certaines de ces protéines exprimées après le passage dans les cellules amibiennes 
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faciliteraient l’adhésion et la phagocytose de la bactérie par les macrophages humains (Cirillo 

et al., 1999). D’autre part, l’inhalation d’amibes infectées favoriserait la multiplication des 

bactéries au sein des poumons (Brieland et al., 1996). 

Les bactéries du genre Legionella infectent les amibes et les macrophages de manière 

assez similaire (Swanson & Hammer, 2000). Cependant, l’infection des macrophages 

nécessite des conditions particulières, telles que la formation de microgouttelettes d’eau, afin 

que les bactéries pénètrent dans les alvéoles pulmonaires. De ce fait, ces bactéries n’ont pas 

co-évolué avec ce type cellulaire, contrairement à leurs hôtes naturels. Le cycle de vie de 

Legionella se déroule en deux phases distinctes : une phase transmissive et une phase 

réplicative (Molofsky & Swanson, 2004). Après contact avec son hôte au cours de la phase 

transmissive, les cellules de Legionella sont internalisées par phagocytose conventionnelle ou 

phagocytose par enroulement (Figure 3) (Horwitz, 1984; Newton et al., 2010). Le cycle 

d’infection est décrit Figure 4. Après la phagocytose, la bactérie se retrouve à l’intérieur de la 

cellule hôte dans une vacuole appelée phagosome et synthétise des facteurs de virulence qui 

empêchent la fusion de ce phagosome avec les lysosomes (Horwitz, 1983). Des vésicules 

issues du réticulum endoplasmique granuleux, de l’appareil de Golgi et des mitochondries 

sont ensuite recrutées au niveau de cette vacuole (Newton et al., 2010). A l’intérieur de cette 

vacuole spécialisée, les cellules bactériennes vont se multiplier activement au cours de la 

phase réplicative. L’expression des facteurs de virulence bactériens est alors réprimée. En fin 

de phase réplicative, la diminution des nutriments à l’intérieur de la cellule hôte semble être le 

signal permettant la transition à la phase transmissive (Brüggemann et al., 2006). Les 

bactéries vont alors à nouveau acquérir des traits de virulence par expression différentielle de 

gènes, qui vont leur permettre de détruire la cellule hôte et d’en infecter une nouvelle. Ces 

traits de virulence incluent la formation de pores dans la membrane des cellules hôte ce qui va 

entraîner leur lyse et la libération des cellules de Legionella, l’acquisition de flagelles et la 
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résistance à différents stress (Molofsky & Swanson, 2004; Newton et al., 2010). Les cellules 

de Legionella peuvent également moduler l’apoptose chez les macrophages en interférant 

avec la voie NF-κB. Ce processus est spécifique des cellules humaines et n’a pas été mis en 

évidence chez les amibes (Gao & Kwaik, 2000; Gao & Abu Kwaik, 1999; Abu-Zant et al., 

2007).  

 

Figure 3 : Phagocytose de L. pneumophila par un macrophage humain (Horwitz, 1984). Ici, 

une phagocytose par enroulement est visible. 
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Figure 4 : Cycle infectieux de Legionella dans une cellule eucaryote (Swanson & Hammer, 

2000). 

 

I.5. L’Etat Viable �on Cultivable (VB�C) 

I.5.1. Définition 

L’état viable mais non cultivable (VBNC) a été décrit pour la première fois chez E. 

coli et Vibrio cholerae (Xu et al., 1982). Depuis, cet état physiologique a été décrit chez plus 

de 60 espèces bactériennes, pathogènes ou non (Oliver, 2005). Les bactéries, lorsqu’elles 

présentent un état viable mais non cultivable, se caractérisent par un déficit de croissance et 

ne sont plus capables de former des colonies sur les milieux de culture solides classiques. 

L’entrée dans un état VBNC fait suite à des modifications environnementales importantes, 

souvent un stress nutritionnel, mais peut également être induit par divers facteurs abiotiques 

comme des variations de températures (trop éloignées de l’optimum de température de la 

bactérie), la dessiccation, les UV, des changements d’osmolarité, de pH, la concentration en 

oxygène ou encore certains produits chimiques (Oliver, 2010). Même dans l’état VBNC, les 



 27 

cellules restent viables, c'est-à-dire qu’elles gardent une certaine activité métabolique (Oliver, 

2005). L’état VBNC est réversible : les cellules peuvent donc « ressusciter » dans certaines 

conditions, c'est-à-dire présenter à nouveau une croissance classique. La Figure 5 représente 

une réponse typique de l’entrée dans l’état VBNC chez les bactéries. Les cellules bactériennes 

sont alors généralement de plus petite taille et présentent une modification de la composition 

membranaire, ainsi qu’une importante diminution des réactions de biosynthèses 

macromoléculaires et de la respiration. En revanche, le potentiel membranaire, le niveau 

d’ATP et la synthèse des ARN ribosomiques restent élevés. L’état VBNC diffère de l’état de 

sporulation rencontré chez les bactéries du type Bacillus ou Clostridium, qui présentent alors 

une activité métabolique très fortement diminuée et synthétisent des structures membranaires 

particulières pour se différencier en endospores. A la différence des VBNC, ces endospores 

restent cultivables (Wolska et al., 2007). 

L’état VBNC peut permettre aux bactéries de persister dans l’environnement. Il a été 

reporté que des cellules de P. fluorescens pouvaient rester dans cet état plus d’un an dans 

l’eau (Bunker et al., 2004) et que des cellules de V. fluavialis pouvaient être revivifiées six 

ans après leur entrée dans l’état VBNC dans les sédiments marins (Amel et al., 2008). Il 

semblerait que l’état VBNC soit une forme de résistance aux stress environnementaux. En 

effet, les formes VBNC de Mycobacterium smegmatis présentent une forte résistance à la 

chaleur (plus de 80 °C) (Anuchin et al., 2009). 
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Figure 5 : Courbes caractéristiques de l’entrée dans l’état VBNC chez Vibrio fulniculus à 5 °C. 

Le nombre de cellules totales (�), estimé par la mesure de la densité optique, de cellules 

cultivables () (comptage sur milieu gélosé) et de cellules viables (�) (mesure de 

l’activité métabolique) sont montrés (Oliver, 2005). Les flèches indiquent l’absence de 

détection. 

 
 Une des conséquences de l’entrée de bactéries pathogènes dans un état VBNC est son 

impact sur la résistance aux antibiotiques. Les antibiotiques qui sont très actifs sur la 

croissance cellulaire, par action sur la synthèse du peptidoglycane ou la synthèse protéique, 

n’agissent pas ou peu sur les cellules VBNC. Cette résistance s’expliquerait par la faible 

activité métabolique des cellules VBNC. Il a par exemple été reporté que la vancomycine était 

efficace sur des cellules d’Enterococcus faecalis dans l’état VBNC à des concentrations 500 

fois supérieures à la concentration minimale inhibitrice (Lleò et al., 2007). De même, une 

augmentation de la résistance à l’hygromycine B et la doxycycline a été observée chez des 

cellules de M. smegmatis dans l’état VBNC (Anuchin et al., 2009). D’autre part, des bactéries 
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uropathogènes d’E. coli entrent dans l’état VBNC après traitement antibiotique, mais ne sont 

pas totalement éliminées, pouvant provoquer une réinfection lors de l’arrêt du traitement et du 

retour de conditions favorables à la levée de l’état VBNC (Rivers & Steck, 2001).  

Plusieurs techniques sont utilisées pour mettre en évidence l’état VBNC. Elles 

reposent sur des mesures de différents « marqueurs de viabilité » tels que l’intégrité des 

membranes ou de l’ADN, la synthèse des ARN ribosomiques ou certaines activités 

enzymatiques (oxydation/réduction) (Alleron et al., 2008; Gião et al., 2009). La revivification 

des cellules est une autre façon de démontrer l’état VBNC. Parfois, un simple retour à des 

conditions optimales de température par exemple peut permettre de recouvrer la cultivabilité 

des cellules (Du et al., 2007). Cette revivification peut se faire également après le passage 

dans un hôte eucaryote comme les protozoaires Acanthamoeba castellanii (Steinert et al., 

1997) et A. polyphaga (García et al., 2007), un vers marin Hermodice carunculata (Sussman 

et al., 2003), des cellules d’embryon de poulet (Cappelier et al., 1999), de rat (Saha et al., 

1991), de souris (Oliver & Bockian, 1995) ou d’homme (Colwell et al., 1996).  

 

I.5.2. Etudes moléculaires de l’état VB�C chez les bactéries 

Les mécanismes moléculaires d’induction de l’état VBNC chez les bactéries sont 

encore peu connus. Des études transcriptionnelles et protéomiques de l’état VBNC induit par 

différentes conditions ont été réalisées chez les bactéries E. feacalis, V. cholerae, V. vulnificus, 

E. coli O157:H7 et Lactobacillus (Smith & Oliver, 2006; Lai et al., 2009). Des différences 

d’expression de gènes codant des protéines membranaires, telles que les porines (OmpW chez 

E. coli) ou encore des protéines impliquées dans la formation des pili, des flagelles ou le 

transport de métaux, ont été observées suggérant que la composition de la membrane 

conditionnerait l’état VBNC et la résurrection des bactéries. 



 30 

Par ailleurs, aucune étude n’a pu mettre en évidence le rôle de protéines dans 

l’induction de l’état VBNC. Ceci peut s’expliquer par le fait que les diverses études menées 

ont été réalisées sur des bactéries différentes et les conditions d’induction de l’état VBNC 

n’étaient pas comparables d’une étude à une autre. 

A l’heure actuelle, une seule protéine est connue comme étant requise pour la sortie de 

l’état VBNC : la protéine Rpf (resuscitation-promoting factor). Elle a été identifiée pour la 

première fois chez Micrococcus luteus (Mukamolova et al., 1998), mais des protéines 

homologues ont été retrouvées chez de nombreuses bactéries (Kana & Mizrahi, 2010), dont 

Legionella. Cependant, aucune étude de la protéine Rpf de Legionella n’a encore été publiée. 

 

I.5.3. Mise en évidence de l’état VB�C chez Legionella 

C’est en 1987 que l’état VBNC a été décrit pour la première fois chez des souches de 

L. pneumophila (Hussong et al., 1987). Des échantillons provenant de l’hôpital de Stafford en 

Angleterre ont été analysés suite à une épidémie de légionellose en 1985. La présence de 

bactéries du genre Legionella dans les échantillons n’avait alors pas pu être mise en évidence 

par les méthodes classiques de culture sur milieu gélosé, mais grâce à une nouvelle méthode 

de détection basée sur l’utilisation d’anticorps anti-Legionella couplés à une protéine 

fluorescente (voir les méthodes de détection section II). Une infection de cellules d’embryon 

de poulet avait ensuite été réalisée avec ces prélèvements, ce qui a permis la revivification et 

ainsi la mise en culture de Legionella sur milieu gélosé (Hussong et al., 1987). Par la suite, il 

a été montré que le passage dans les hôtes amibiens A. castellanii (Steinert et al., 1997) et A. 

polyphaga (García et al., 2007) permettait également le retour à la cultivabilité des cellules de 

Legionella.  
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I.5.4. Induction de l’état VB�C chez les bactéries du genre Legionella 

Les carences nutritionnelles 

Il a été montré que des cellules de Legionella placées dans de l’eau stérile durant plus 

de quatre mois perdaient leur capacité à former des colonies sur milieu synthétique gélosé tout 

en maintenant l’intégrité de leur ADN et l’expression des gènes codant l’ARNr 16S (Steinert 

et al., 1997). Ces cellules bactériennes redeviennent cultivables sur milieu gélosé après une 

co-culture à 37 °C avec A. castellanii pendant 24 heures. 

 

La température et le pH 

Les bactéries du genre Legionella ont une croissance optimale à une température 

de 36 °C et un pH de 6,9 et peuvent se multiplier à des températures comprises entre 20 °C 

et 46 °C et des pH compris entre 5,5 et 9,2 (Wadowsky et al., 1985; Katz & Hammel, 1987; 

Fields et al., 2002). Les bactéries du genre Legionella peuvent présenter un état VBNC en 

fonction des conditions de température et de pH (Ohno et al., 2003). En effet, ces cellules 

perdent leur capacité à être mises en culture sur milieu synthétique après incubation à des 

températures supérieures à 45 °C, tout en maintenant leur intégrité membranaire et une 

certaine activité métabolique. Elles peuvent également être revivifiées en présence d’amibes. 

Une étude plus récente a constaté que des cellules de Legionella pouvaient entrer dans un état 

VBNC après un passage de 30 min à des températures de 70 °C (Allegra et al., 2008). 

 

Les traitements physiques et chimiques 

Divers traitements physiques et chimiques (chaleur, UV, chlore, ozone, eau de javel, 

monochloramine…) sont couramment utilisés afin de détruire les bactéries du genre 

Legionella présentes dans les réseaux d’eau. L’efficacité des ces traitements à long terme 

n’étant pas absolue, plusieurs équipes ont tenté d’expliquer ce qu’il se passait en étudiant les 
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effets de ces traitements sur la cultivabilité des bactéries (Muraca et al., 1987; Yamamoto et 

al., 1991). En particulier, les traitements chlorés induisent une perte de la cultivabilité de 

Legionella sur milieu gélosé, mais les cellules restent actives d’un point de vue métabolique, 

ce qui a été mesuré par la transcription du gène mip, suggérant ainsi que ces traitements 

chimiques induisent bien un état VBNC (Bej et al., 1991). D’autres études plus récentes 

montrent qu’un traitement à l’hypochlorite de sodium (eau de javel) induit également l’état 

VBNC dans des populations de Legionella (Chang et al., 2007; García et al., 2008). Dans la 

première étude, l’état VBNC des bactéries a été démontré par des tests d’intégrité 

membranaire en utilisant un kit de viabilité (Chang et al., 2007), tandis que dans la seconde, il 

a été montré que les souches traitées pouvaient recouvrir leur cultivabilité après co-culture 

avec A. polyphaga (García et al., 2008). 

Récemment, il a été montré que la monochloramine, molécule utilisée pour le 

traitement des réseaux d’eau aux Etats-Unis, induisait également une perte de la cultivabilité 

chez L. pneumophila (Alleron et al., 2008). Cependant, les cellules présentent une activité 

estérase, des membranes intègres et sont revivifiables en présence de l’hôte amibien A. 

castellanii. 

Enfin, une diminution de la cultivabilité des cellules de Legionella au cours du temps a 

été démontrée (Wadowsky et al., 1985; Heller et al., 1998) dans des conditions de faibles 

salinités (Wong & Liu, 2008), d’oxygénation particulière du milieu (Kana et al., 2008) ou 

encore d’expositions aux UV (Ben Said et al., 2010). Cependant, aucune mesure de viabilité 

des cellules (activité métabolique ou intégrité membranaire) et aucune co-culture avec un hôte 

eucaryote n’ont été réalisées dans ces études, ce qui suggère seulement que de telles 

conditions pourraient également induire un état VBNC chez Legionella. 

Actuellement, aucune donnée sur les mécanismes moléculaires de l’entrée ou sortie de 

l’état VBNC chez Legionella n’a été publiée. 
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II. Détection et Typage des bactéries du genre Legionella 

II.1. Détection des souches de Legionella 

La mise en évidence d’une contamination par Legionella est un enjeu majeur pour la 

santé publique, d’une part pour assurer un traitement approprié aux patients atteints de 

légionellose et d’autre part pour traiter les installations contaminées et/ou prévenir d’autres 

contaminations éventuelles de l’environnement. Différentes techniques, de natures 

microbiologique, moléculaire et biochimique, existent pour détecter les bactéries du genre 

Legionella dans l’environnement et au niveau clinique chez un patient. Elles impliquent la 

mise en culture et la mise en évidence de marqueurs moléculaires et biochimiques spécifiques 

des souches de Legionella. 

 

II.1.1. La culture 

La mise en culture peut être réalisée à partir de tout type de prélèvement soit des voies 

respiratoires chez les patients soit directement dans l’environnement. Au niveau clinique, le 

prélèvement donnant un meilleur taux de positivité est le lavage broncho-alvéolaire. 

Cependant, si l’état du patient ne permet pas de faire ce type de prélèvement, il est possible 

d’isoler la bactérie à partir d’expectorations ainsi que de biopsies, d’aspirations trachéales ou 

bronchiques ou du liquide pleural. Les échantillons collectés sont tout d’abord traités à l’acide 

(pH 2,2) et/ou à température élevée (30 min à 50 °C) de manière à éliminer une partie de la 

flore microbienne présente (Reinthaler et al., 1993; De Luca et al., 1999). La spécificité de 

détection dans ces prélèvements est liée à l’utilisation du milieu d’isolement BCYE (Leoni & 

Legnani, 2001), qui contient divers biocides de type glycine, vancomycine, polymyxine et 

colistine (GVPC), auxquels les bactéries du genre Legionella sont résistantes, ce qui permet 

d’éliminer la flore microbienne de l’échantillon. La mise en culture demeure une des 

méthodes de référence du fait de sa spécificité complète, mais elle présente l’inconvénient de 
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sa lenteur (entre 3 et 10 jours pour obtenir des colonies), d’une sensibilité variable selon les 

échantillons et l’expertise du laboratoire qui effectue la mise en culture. De plus, elle ne 

permet pas de détecter les bactéries dans l’état VBNC (voir section I.5). Cette technique reste 

encore très utilisée : sur 1206 cas de légionellose en France en 2009, une souche de 

Legionella a été isolée par culture dans 220 cas (18,2 %, rapport de l’InVS 2010). 

 

II.1.2. Mise en évidence de marqueurs moléculaires et biochimiques 

Afin d’obtenir un diagnostic plus rapide et efficace, de nouvelles méthodes de 

détection des bactéries du genre Legionella ont été développées et sont utilisées en 

complément des méthodes microbiologiques. Elles reposent sur la détection d’anticorps anti-

Legionella dans le sérum des patients, la recherche d’antigène soluble dans les urines ou 

encore la détection d’acides nucléiques spécifiques de Legionella à partir de tout type de 

prélèvements. 

 

Sérologie et immunofluorescence indirecte 

La méthode de recherche d’anticorps anti-Legionella par immunofluorescence 

indirecte (IFI ou IFAT : indirect fluorescent antibody test) était couramment utilisée avant 

1999, date de la commercialisation des tests urinaires. Ce test repose sur la reconnaissance 

dans le prélèvement d‘anticorps anti-LPS de Legionella par des anticorps anti-humain couplés 

à une protéine fluorescente, la fluorescéine (Figure 6). De façon alternative, des tests 

enzymatiques de type ELISA sont également utilisés : dans ce cas, l’anticorps secondaire est 

couplé à une enzyme, la péroxydase qui va catalyser une réaction chimique (i.e. dégradation 

d’un substrat) qui sera quantifiée par colorimétrie. 
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Figure 6 : Principe du test d’immuno-fluorescence indirecte. Le substrat antigénique utilisé 

dans la détection des bactéries du genre Legionella est le LPS. Si l'échantillon est positif, 

les anticorps spécifiques présents dans l'échantillon se lient aux antigènes fixés à la 

phase solide. Dans une seconde étape, les anticorps liés sont détectés avec des anticorps 

anti-humain couplés à la fluorescéine et analysés avec un microscope à fluorescence 

(d’après Bioadvance http://www.bio-advance.fr). 

Les méthodes sérologiques tendent à être moins utilisées en France, le pourcentage de 

cas de légionellose diagnostiqués par ces méthodes étant passé de 58 % en 1997 à 3 % en 

2008 (Figure 7). En effet, bien que les tests sérologiques soient de précieux outils 

épidémiologiques, ils présentent un certain nombre d’inconvénients. Ils ont peu d'impact sur 

la prise de décision clinique du fait qu’ils deviennent positifs tardivement, en moyenne 2 à 3 

semaines après infection. De plus, de nombreux patients anciennement infectés par L. 

pneumophila gardent des titres anticorps résiduels parfois élevés (Plouffe et al., 1995). Par 

exemple, ces anticorps sont encore détectables 2 ans après l’infection chez 20 % des patients 

(Kallings & Nordström, 1983). Enfin, des réactions antigéniques croisées se produisent pour 

les différentes espèces du genre Legionella, mais également avec d’autres bactéries, 
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principalement Pseudomonas aeruginosa et C. burnetii (agent de la fièvre Q), et plus 

rarement avec Pseudomonas pseudomallei, Bacteroides fragilis, Campylobacter, Mycoplasma 

pneumoniae, Chlamydia psittaci, Citrobacter freundii, Haemophilus influenzae, Rickettsia 

typhi et Proteus vulgaris (Wang et al., 1987; Collins et al., 1984; Boldur et al., 1991). 

 

Figure 7 : Répartition des méthodes de diagnostic des cas de légionellose en France entre 

1996 et 2009 (source InVS). 

 

Mise en évidence d'antigène soluble dans les urines 

La détection d’antigène urinaire de L. pneumophila de sérogroupe 1 a été mise au point 

en 1979 (Tilton, 1979). Cette méthode de détection a été largement commercialisée et utilisée 

à la fin des années 1990. Actuellement, elle constitue la méthode la plus utilisée pour détecter 

les cas de légionellose (96 % des cas en 2009, Figure 7). L’antigène recherché dans les urines 

du patient est localisé au niveau des lipopolysaccharides (LPS) bactériens et est spécifique de 

l’espèce pneumophila (Kohler et al., 1981). Trois méthodes de détection ont été développées 

avec des sensibilités et spécificités comparables : radio-immunologique, l’anticorps 

secondaire étant radiomarqué ; immuno-enzymatique, l’anticorps secondaire étant couplé à 

une enzyme dont l’activité pourra ensuite être détectée ; et immuno-chromatographique, basée 

sur la migration des anti-LPS marqués à l’or colloïdal (Figure 8). Les tests basés sur la 
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recherche d’antigène urinaire de L. pneumophila de sérogroupe 1 ont une grande spécificité, 

proche de 100 % (Kashuba & Ballow, 1996), mais leur sensibilité varie de 70 % à plus de 

90 % (Kashuba & Ballow, 1996). Ces variations de sensibilité sont attribuées à différentes 

causes : (i) la proportion d’infections par L. pneumophila de sérogroupe 1 par rapport à celles 

liées aux autres sérogroupes et espèces du genre Legionella (Ruf et al., 1990) ; (ii) la gravité 

clinique de la maladie, les cas graves présentant une meilleure détection (Yzerman et al., 

2002) ; (iii) l’utilisation d’urines avant ou après concentration, la sensibilité des tests 

augmentant après concentration des urines (Blanco et al., 2008; Guerrero et al., 2004) ; (iv) le 

temps d’incubation du test pour les méthodes d’immuno-chromatographie, la prolongation à 

une heure augmentant la sensibilité (Diederen & Peeters, 2006). 

Malgré ces variations, les tests urinaires présentent l’avantage d’être faciles à réaliser 

et de permettre un diagnostic précoce. En effet, ils sont habituellement positifs 1 à 3 jours 

après le début de la maladie et deviennent négatifs en 4 à 6 semaines. Chez une faible 

proportion de patients cependant, ils demeurent positifs jusqu’à un an après l’infection 

(Kohler et al., 1984; Sopena et al., 2002). L’excrétion urinaire des antigènes est en règle 

générale plus longue chez les patients immunodéprimés, qui sont habituellement fébriles plus 

longtemps (Sopena et al., 2002). De plus, les tests actuels sont limités à la détection des 

bactéries du genre Legionella de sérogroupe 1. L’utilisation d’un nouvel antigène (PAL, 

peptidoglycan-associated lipoprotein) pour ce type de test pourrait permettre de détecter des 

bactéries du genre Legionella de sérogroupes 3, 4, 5 et 6, voire même d’autres espèces 

comme L. micdadei, L. jordanis, L. oakridgensis, L. anisa, L. gormanii, et L. sainthelensi 

(Kim et al., 2003). Il n’existe pas de test urinaire commercialisé pour détecter L. longbeachae. 
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Figure 8 : Principe du test d’immunographie d’après l’université numérique des sciences 

pharmaceutiques francophone www.unspf.fr. 

 

Détection des acides nucléiques chez Legionella 

Actuellement, les techniques d’amplification génique par PCR sont employées 

uniquement pour la détection des bactéries du genre Legionella dans l’environnement et non 

pas comme outils de diagnostic clinique de la légionellose en Europe (Ricketts & Joseph, 

2007). Elles présentent l’intérêt de détecter des souches de Legionella quelle que soit l’espèce 

ou le sérogroupe, sans nécessité d’isolement de la souche. La méthode est rapide, fiable et 

sensible puisqu’elle permet de détecter des niveaux faibles de contamination (moins de 200 

génomes par litre) (Morio et al., 2008). Les inconvénients sont liés à la technique de PCR : la 

présence possible d’inhibiteurs de PCR qui peut conduire à des résultats faussement négatifs 

ou le risque d’une contamination de l’échantillon qui peut conduire à de faux positifs. La PCR 

cible principalement des régions spécifiques des gènes codant l’ARN ribosomique 16S 

(Stølhaug & Bergh, 2006), 5S (Kessler et al., 1993), leur région intergénique (Herpers et al., 

2003) ou le gène mip (Stølhaug & Bergh, 2006). 
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II.2. Méthodes de typage 

 

II.2.1. Généralités  

Les méthodes de typage sont essentielles pour comprendre l’épidémiologie des 

infections puisqu’elles permettent d’identifier les souches responsables de cas de légionellose 

épidémiques, endémiques ou sporadiques (Visca et al., 1999). Ces techniques doivent 

permettre : (i) l’identification de la source de l’infection, (ii) de distinguer les isolats de 

Legionella entre eux, (iii) de distinguer isolats cliniques et environnementaux.  

Plusieurs méthodes de typage des bactéries du genre Legionella ont été développées : 

MAb (Monoclonal Antibodies), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), rep-PCR 

(repetitive element PCR), SNP (Single Nucleotide Polymorphism), RAPD (Random 

Amplified Polymorphic DNA), PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis), SBT (Sequence-

Based Typing), MLEE (Multi-Locus Enzyme Electrophoresis), ribotypage... A l’heure 

actuelle, quatre de ces méthodes sont couramment employées : une méthode phénotypique 

basée sur l’utilisation d’anticorps monoclonaux MAb et trois méthodes moléculaires dont le 

principe repose sur la variabilité nucléotidique des isolats : l’AFLP, le PFGE et le SBT (Fields 

et al., 2002; Hilbi et al., 2010).  

Ces différentes méthodes épidémiologiques sont évaluées selon différents critères 

(Tenover et al., 1997) : (i) la typabilité, c'est-à-dire la capacité d’assigner un type à un isolat ; 

(ii) la reproductibilité ; (iii) la stabilité, c'est-à-dire la capacité d’établir des liens clonaux entre 

les souches dérivant d’un ancêtre commun ; (iv) le pouvoir discriminant, c'est-à-dire la 

probabilité que deux isolats, non reliés épidémiologiquement et choisis au hasard, soient 

assimilés à deux types différents ; et enfin (v) la rapidité, l’accessibilité, le coût d’utilisation, 

la facilité d’interprétation et le partage des données entre laboratoires. 

Malgré la diversité actuelle des techniques de typage, une limite importante existe : en 

effet, elles ne permettent pas de discriminer entre eux les isolats de la souche L. pneumophila 
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Paris, qui est très répandue en Europe et responsable de plus de 10% des infections en France 

en 2009. De ce fait, de nouvelles méthodes de typage sont encore à développer et ceci a 

constitué l’objet d’étude d’une partie de ma thèse (voir chapitre 4). 

 

II.2.2. MAb (Monoclonal Antibodies) 

Cette technique est utilisée en routine dans les laboratoires cliniques pour 

l’identification de l’espèce et du sérogroupe (Helbig et al., 1997). Les anticorps monoclonaux 

(MAb) utilisés ciblent des antigènes de surface, c’est-à-dire les LPS de la membrane externe 

des bactéries. Un total de 98 anticorps monoclonaux dirigés contre les LPS de L. pneumophila 

a été obtenu en immunisant des souris avec des souches de référence de L. pneumophila. Ces 

anticorps constituent le panel de Dresden. Un test ELISA est le plus souvent réalisé en 

utilisant un des MAb comme anticorps primaire (Helbig et al., 1997). Cette technique permet 

de grouper l’espèce L. pneumophila en 15 sérogroupes numérotés de 1 à 14 et un groupe 

appelé sérogroupe Lansing 3. Elle permet aussi en utilisant 8 MAb différents de subdiviser les 

isolats de L. pneumophila de sérogroupe 1 en 9 sous-groupes : Knoxville, Philadelphia, 

Benidorm, France/Allentown, Olda, Oxford, Bellingham, Heysham et Camperdown (Figure 

9) (Helbig et al., 2002). Un épitope reconnu par l’anticorps MAb 3/1 est lié à une virulence 

accrue pour le sérogroupe 1 : en effet, 85,1 % des légionelles de sérogroupe 1 isolées chez des 

patients sont reconnues par ce MAb. 

Des soucis de reproductibilité interlaboratoire pour la subdivision en sous-groupes ont 

été reportés par cette technique. De plus, il n’existe actuellement aucun kit permettant de 

réaliser un test de sérogroupage rapidement. 
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Figure 9 : Organigramme pour la subdivision en sous-groupes monoclonaux de L. 

pneumophila sérogroupe 1, en utilisant le panel de Dresden et MAb3. Les sigles + et - 

indiquent une réaction positive et négative, respectivement, à l’anticorps monoclonal 

(d’après (Helbig et al., 2002)). 

 

II.2.3. Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) 

La technique ALFP consiste à extraire l’ADN bactérien, le digérer par des enzymes de 

restriction, puis ligaturer les fragments obtenus à des adaptateurs de séquence connue. Les 

fragments sont alors amplifiés par PCR à l’aide d’amorces complémentaires aux adaptateurs 

et les produits obtenus sont ensuite séparés par électrophorèse. L’enzyme de restriction doit 

être adaptée au pourcentage en G+C et à la taille du génome de l’organisme (Valsangiacomo 

et al., 1995). Cette technique présente les avantages d’être simple d’utilisation, rapide (entre 

24 et 48 heures) et de posséder un bon pouvoir discriminant (0,89) au sein du genre 

Legionella (Fry et al., 1999). Il s’agit de la première méthode de typage génomique qui a été 
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standardisée et utilisée au niveau international chez L. pneumophila (Fry et al., 2002). 

L’utilisation de cette technique tend cependant à diminuer par rapport à d’autres. 

 

II.2.4. L’électrophorèse en champs pulsés (PFGE) 

Cette méthode de typage est utilisée chez de nombreuses espèces bactériennes, comme 

E. coli 0157:H7, Salmonella, Shigella, Streptococcus aureus et Bacillus tuberculosis 

(Lawrence et al., 1999; Singh et al., 2006). Dans le cas des bactéries du genre Legionella, elle 

est essentiellement utilisée pour le typage des isolats de l’espèce L. pneumophila et de 

sérogroupe 1, bien que quelques travaux aient été réalisés sur des isolats d’une part des 

sérogroupes 3, 4, 6 et 10 (Lück et al., 1994, 1995; Visca et al., 1999; Ott et al., 1992) et 

d’autre part des espèces L. bozemanii, L. micdadei, L. longbeachae (Lück et al., 1995) et L. 

anisa (Akermi et al., 2006). 

Cette méthode consiste à extraire l’ADN génomique, puis de le digérer par des 

enzymes de restriction choisies pour générer 10 à 30 fragments de restriction de 10 à 800 kb 

chacun. L’enzyme de restriction la plus largement utilisée pour les isolats de Legionella est 

SfiI (Pruckler et al., 1995; Jonas et al., 2000). La séparation des fragments d’ADN obtenus est 

réalisée sur un gel d’agarose grâce à deux champs électriques qui alternent durant des 

intervalles de temps courts, et augmentent au fur et à mesure. L’angle formé par ces deux 

champs électriques varie suivant la résolution voulue. Les fragments séparés sont révélés par 

coloration au bromure d’éthidium et les profils obtenus sont classés en pulsotypes, 

caractéristiques des différentes souches analysées. Un guide consensus pour l’interprétation 

des pulsotypes est disponible (Tenover et al., 1995). 

Il s’agit de la technique de typage présentant le meilleur pouvoir discriminant, 

supérieur à 0,98 au sein du genre Legionella (Riffard et al., 1998; Fry et al., 1999). 

Cependant, cette méthode a l’inconvénient d’être coûteuse en temps et en matériel (Tenover 
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et al., 1997). Cette méthode a permis d’établir le profil de la souche L. pneumophila 

sérogroupe 1 Paris. Cependant, elle ne permet pas de discrimination entre les différents isolats 

de type Paris, bien que ceux-ci puissent être isolés en Europe, Amérique du Nord, Australie, 

Japon et Sénégal (Cazalet et al., 2008; Aurell et al., 2003).  

 

II.2.5. Sequence-Based Typing (SBT) 

La technique SBT (Gaia et al., 2005) a été développée par le groupe européen EWGLI 

(European Working Group for Legionella Infections). Elle consiste à amplifier par PCR, puis 

à séquencer, des portions de sept gènes impliqués dans le métabolisme de base, la régulation 

génique et la virulence : asd, codant l’aspartate-β-semi-aldéhyde déshydrogénase ; flaA, 

codant une des sous-unités du flagelle ; pilE, codant la piline de type IV ; mip, codant une 

protéine appelée « macrophage infectivity potentiator » ; mompS, codant une protéine 

membranaire ; proA, codant une métalloprotéase à zinc ; et neuA, codant la N-

acylneuraminate cytidylyl transférase. 

L’ensemble de ces séquences est comparé pour les différents isolats, ce qui permet de 

les classer en différents groupes alléliques ou ST (Sequence Type). Un numéro d’allèle est 

attribué à chaque portion de gènes, ce qui permet d’assigner un profil allélique, constitué par 

la succession de sept chiffres, à chaque isolat. Un numéro ST est alors attribué, qui est 

caractéristique de l’isolat. Ces séquences sont répertoriées dans une banque de données 

accessible sur le site du groupe EWGLI (www.ewgli.org). Cette technique présente les 

avantages d’être précise, reproductible et de générer des résultats facilement transférables 

entre différents laboratoires. Son pouvoir discriminant est de 0,963 et devient similaire à celui 

du PFGE (0,98) en l’associant à la méthode du sérotypage avec des anticorps monoclonaux 

(Ratzow et al., 2007). 
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III. Facteurs de virulence chez les bactéries du genre 

Legionella 

 Les facteurs de virulence sont définis comme tous les éléments d’une bactérie 

participant à leur capacité à infecter et à provoquer une maladie ou la mort de leur hôte. Ces 

facteurs sont donc très divers de façon générale, mais sont également très différents d’une 

espèce bactérienne à une autre. Dans cette partie bibliographique, je me focaliserai ainsi sur le 

cas des bactéries du genre Legionella. En effet, même si ces bactéries présentent certains 

facteurs de virulence typiques des bactéries pathogènes comme le lipopolysaccharide (LPS), 

les flagelles, les pili, des protéines de la membrane externe ou un système de sécrétion de type 

II, des spécificités existent comme la présence d’un système de sécrétion de type IV avec 

environ 200 protéines effectrices. Les bactéries du genre Legionella ont ainsi développé de 

nombreux facteurs de virulence leur permettant d’infecter et de se multiplier dans leurs hôtes 

naturels que sont les protozoaires, mais aussi dans les macrophages alvéolaires humains 

(Newton et al., 2010). Le cycle cellulaire de Legionella au cours d’une infection se caractérise 

par deux phases distinctes (voir section I.4.2 et Figure 4) : la phase réplicative au cours de 

laquelle les cellules bactériennes se multiplient dans la vacuole intracellulaire et la phase 

transmissive au cours de laquelle les cellules bactériennes sortent de la cellule infectée pour 

éventuellement infecter d’autres cellules hôtes. Un parallèle a été suggéré entre les phases 

réplicative et transmissive de l’infection in vivo et les phases exponentielle et stationnaire lors 

de cultures in vitro de Legionella (Molofsky & Swanson, 2004). Ce parallèle a été proposé 

essentiellement sur la base d’une régulation différentielle des gènes au cours des deux types 

de phases in vivo et in vitro, avec notamment différents facteurs de virulence exprimés dans 

chaque phase. L’infection est donc un processus complexe qui requiert une régulation fine de 

l’expression des gènes entre ces deux phases successives et donc la participation de 
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régulateurs globaux afin de coordonner l’expression des facteurs de virulence à celle des 

gènes impliqués dans divers processus physiologiques, comme les réponses aux stress et 

l’adaptation au nouvel environnement constitué par l’hôte eucaryote. Chez Legionella, 

plusieurs régulateurs globaux ont été identifiés et l’implication de certains d’entre eux dans la 

virulence a pu être démontrée. Il s’agit notamment des protéines RpoS et CsrA, de la 

molécule signal (p)ppGpp, de petits ARNs non codants, et de systèmes à deux composantes. 

Une présentation des principaux facteurs de virulence chez Legionella et de leur rôle respectif 

est exposée ci-dessous et ce, en fonction de leur implication dans la phase réplicative ou 

transmissive. Enfin, les régulateurs de ces deux phases de l’infection seront également 

présentés. 

 

III.1. Les facteurs impliqués dans la phase réplicative 

 Il est important de noter ici que certains des facteurs de virulence décrits ci-dessous 

peuvent également être impliqués dans la phase transmissive, en plus de la phase réplicative. 

 

III.1.1. Facteurs impliqués dans l’acquisition du fer et d’acides aminés 

Les bactéries pathogènes nécessitent du fer pour se multiplier dans leurs hôtes (Sutak 

et al., 2008). Chez Legionella, une altération de l’expression des gènes impliqués dans 

l’acquisition du fer entraîne une diminution ou une perte totale de sa capacité à se multiplier 

dans les cellules hôtes. Deux sidérophores sont impliqués dans la virulence : un sidérophore 

de type aérobactine dont la synthèse dépend du gène frgA (Fur-regulated gene A) qui code 

une protéine homologue aux aérobactines synthétases LucA et LucC d’E. coli (Hickey & 

Cianciotto, 1997) et la légiobactine qui est un sidérophore spécifique des bactéries du genre 

Legionella. En effet, la légiobactine présente une structure différente des sidérophores connus 

par ailleurs chez d’autres bactéries (Liles et al., 2000; Allard et al., 2009). Les gènes lbtAB 
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codent respectivement la synthétase et la protéine d’export de la légiobactine (Allard et al., 

2006). Un mutant lbtA est affecté dans sa capacité à infecter des souris.  

Un certain nombre d’autres facteurs sont impliqués dans l’assimilation du fer, comme 

les protéines IraAB et FeoB qui sont des transporteurs membranaires également nécessaires à 

la multiplication intracellulaire (Viswanathan et al., 2000; Robey & Cianciotto, 2002). La 

protéine FeoB est notamment impliquée dans le transport du fer à travers la membrane 

plasmique (Cianciotto, 2007). Le facteur CcmC de maturation du cytochrome c, codé par le 

gène ccmC, est nécessaire à la formation du cytochrome C qui permet l’assimilation du fer 

(Viswanathan et al., 2002). Les protéines FeoB, CcmC et IraA sont nécessaires à la 

multiplication intracellulaire de Legionella dans différents hôtes eucaryotes. 

 Le fer n’est pas le seul élément nécessaire aux bactéries Legionella pour se multiplier 

dans leur hôte. En effet, elles doivent acquérir des nutriments de leur hôte, notamment des 

acides aminés. Une famille de transporteurs d’acides aminés, appelés Pht (Phagosomal 

transporter), est nécessaire pour la réplication de Legionella dans ses hôtes (Sauer et al., 2005). 

Ces transporteurs font partie de la famille MFS (Major Facilitator Superfamily). Une des 

protéines Pht a été caractérisée, la protéine PhtA. Il s’agit d’un transporteur de la thréonine, 

un acide aminé essentiel pour L. pneumophila durant la phase réplicative (Sauer et al., 2005). 

Des mutants du gène phtA sont incapables de se répliquer dans des macrophages. Une dizaine 

de protéines Pht ont été identifiées dans les génomes disponibles de toutes les souches de 

Legionella (Chen et al., 2008). 
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III.1.2. Protéines de stress 

 Lors de la réplication intracellulaire, les cellules de Legionella doivent faire face à un 

certain nombre de stress pour survivre, notamment le stress oxydatif. Elles possèdent ainsi un 

arsenal leur permettant de faire face à ces stress. A l’heure actuelle, quatre protéines de stress 

impliquées dans la virulence chez Legionella ont été caractérisées : GspA, KatAB, SodB et 

SodC. 

 La protéine GspA (Global stress protein) est une protéine de 19kDa, homologue à la 

protéine GroEL (Abu Kwaik et al., 1997). Cette protéine est exprimée durant la multiplication 

intracellulaire dans les macrophages et les amibes. In vitro, elle est également exprimée suite 

à quatre stress : choc thermique, stress oxidatif, choc acide et choc osmotique et elle augmente 

la résistance des bactéries à ces stress. 

 Le complexe protéique KatAB, constitué des sous-unités KatA et KatB, est une 

catalase-péroxydase périplasmique exprimée avant l’entrée dans la phase post-exponentielle 

(Bandyopadhyay & Steinman, 1998; Bandyopadhyay et al., 2003). Ce complexe est requis 

pour la multiplication intracellulaire. Il serait nécessaire pour maintenir un faible taux de 

composés oxygénés comme le péroxyde d’hydrogène, permettant ainsi la multiplication des 

bactéries du genre Legionella dans le phagosome (Bandyopadhyay et al., 2003). 

 Les protéines SodB et SodC sont des superoxide dismutases, la première dépendante 

du fer et cytoplasmique et la seconde dépendante de cuivre et de zinc et périplasmique. Elles 

favorisent la résistance des cellules bactériennes aux stress oxydatifs lors de l’invasion des 

cellules eucaryotes (Sadosky et al., 1994; St John & Steinman, 1996). L’expression de ces 

protéines ne varie pas au cours de la croissance et n’est pas induite par différents stress 

(Sadosky et al., 1994). Le gène sodB est essentiel car il permettrait de réduire les composés 

oxydatifs produits à l’intérieur du cytoplasme, ce que ne peut pas faire ni le complexe KatAB 

ni la protéine SodC. 
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III.1.3. Systèmes de sécrétion 

Chez L. pneumophila, quatre systèmes de sécrétion ont été décrits, de types I, II, IVa 

et IVb, et un système de sécrétion de type V a été mis en évidence spécifiquement chez la 

souche Paris (Cazalet et al., 2004). Les données génomiques concernant l’espèce L. 

longbeachae montrent l’existence de trois systèmes de sécrétion, de types I, II et IVb (Cazalet 

et al., 2010). Seuls les systèmes de sécrétion de types II, IVa et IVb sont impliqués dans la 

virulence et seront donc décrits ici. 

 

Le système de sécrétion de type II 

Le système de sécrétion de type II, appelé Lsp pour « Legionella secretion pathway », 

est nécessaire pour une virulence complète de Legionella, mais aussi pour sa persistance dans 

l’environnement (Söderberg et al., 2008). Il est constitué de protéines de sécrétion conservées 

chez les bactéries Gram-négatives, permettant l’export de toxines, protéases et d’autres types 

de protéines (Figure 10). Chez Legionella, le système Lsp permet le transport de plus d’une 

vingtaine de protéines, majoritairement des enzymes qui vont interférer avec la machinerie de 

l’hôte, comme des protéases, des phosphatases, des lipases (Cianciotto, 2009). La sécrétion 

est réalisée en deux étapes. Les substrats sont tout d’abord transloqués à travers la membrane 

plasmique dans le périplasme par le système Sec ou Tat, grâce à une séquence signal localisée 

dans leur partie N-terminale (Cianciotto, 2005). Dans le périplasme, cette séquence signal est 

éliminée, puis les substrats sont transportés par le système de sécrétion de type II à travers la 

membrane externe des bactéries vers le milieu extérieur (Lammertyn & Anné, 2004). 
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Figure 10 : Modèle de système de sécrétion de type II. Les substrats sont transloqués à travers 

la membrane interne (Inner membrane) via le système Sec (le système Tat n’est pas 

représenté). Ensuite, un pilus extensible constitué des protéines G (pseudopiline 

majeure), J, K et I (pseudopilines mineures) vont pousser les substrats à travers la 

sécrétine dodécamérique D et permettre leur passage à travers la membrane externe 

(Outer membrane). La prépiline peptidase O permet l’incorporation des pseudopilines 

au pilus après clivage et methylation. C–M: constituants de l’appareil de sécrétion de 

type II ; H: pseudopiline mineure. D’après (Cianciotto, 2009). 

 

Le système Lsp est codé par cinq loci génétiques répartis sur le chromosome, dont 

pilBCD impliqué dans la synthèse des pili de type IV ; lspFGHIJK qui code des pseudopilines, 

constituants du pseudopilus (Rossier & Cianciotto, 2001) ; lspDE codant la sécrétine de la 



 50 

membrane externe et l’ATPase ; et lspC et lspLM qui sont probablement impliqués dans la 

sécrétion (Rossier et al., 2004). L’étude de mutants de ces gènes a révélé l’implication de ce 

système de sécrétion de type II dans la virulence de Legionella : une mutation de pilD qui 

code une pseudopiline peptidase empêche la bactérie d'infecter les cellules hôtes quelles 

qu'elles soient, tandis qu’une mutation de lspGH affecte la multiplication intracellulaire dans 

les amibes (Hales & Shuman, 1999a; Aragon et al., 2002). Ces mutants sont également 

affectés dans leur survie dans l’environnement, ainsi qu’à des températures basses. De plus, 

ce système est impliqué dans l’adhésion des bactéries aux surfaces, la formation de biofilm, 

mais aussi la mobilité via la sécrétion potentielle d’un surfactant de surface (Stewart et al., 

2009). 

 

Les systèmes de sécrétion de type IV 

Chez les bactéries du genre Legionella, il existe deux systèmes de sécrétion de type 

IV : un système de type IVa, appelé Lvh pour « Legionella vir homolog », et un système de 

type IVb, appelé Dot/Icm (Defective in Organelle Trafficking/IntraCellular Multiplication). 

Ces deux systèmes permettent également le transfert conjugatif de gènes. 

Un large nombre de mutants présentant un défaut de multiplication intracellulaire a été 

mis en évidence et ils furent nommés mutant dot (Berger & Isberg, 1993) ou icm (Marra et al., 

1992). Ces gènes dot ou icm ont par la suite étaient identifiés comme codant pour un système 

de sécrétion de type IVb par deux équipes indépendantes, qui lui ont ainsi donné chacun un 

nom différent : Dot (Segal et al., 1998) et Icm (Vogel et al., 1998). Il est depuis appelé 

Dot/Icm (Figures 11 et 12). Ce système de sécrétion est nécessaire pour la multiplication 

intracellulaire de Legionella, mais aussi pour l’entrée des bactéries, l’inhibition de l’apoptose 

et la sortie des cellules bactériennes de la cellule hôte. Les constituants de Dot/Icm 

formeraient une structure multiprotéique de type translocon traversant la membrane 
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plasmique et la membrane externe (Vincent et al., 2006) et entraînant l’insertion d’un pore de 

translocation dans la membrane plasmique de la cellule hôte (Isberg et al., 2009). Environ 200 

protéines dites effectrices ou effecteurs sont transloquées dans la cellule hôte par le système 

Dot/Icm, ce qui représente près de 10% du protéome de L. pneumophila (Isberg et al., 2009; 

Burstein et al., 2009). La séquence signal des effecteurs serait à leur extrémité C-terminale 

(Cambronne & Roy, 2007). La fonction de la majorité de ces effecteurs est inconnue et 

l’inactivation des gènes d’effecteurs est en général sans effet, ce qui suggère une forte 

redondance fonctionnelle entre ces effecteurs. Cependant, un certain nombre de processus 

cellulaires de l’hôte sont connus pour être affectés par ces effecteurs, notamment le trafic 

vésiculaire intracellulaire (Dorer et al., 2006; de Felipe et al., 2008; Heidtman et al., 2009), la 

régulation des GTPases (Kagan et al., 2004), la traduction et les réponses au stress (Shen et 

al., 2009), l’apoptose (Molmeret et al., 2004; Laguna et al., 2006), la phagocytose, la 

maturation du phagosome, l’inhibition de la fusion phagosome/lysosome, la formation de 

pores, la sortie de la cellule hôte (Isberg et al., 2009) et les voies d’ubiquitination (Kubori et 

al., 2008). Par ailleurs, un certain nombre d’effecteurs possèdent des motifs protéiques 

trouvés uniquement chez des protéines eucaryotes (Nagai et al., 2002). Les protéines 

effectrices modulent ainsi la réponse des hôtes eucaryotes, rendant possible la multiplication 

intracellulaire de Legionella (Segal et al., 2005). 

Les constituants du système Dot/Icm sont codés par un groupe de 26 gènes situés sur 

deux régions distinctes du chromosome (Figure 12) (Segal et al., 1998; Matthews & Roy, 

2000; Vincent et al., 2006). Une délétion de certains de ces gènes affecte la virulence des 

bactéries pour les macrophages et les amibes (Franco et al., 2009). Plus de 65% des protéines 

codées par ces gènes présentent des homologies avec des systèmes bactériens de transfert 

conjugatif d’ADN et le système Dot/Icm est également capable de mobiliser certains 

plasmides (Vogel et al., 1998). Cette capacité de conjugaison via le système de sécrétion 
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Dot/Icm peut permettre aux bactéries du genre Legionella d’acquérir des traits de virulence 

(Vogel et al., 1998). Par ailleurs, il a également été démontré que les gènes dot/icm pouvaient 

être transférés horizontalement entre souches de Legionella de sérogroupes différents, 

permettant ainsi à une souche avirulente d’acquérir un phénotype virulent (Miyamoto et al., 

2003). Ce transfert de gènes pourrait également se produire à l’intérieur de biofilms. Certains 

auteurs émettent l’hypothèse que l’acquisition de gènes d’effecteurs possédant des motifs 

protéiques de nature eucaryote aurait pu se produire lors d’infections par des événements de 

transferts horizontaux (Franco et al., 2009; Lurie-Weinberger et al., 2010). 

 

Figure 11 : Modèles du système de sécrétion de type IVb chez Legionella. Le complexe 

IcmS-IcmW intéragit avec les effecteurs sécrétés. Le canal par lequel les effecteurs 

transitent n’a pas été identifié. Le premier modèle suppose un canal formé par des 

protéines transmembranaires de la membrane plasmique et de la membrane externe, 

tandis que dans le second modèle le canal de translocation serait constitué d’une seule 

protéine. Selon Akey http://www.bumc.bu.edu/phys-biophys/faculty/akey/akey-
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laboratory/projects/type-ivb-protein-secretion/. IM : membrane plasmique de la 

bactérie ; OM : membrane externe de la bactérie ; PM : membrane plasmique de la 

cellule hôte. 

 

Figure 12 : Organisation des gènes codant le système de sécrétion de type IVb Dot/Icm chez 

Legionella, selon (Schroeder et al., 2010). 

 

Le système de sécrétion de type IVa, appelé Lvh, semble fonctionner en parallèle du 

système Dot/Icm car il complémente certains déficits de mutants Dot/Icm au niveau de 

l’invasion de la cellule hôte et de la réplication intracellulaire (Bandyopadhyay et al., 2007). 

Les substrats transloqués par ce système ne sont pour le moment pas identifiés. Le système 

Lvh est codé par 11 gènes portés par un élément mobile, qui peut exister sous deux formes 

dans la cellule : intégré dans le chromosome au niveau d’un gène codant un ARNt ou libre 

sous forme plasmidique. La présence de l’une ou l’autre de ces formes dépend de la phase de 

croissance (Doléans-Jordheim et al., 2006). Ce système est analogue au système de sécrétion 

Vir de la bactérie phytopathogène Agrobacterium tumefaciens, qui permet la translocation 

d’ADN bactérien dans les cellules végétales (Figure 13). Le système Lvh n’a pas de rôle 

essentiel dans la virulence de Legionella, mais favorise sa multiplication intracellulaire dans 

les hôtes eucaryotes à 30 °C (Ridenour et al., 2003). 
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Figure 13 : Modèle de l’appareil de sécrétion de type IVa d’A. tumefaciens. L’appareil de 

sécrétion d’A. tumefaciens est composé de 11 protéines VirB1 à VirB11 et d’une 

protéine VirD4. La nucléoside triphosphate est représentée en jaune, elle donne 

l’énergie nécessaire au transfert ; en bleu, les composants du canal transmembranaire ; 

en rouge, les composants du pilus ; en vert, la transglycosylase lytique responsable de la 

dégradation locale de la couche de muréine au site d’assemblage, d’après (Juhas et al., 

2008). 
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III.1.4. La protéine Mip 

La protéine Mip (macrophage infectivity potentiator) est une protéine homodimérique 

de surface de 24kDa codée par le gène mip. Cette protéine possède une activité peptidyl-

prolyl cis/trans isomérase, qui est nécessaire pour les étapes d’invasion et d’établissement 

intracellulaire dans les cellules hôtes, mais pas pour la multiplication bactérienne 

intracellulaire, ni pour l’invasion d’amibes comme A. castellanii (Cianciotto, 2001; Wieland 

et al., 2002; Köhler et al., 2003). Les mécanismes exacts de son implication dans la virulence 

ne sont cependant pas clairement établis.  

 

III.1.5. Facteurs impliqués dans l’infection des macrophages 

Quatre régions chromosomiques sont requises pour infecter les macrophages, même si 

elles restent encore mal caractérisées : pmi (protozoa and macrophage infectivity), mil 

(macrophage infectivity locus), eml (early stage macrophage-induced locus) et enh (enhanced 

entry). Tous ces loci codent des facteurs intervenant dans la virulence (entrée dans les cellules 

eucaryotes, modification de la voie endosomale, formation de pores...) (Abu Kwaik & 

Pederson, 1996; Gao et al., 1998; Harb & Abu Kwaik, 2000; Cirillo et al., 2000). Seul le gène 

rtxA appartenant au locus enh1 a été caractérisé. Il est impliqué dans l'adhérence, la 

cytotoxicité, la formation de pores et l'entrée de L. pneumophila dans la cellule hôte (Cirillo et 

al., 2001). 
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III.2. Les facteurs impliqués dans la phase transmissive  

III.2.1. Facteurs impliqués dans l’adhésion 

Plusieurs structures de surface sont impliquées dans l’adhésion des bactéries du genre 

Legionella aux cellules eucaryotes. 

Le lipopolysaccharide (LPS) est un facteur de virulence de Legionella situé à la 

surface bactérienne. Le sérogroupe d’une souche est ainsi identifié par la reconnaissance des 

épitopes associés au LPS par un anticorps monoclonal (MAb). Les données de typage 

reposant sur la reconnaissance antigénique du LPS ont mis en évidence que les souches L. 

pneumophila sérogroupe 1 sont plus souvent retrouvées associées à des cas de légionellose 

(Helbig et al., 1995). Le LPS induit chez l’hôte eucaryote supérieur les voies classique et 

alternative du complément (Mintz et al., 1992). Il permet l’adhésion des cellules de 

Legionella à la muqueuse respiratoire. Comme chez de nombreuses bactéries, L pneumophila 

de sérogroupe 1 présente un phénomène de variation de phase qui permet une expression 

différentielle ainsi qu’une variabilité au niveau des épitopes du LPS, ce qui entraîne une 

modulation de la virulence en déjouant le système immunitaire. Dans un cas particulièrement 

bien étudié, le changement de phase est dû à la mobilité d’un élément génétique de 30kb 

d’origine phagique, qui se trouve sur le chromosome dans les souches virulentes (Lüneberg et 

al., 1998). L’excision de cet élément provoque une altération du LPS, ce qui entraîne une 

diminution de la virulence à l’encontre des macrophages de lignées humaines HL60 et des 

cellules amibiennes A. castellanii. 

Le LPS de certaines souches de L. pneumophila de sérogroupe 1 présente une 

hydrophobicité importante, due à une O-acétyltransférase codée par le gène lag-1 et entraînant 

la formation de résidus O-acétylés sur le polysaccharide O du LPS (Zou et al., 1999; Kooistra 

et al., 2001). Cette hydrophobicité pourrait expliquer en partie une meilleure survie dans les 

aérosols et pourrait jouer un rôle dans la virulence (Dennis & Lee, 1988). La forte prévalence 
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du gène lag-1 parmi les isolats cliniques suggère son importance dans la virulence (Kozak et 

al., 2009).  

Un deuxième facteur important pour l’adhésion est la protéine MOMP (Major Outer 

Membrane Protein) codée par le gène ompS. C’est une protéine constituée de deux sous-unités 

de 28 et 31kDa, respectivement (Hoffman et al., 1992). Cette protéine est impliquée dans la 

virulence en permettant l’adhésion aux macrophages au niveau des récepteurs CR1 et CR3 via 

la liaison des éléments C3 et C3i du complément (Bellinger-Kawahara & Horwitz, 1990; 

Krinos et al., 1999). 

La protéine de choc thermique Hsp60 codée par le gène htpB est également impliquée 

dans l’adhésion aux cellules de mammifères HeLa, le récepteur eucaryote n’étant pas connu 

(Garduño et al., 1998). 

Les bactéries du genre Legionella peuvent également exprimer à leur surface des pili 

de type IV ou CAP (Competence and adherence-associated pili), ces pili étant associés à la 

compétence et l’adhésion. Ils peuvent lier le complément et être reconnus comme ligands par 

les lectines des protozoaires. Ils sont impliqués dans l’adhésion et la virulence des bactéries 

du genre Legionella vis-à-vis des macrophages et des amibes (Stone & Abu Kwaik, 1998). 

 

III.2.2. Le flagelle 

La synthèse du flagelle, et donc l’expression des gènes de biosynthèse correspondants, 

intervient à un moment précis du cycle cellulaire de L. pneumophila, lors de la transition entre 

les phases réplicative et transmissive au cours d’infections in vivo et de l’entrée des cellules 

en phase stationnaire in vitro. En effet, le flagelle n’est pas requis pour la multiplication 

intracellulaire mais pour la capacité de dissémination et d’invasion des cellules hôtes 

(Merriam et al., 1997; Dietrich et al., 2001; Heuner & Steinert, 2003). De même, il n’est pas 

nécessaire lorsque les cellules se divisent en phase exponentielle in vitro. Les bactéries du 
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genre Legionella deviennent donc mobiles durant les étapes tardives de l’infection in vivo et 

au moment de l’entrée des cellules en phase stationnaire in vitro (Swanson & Hammer, 2000). 

Des mutants de L. pneumophila dépourvus de flagelle présentent une diminution de la 

capacité infectieuse vis-à-vis de macrophages et de cellules amibiennes. En revanche, le taux 

de réplication intracellulaire n’est pas affecté (Dietrich et al., 2001). Le système flagellaire de 

Legionella est donc lié au phénotype de virulence. La mobilité pourrait également être 

importante dans l’environnement afin de trouver un nouvel hôte à infecter ou pour la 

colonisation de nouveaux habitats (Heuner & Steinert, 2003). 

Le flagelle est une structure complexe, dont la synthèse et sa régulation font intervenir 

43 gènes (Figure 14). Ces gènes sont régulés selon une cascade de régulation et sont ainsi 

regroupés en 4 classes suivant leur ordre d’expression, des plus précoces aux plus tardifs 

(Heuner & Steinert, 2003; Albert-Weissenberger et al., 2010) : 

- classe I : fleQ qui code un activateur transcriptionnel qui va, en combinaison avec le 

facteur sigma alternatif RpoN (σ54), activer les gènes de classe II (Jacobi et al., 2004; Albert-

Weissenberger et al., 2010), 

- classe II : fle1, fleR, fleS, flgA, flgB, flgC, flgD, flgE, flgF, flgG, flgH, flgI, flgJ, flgK, 

flgL, flhA, flhB, flhF, fliE, fliF, fliG, fliH, fliI, fliJ, fliK’, fliM, fli1, fliQ, fliR ; la plupart codant 

les protéines participant à la synthèse du corps basal et du crochet du flagelle, fle1 codant 

l’anti-activateur de FleQ et fleRS un régulateur à deux composantes induisant l’expression des 

gènes de classe III, 

- classe III : flgM, flg1, flhB’, fliA, motA, motA2, motB, motB2 ; fliA codant le facteur 

alternatif σ28 qui va ensuite activer la transcription des gènes de classe IV (Heuner et al. 2002), 

- classe IV : flaA, flaG, fliD, fliS, motY ; flaA codant la flagelline qui est connue pour 

induire la cytotoxicité et la mort des macrophages (Molofsky et al., 2005). 
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Figure 14 : Stucture protéique théorique du flagelle bactérien, selon la base de données KEGG 

www.genome.jp/kegg/pathway/eco/eco02040.hmtl 

 

III.2.3. Les cytotoxines 

Il existe chez L. pneumophila deux toxines ayant une activité hémolytique : la 

légiolysine, une protéine de 39kDa codée par le gène lly, et la métalloprotéase à zinc Msp, 

codée par proA et qui présente plusieurs activités protéolytiques, hémolytiques et 

cytotoxiques. La protéine Msp est sécrétée par le système de sécrétion de type II Lsp (voir 

section III.1.3). Ces toxines sont impliquées dans la lyse des cellules, mais elles ne sont pas 

strictement nécessaires, car des mutants pour chacun de ces gènes sont toujours capables de 



 60 

croître et de lyser les cellules (Quinn & Tompkins, 1989; Wintermeyer et al., 1994). La 

protéase Msp est en revanche capable de diminuer le stress oxydatif au cours de l’infection 

(Sahney et al., 2001). 

 

III.3. Régulation du cycle biphasique de Legionella 

Les caractéristiques majeures des bactéries du genre Legionella sont d’une part un 

cycle de croissance biphasique aussi bien in vivo qu’in vitro et d’autre part une capacité à se 

multiplier et à survivre dans des hôtes eucaryotes extrêmement diversifiés et dans des 

environnements tout aussi divers. L’adaptation des bactéries du genre Legionella à toutes ces 

conditions implique une régulation fine de l’expression des gènes, dont ceux nécessaires à la 

virulence. La comparaison des profils globaux de transcription chez L. pneumophila d’une 

part entre les phases réplicative et transmissive et d’autre part au cours des différentes phases 

de cultures in vitro a démontré une expression différentielle des gènes, spécifique de chaque 

phase du cycle cellulaire (Brüggemann et al., 2006). En particulier, la phase réplicative se 

caractérise par la transcription préférentielle de gènes impliqués dans l’utilisation de sources 

de carbone et le métabolisme des acides aminés, alors que la phase transmissive 

s’accompagne d’une augmentation de la transcription de gènes d’effecteurs du système 

Dot/Icm, de gènes de biosynthèse du flagelle et de gènes modulant la quantité de molécules 

signal. 

Le processus infectieux de Legionella et en particulier la transition entre phases 

réplicative et transmissive sont sous le contrôle de différents systèmes de régulation globale 

de l’expression des gènes (Steinert et al., 2007). Trois systèmes à deux composantes sont 

impliqués dans la régulation de la virulence chez Legionella (Figure 15) : CpxAR, PmrAB et 

LetAS. Les deux premiers régulent directement, en activant lors de la phase transmissive, 

l’expression de gènes codant des composants et des effecteurs du système Dot/Icm (Gal-Mor 
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& Segal, 2003; Zusman et al., 2007; Altman & Segal, 2008; Al-Khodor et al., 2009). Le 

troisième, LetAS, constitue l’un des plus importants points de contrôle de la transition entre 

phases réplicative et transmissive (Gal-Mor & Segal, 2003; Al-Khodor et al., 2009; Lynch et 

al., 2003), en contrôlant notamment un régulateur clé de la phase réplicative, CsrA (Figure 

15). La protéine CsrA est un répresseur post-transcriptionnel de l’expression des gènes 

impliqués dans la phase transmissive (Molofsky & Swanson, 2003). Elle est impliquée dans la 

croissance, la virulence, la formation de biofilm et l’entrée en phase stationnaire (Forsbach-

Birk et al., 2004; Wang et al., 2005). Ainsi, la transition de la phase réplicative vers la phase 

transmissive doit s’accompagner de la levée de la répression exercée par CsrA. C’est à ce 

niveau qu’intervient le système à deux composantes LetAS qui va induire, en réponse à des 

signaux peu connus, l’expression de deux gènes rsmY et rsmZ (Figure 15), codant deux petits 

ARNs non-codants. Ceux-ci vont alors séquestrer CsrA et permettre la transition entre phases 

réplicative et transmissive (Rasis & Segal, 2009; Sahr et al., 2009). 
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Figure 15 : Modèle de régulation du système Dot/Icm de L. pneumophila via les systèmes à 

deux composantes CpxAR, PmrAB et LetAS (Rasis & Segal, 2009). 

 
La virulence chez Legionella est également régulée par le facteur sigma alternatif 

RpoS ou σ38 (Hales & Shuman, 1999b). Un mutant du gène rpoS est en effet incapable de se 

répliquer chez A. castellanii (Hales & Shuman, 1999b). Le gène rpoS est exprimé à l’entrée 

en phase stationnaire et dans différentes conditions de stress et la protéine RpoS favorise la 

transcription de gènes impliqués dans la survie dans ces conditions. Elle contrôle également la 

transcription de nombreux gènes impliqués dans la virulence (Hovel-Miner et al., 2009) : fliA 

(voir section précédente) qui code lui-même le facteur sigma alternatif σ28 impliqué dans la 

mobilité, la cytotoxicité, l’échappement lysosomal et la formation de biofilms ; de nombreux 

gènes impliqués dans la multiplication intracellulaire ; des gènes d’effecteurs ; les gènes cpxR 

et pmrA codant les systèmes à deux composantes CpxAR et PmrAB (Figure 15) ; rsmY et 

rsmZ (Figure 16). Ainsi, RpoS régulerait la transition vers la phase transmissive de façon 

concertée à différents niveaux. En effet, en permettant la transcription de rsmY et rsmZ, RpoS 
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favorise la levée de répression des gènes par CsrA et donc la transition vers la phase 

transmissive (Figure 16). Il est important de noter que la surexpression de LetS permet de 

restaurer la transcription de rsmY et rsmZ dans un mutant du gène rpoS, ce qui suggèrerait que 

letAS pourraient être régulés par RpoS, qui serait alors au-dessus de la hiérarchie de régulation 

(Figure 16) (Hovel-Miner et al., 2009). D’autre part, en activant cpxR et pmrA, RpoS permet 

également l’expression des facteurs contrôlés par ces deux systèmes à deux composantes. 

Enfin, RpoS active également directement la transcription de gènes nécessaires à la phase 

transmissive dont fliA qui est nécessaire à la synthèse du flagelle (voir section précédente). 

Ainsi, trois facteurs sigma alternatifs participent à la régulation du flagelle et donc de la 

virulence chez Legionella (Albert-Weissenberger et al., 2010) : σ38 ou RpoS (Hovel-Miner et 

al., 2009), σ28 ou FliA (Heuner et al., 2002) et σ54 ou RpoN (Jacobi et al., 2004). 

Malgré les nombreuses connaissances au niveau de la régulation de la virulence, les 

signaux responsables de ces régulations sont peu connus. Cependant, l’étude de la régulation 

de la transition entre phases exponentielle et stationnaire chez L. pneumophila a permis de 

montrer le rôle du réseau de régulation appelé la réponse stringente (Hammer & Swanson, 

1999), qui permet aux bactéries de s’adapter aux carences nutritionnelles (Potrykus & Cashel, 

2008). Ce système repose sur une alarmone, le ppGpp ou guanosine 5’-diphosphate-3’-

diphosphate, dont le métabolisme est contrôlé par les protéines RelA et SpoT, codées par les 

gènes relA et spoT. Cette alarmone possède la propriété de totalement reprogrammer la 

transcription globale des gènes dans les cellules bactériennes en fonction des conditions 

nutritionnelles. Dans des conditions de carences, l’augmentation de concentration de ppGpp 

entraîne une inhibition de la transcription des gènes d’ARNr et de protéines ribosomiques et 

l’activation des gènes nécessaires à la survie comme ceux impliqués dans la biosynthèse des 

acides aminés (Mechold et al., 1996). En présence de nutriments, ppGpp est dégradée. La 

réponse stringente est également connue pour réguler les propriétés de virulence de 
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nombreuses espèces bactériennes (Dalebroux et al., 2010). Chez L. pneumophila, ppGpp joue 

un rôle essentiel dans le cycle infectieux (Dalebroux et al., 2009). En effet, la synthèse de 

ppGpp est indispensable pour la transition entre phases réplicative et transmissive et sa 

dégradation permet ensuite la reprise de la réplication cellulaire. Ce rôle central de ppGpp 

dans la virulence de L. pneumophila est lié à son implication, directe ou indirecte, dans la 

régulation des régulateurs globaux décrits précédemment et qui contrôlent la transition entre 

phases réplicative et transmissive : RpoS, CsrA et LetAS (Figure 16) (Zusman et al., 2002). 

Ainsi, ppGpp est au sommet de la hiérarchie de régulation et la transition entre les deux 

phases du cycle infectieux semble donc répondre à des changements nutritionnels de 

l’environnement de Legionella (sources de carbone, acides aminés, acides gras…). 

Enfin, un dernier niveau de régulation a été mis en évidence récemment, impliquant 

l’intervention d’un système de quorum sensing (Spirig et al., 2008). Trois gènes sont 

impliqués : lqsA et lqsRS codant respectivement la synthétase de l’autoinducteur et un 

système à deux composantes LqsRS. L’autoinducteur auquel les cellules de Legionella vont 

répondre est la 3-hydroxypentadecan-4-one. 

La virulence chez Legionella est donc régulée par un réseau global complexe faisant 

intervenir différents types de régulateurs : petites molécules, facteurs sigma alternatifs, 

systèmes à deux composantes, facteurs transcriptionnels et post-transcriptionnels et petits 

ARNs non-codants (Figure 16). Chez de nombreuses autres bactéries pathogènes, un autre 

réseau global de régulation est connu pour être impliqué dans la régulation de la virulence. En 

outre, ce réseau global est également connu pour répondre, entre autres, aux fluctuations 

nutritionnelles de l’environnement. Il s’agit de la topologie de l’ADN (Dorman & Corcoran, 

2009). 
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Figure 16 : Modèle de régulation de la virulence chez L. longbeachae D-4968 par analogie 

avec L. pneumophila (Kozak et al., 2010).  

 
 

IV. Topologie de l’AD� bactérien 

Une des principales caractéristiques des bactéries est leur capacité à coloniser toutes 

les niches écologiques, c'est-à-dire à s’adapter non seulement à des environnements 

extrêmement variés mais également à des fluctuations importantes des conditions externes. 

Ceci est tout particulièrement le cas des bactéries pathogènes, dont Legionella qui est capable 

de survivre dans des environnements variés, libre ou sous forme de biofilms, et de se 

multiplier dans des hôtes eucaryotes très divers. L’adaptation à toutes ces situations requiert 

un contrôle rapide et précis de l’expression génique pour induire des réponses phénotypiques 

appropriées. Ces modifications phénotypiques sont associées à un remaniement total de 

l’expression du génome (Peter et al., 2004). 
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De nombreuses fluctuations des conditions externes, liées aux modifications de 

différents paramètres de l’environnement, sont connues pour affecter de façon transitoire le 

niveau de superhélicité de l’ADN : la richesse en nutriments (Balke & Gralla, 1987; Reyes-

Domínguez et al., 2003), la concentration en oxygène (Ni Bhriain et al., 1989), la température 

(Goldstein & Drlica, 1984), le pH (Karem & Foster, 1993), le stress oxydatif (Weinstein-

Fischer et al., 2000), et le stress osmotique (Higgins et al., 1988). En retour, ces changements 

transitoires de superhélicité conduisent à des modifications des taux de transcription au niveau 

du génome entier (Jovanovich & Lebowitz, 1987; Pruss & Drlica, 1989; Gmuender et al., 

2001), ce qui entraîne une modification rapide de l’expression de nombreux gènes et par 

conséquent l’adaptation phénotypique des bactéries aux fluctuations de l’environnement 

(Dorman, 2006). La topologie de l’ADN bactérien permet ainsi d’harmoniser les réseaux de 

régulation de gènes aux conditions de l’environnement. De plus, un niveau adéquat de la 

superhélicité de l’ADN est requis pour tous les processus cellulaires vitaux : la réplication, la 

réparation de l’ADN, la ségrégation des chromosomes, la transcription, la recombinaison et la 

transposition. 

Le contrôle du niveau de topologie de l’ADN est réalisé par l’action combinée de deux 

catégories de protéines : les topoisomérases (Champoux, 2001; Rui & Tse-Dinh, 2003) et les 

protéines de type histone (Dorman & Deighan, 2003). Ci-dessous, ces deux types de protéines 

sont décrits, ainsi que l’impact des modifications de superhélicité de l’ADN sur l’expression 

des gènes, en particulier sur les gènes de virulence chez les bactéries pathogènes. 

 

 



 67 

IV.1. Les protéines contrôlant la topologie de l’AD� 

IV.1.1. Les topoisomérases 

Les topoisomérases sont des enzymes conservées chez tous les organismes vivants 

(Champoux, 2001). Il existe deux types de topoisomérase, I (subdivisés en IA et IB en 

fonction de la réaction catalysée) et II, selon qu’elles coupent un ou deux brins d’ADN lors 

des réactions enzymatiques. Après coupures grâce à un résidu tyrosine catalytique, les 

topoisomérases catalysent des transferts de brins d’ADN dont le résultat sera une modification 

du degré de superenroulement de l’ADN (Figure 17).  

 

 

Figure 17 : Activité des différentes topoisomérases (Corbett & Berger, 2004). Les 

topoisomérases de type IA (en orange) transfèrent un brin d’ADN à travers le second 

brin de l’hélice, modifiant le superenroulement (Lk) par étapes de 1. Les topoisomérases 

de type IB (en bleu) effectuent une rotation du brin d’ADN clivé autour du brin non 

clivé, modifiant Lk de plusieurs unités, positivement ou négativement. Les 

topoisomérases de type II (en vert) transfèrent une hélice à travers une autre hélice, 

changeant Lk par étapes de 2. 
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Les topoisomérases de type IA forment une liaison avec l’extrémité 5’ phosphate de 

l’ADN, transfèrent l’autre brin et referment la coupure (Figure 17), ce qui conduit à un 

relâchement des supertours négatifs par incréments de 1 (Brown & Cozzarelli, 1981). Les 

topoisomérases de type IB forment une liaison avec une extrémité 3’ phosphate de l’ADN. 

Elles permettent au brin coupé d’effectuer une ou plusieurs rotations autour du brin non clivé, 

ce qui permet des modifications topologiques plus importantes (Figure 17). Elles permettent 

de relâcher les supertours positifs et négatifs. 

Les topoisomérases de type II clivent les deux brins de la double hélice d’ADN et 

transfèrent une double hélice d’ADN à travers la coupure (Figure 17) (Levine et al., 1998). 

Elles possèdent des activités diverses de relâchement, de caténation/décaténation, et 

d’introduction ou de suppression de nœuds. Parmi toutes les topoisomérases, la gyrase (qui est 

de type II) est la seule capable d’introduire des supertours négatifs dans l’ADN. Cette activité 

nécessite l’hydrolyse d’ATP. Les topoisomérases de type II sont les cibles de deux familles 

d’antibiotiques : les coumarines et les quinolones (Gellert et al., 1976; Drlica & Zhao, 1997; 

Drlica et al., 2009). Les coumarines entrent en compétition avec l’ATP. Les quinolones se 

fixent sur l’enzyme complexée à l’ADN et l’immobilisent sur l’ADN après coupure. Ceci 

entraîne la fragmentation de l’ADN, aboutissant à la mort cellulaire. Les quinolones sont des 

antibiotiques préférentiellement utilisés en thérapie contre la légionellose (Griffin et al., 

2010). 

Chez L. pneumophila, l’analyse des génomes révèle la présence de gènes codant trois 

topoisomérases différentes : la topoisomérase I (TopoI), codée par le gène topA et de type IA ; 

la gyrase, codée par les gènes gyrA et gyrB et de type II ; et la topoisomérase IV (TopoIV), 

codée par les gènes parC et parE et de type II (Cazalet et al., 2004). Il n’existe pas de 

topoisomérase III chez cette bactérie. 
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Chez les bactéries, le contrôle du niveau de superhélicité de l’ADN pour le maintenir à 

un niveau physiologique adéquat est réalisé par les activités opposées d’une part de la TopoI 

et de la TopoIV qui relâchent la superhélicité de l’ADN et d’autre part de la gyrase qui 

introduit des supertours négatifs dans l’ADN. Ainsi, la TopoI et la TopoIV évitent d’avoir un 

niveau de superhélicité de l’ADN trop élevé, alors que la gyrase évite un degré trop faible 

(Zechiedrich et al., 2000). Par ailleurs, ces trois topoisomérases présentent également d’autres 

fonctions. La TopoI joue également un rôle majeur au niveau de la transcription globale du 

chromosome (Massé & Drolet, 1999). En effet, la TopoI est capable d’interagir directement 

avec l’ARN polymérase (Cheng et al., 2003), pour éliminer les supertours négatifs sui 

s’accumulent en aval du complex ADN-ARN polymérase (Liu & Wang, 1987). En effet, la 

progression de l’ARN polymérase entraîne une rotation de l’ADN ce qui conduit à des 

supertours négatifs en aval du complexe de transcription. Une accumulation trop importante 

de ces supertours négatifs pourrait entraîner l’ouverture de la double hélice d’ADN et pourrait 

favoriser l’hybridation de l’ARNm nouvellement synthétisé avec le brin d’ADN matrice, 

conduisant de ce fait à l’absence de traduction de l’ARNm (Drolet et al., 2003). La TopoI, en 

éliminant ces supertours négatifs trop importants, est donc essentielle au couplage 

transcription-traduction dans les cellules bactériennes. 

La gyrase est essentielle à l’initiation de la réplication de l’ADN et de la transcription 

car, en augmentant la superhélicité négative, elle permet d’abaisser la quantité d’énergie 

nécessaire à l’ouverture de la double hélice (Espeli & Marians, 2004). La TopoIV est quant à 

elle responsable de la décaténation de l’ADN, au cours de la réplication (Hiasa & Marians, 

1996), mais aussi lors des processus de recombinaison spécifique de site (Zechiedrich et al., 

1997). 
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IV.1.2. Les protéines de type histone (PTH) 

Les protéines de type histone (PTH), aussi appelées NAP (pour Nuclear Associated 

Protein ou Protéines Associées au Nucléoïde), sont impliquées dans trois fonctions 

essentielles dans les cellules bactériennes : elles constituent des régulateurs globaux de la 

transcription en contrôlant, directement ou non, la transcription de centaines de gènes 

(Dorman & Deighan, 2003) ; elles interviennent dans le contrôle de l’état de 

superenroulement du chromosome, soit directement par fixation sur l’ADN (Luijsterburg et 

al., 2006), soit indirectement par régulation des gènes codant les topoisomérases (Schneider et 

al., 1999; Weinstein-Fischer et al., 2000; Keane & Dorman, 2003) ; elles structurent le 

chromosome de façon globale en micro- et macro-domaines (Valens et al., 2004; Hardy & 

Cozzarelli, 2005). Chez E. coli et la majorité des bactéries, il y a 5 PTH majeures : Dps, Fis, 

H-NS, HU et IHF. Les différents rôles des PTH sont liés à leurs propriétés de liaison à 

l’ADN. En particulier, certaines peuvent courber l’ADN comme IHF, HU ou Fis, alors que 

d’autres établissent des ponts entre molécules d’ADN différentes ou entre domaines distants 

de l’ADN comme H-NS ou Dps. Par rapport à E. coli, deux différences majeures existent 

chez L. pneumophila : d’une part, la protéine H-NS est absente et ne semble pas être 

remplacée par une autre protéine et d’autre part, trois gènes codant des protéines homologues 

de Fis sont présents. Pour les trois PTH Dps, HU et IHF, la situation est similaire à ce qui 

existe chez E. coli notamment. 

Les PTH sont exprimées de manière différentielle au cours du cycle cellulaire et en 

fonction des conditions de l’environnement (Dillon & Dorman, 2010). De par leur rôle dans le 

contrôle de la superhélicité de l’ADN et sur la transcription globale du chromosome, les PTH 

vont entraîner une dynamique importante du nucléoïde bactérien et de l’expression globale 

des gènes. Elles peuvent donc constituer un niveau de contrôle supplémentaire entre les 

fluctuations de l’environnement et les réponses phénotypiques bactériennes appropriées, via 
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une modification de l’expression des gènes. A l’heure actuelle, peu d’études existent quant 

aux rôles et fonctions des PTH chez Legionella et en particulier sur ses propriétés de 

virulence. Seules trois études ont été publiées récemment (Park et al., 2006; Morash et al., 

2009; Yu et al., 2009). Elles font état d’un lien potentiel entre PTH et virulence, bien que les 

conclusions de ces études soient incomplètes. Ci-dessous, les PTH identifiées chez L. 

pneumophila sont décrites quant à leurs propriétés et fonctions, déterminées à partir d’études 

effectuées chez d’autres bactéries, notamment E. coli. 

 

HU 
HU est une protéine de 19kDa qui a été initialement isolée chez E. coli comme étant 

capable de former des structures de type nucléosome (Rouvière-Yaniv & Gros, 1975). Chez la 

plupart des bactéries, HU existe sous forme d’homodimères, alors qu’elle peut se présenter 

sous forme d’hétérodimères et d’homodimères chez E. coli (Ramstein et al., 2003). Les deux 

sous-unités de l’hétérodimère sont codées par les gènes hupA et hupB. Chez L. pneumophila, 

la protéine HU est codée par un seul gène hubB. 

Aucune séquence spécifique de reconnaissance de l’ADN n’a pu être mise en 

évidence, bien que HU se fixe préférentiellement sur de l’ADN superenroulé négativement 

(Shindo et al., 1992; Endo et al., 2002). De plus, la fixation de HU se fait préférentiellement 

au niveau de structures spécifiques d’ADN, comme des jonctions en croix ou des coupures 

simple brin, ce type de liaison à l’ADN suggérant un rôle dans les processus de 

recombinaison (Rowland et al., 2006). La fixation de HU sur l’ADN induit une courbure 

d’environ 160°, ce qui provoque la compaction de molécules d’ADN in vitro (Figure 18). Les 

données in vivo suggèrent que HU compacte l’ADN. En effet, dans des souches dépourvues 

de la protéine HU fonctionnelle, il y a compensation de la mutation par sélection de mutations 

dans le gène gyrB qui favorisent le superenroulement (Malik et al., 1996). Cependant, à fortes 

concentrations, il semblerait à l’inverse que HU donne un aspect circulaire relâché à l’ADN 
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(Dame & Goosen, 2002). Elle aurait alors un effet sur le pas de l’hélice d’ADN, qui serait 

constitué de 10,9 pb par tour d’hélice au lieu de 10,5 pb. Cette modification serait réalisée via 

la contrainte d’un nombre de supertours négatifs supplémentaires (Dame & Goosen, 2002) et 

une rigidification de la double hélice. A concentrations plus faibles, HU a un effet de courbure 

sur l’ADN et l’aspect circulaire est alors moins rigide (van Noort et al., 2004). 

 

 

Figure 18 : Effet de la protéine HU sur l’ADN (Luijsterburg et al., 2006). D. Stucture de la 

protéine HU fixée sur l’ADN. E. Structure cristallographique d’un monomère de la 

protéine HU. F. Image par microscopie à force atomique d’un plasmide en présence de 

protéine HU. A droite, modèle de liaison de la protéine à l’ADN. 

 

En plus de son rôle structural et de par sa nature à se fixer à l’ADN, HU peut 

influencer la régulation au niveau des promoteurs et donc l’expression des gènes. Chez des 

mutants HU, un profond changement du profil global de transcription a été détecté, ainsi que 

des modifications morphologiques des cellules mutantes (Kar et al., 2005). Ces profondes 

modifications pourraient s’expliquer en partie par le fait que la protéine HU est requise pour 

la traduction de RpoS (Balandina et al., 2001). Par ailleurs, il a été montré que HU permettait 

l’interaction entre dimères du répresseur GalR pour conduire à la répression des gènes gal 

(Kar & Adhya, 2001). L’expression de HU est quant à elle régulée en fonction des phases de 
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la croissance bactérienne. En effet, HU est très abondante dans les cellules en phase 

exponentielle avec 30 000 à 55 000 molécules (Ali Azam et al., 1999), alors que le nombre de 

molécules diminue à moins de 20 000 par cellule lors du passage en phase stationnaire. 

Le rôle de la protéine HU chez L. pneumophila n’a pas pu être élucidé. En effet, il 

semblerait qu’un mutant HU ne puisse pas être obtenu (Morash et al., 2009), ce qui 

suggèrerait un rôle essentiel chez L. pneumophila. 

 

Dps (D�A-binding Protection from Starved cells) 

La protéine Dps existe sous forme dodécamérique, les 12 monomères étant structurés 

en 4 feuillets constituant une sphère creuse (Frenkiel-Krispin et al., 2004). Elle ne reconnaît 

pas de séquence spécifique de fixation à l’ADN. Son étude cristallographique suggère que la 

présence de résidus lysines, chargés positivement, permettrait l’interaction du complexe avec 

l’ADN (Grant et al., 1998). L’observation de l’effet de Dps sur le chromosome bactérien 

montre la présence de cristaux formés d’une alternance de couches d’ADN et de protéines 

Dps, la liaison à l’ADN induisant des interactions entre les dodécamères de Dps (Wolf et al., 

1999; Frenkiel-Krispin et al., 2004). La formation de ces structures fortement organisées 

permettrait une forte compaction de l’ADN (Figure 19). 

Ces complexes ADN-Dps protègeraient également physiquement l’ADN de différents 

stress : radiations UV, stress thermiques et oxydatifs, carences nutritionnelles prolongées en 

phase stationnaire (Frenkiel-Krispin et al., 2001, 2004). Ainsi, la protéine Dps est également 

impliquée dans la réponse à différents stress, dont le stress oxydatif. En effet, elle fait partie 

du régulon OxyR chez E. coli, qui est induit lors de stress oxydatifs et permet aux cellules d’y 

survivre (Altuvia et al., 1994). Les stress oxydatifs conduisent à la formation de radicaux 

libres, fortement toxiques pour la bactérie. Ces radicaux libres entraînent l’oxydation de 

protéines, mais aussi des cassures simple ou double brin de l’ADN par oxydation de 
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nucléotides. La production de ces radicaux libres se réalise via les réactions de Fenton, qui 

nécessitent la présence d’ions Fe2+ dans le milieu. En plus d’offrir une protection physique de 

l’ADN, la protéine Dps confère une protection chimique en séquestrant les ions Fe2+ et en les 

oxydant en ions Fe3+, protégeant ainsi l’ADN et les protéines bactériennes (Zhao et al., 2002). 

La protéine Dps fait en effet partie des bactérioferritines. De plus, Dps pourrait réguler 

indirectement l’expression d’un grand nombre de gènes. En effet, les profils protéomiques 

chez E. coli sont fortement modifiés en phase stationnaire dans un mutant dépourvu de Dps 

(Almirón et al., 1992). Le gène dps est régulé en fonction des conditions de l’environnement 

et est fortement induit au cours de différents stress, comme l’entrée en phase stationnaire ou 

un stress oxydatif. Chez E. coli, plus de 200 000 molécules de Dps ont été détectées en phase 

stationnaire, alors que seules 6000 molécules sont présentes en phase exponentielle (Ali Azam 

et al., 1999). 

 

 

Figure 19 : Effet de la protéine Dps sur l’ADN (Luijsterburg et al., 2006). A. Structure de la 

protéine Dps fixée sur l’ADN. B. Structure cristallographique d’un monomère de Dps. 

C. Image par microscopie à force atomique d’ADN en présence de Dps. D. Modèle de 

liaison de la protéine à l’ADN. 
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Chez L. pneumophila souche Paris¸ la protéine Dps est codée par le gène lpp0744. Son 

expression est induite lors d’un stress oxydatif (Park et al., 2006; Yu et al., 2009), mais 

aucune donnée n’existe quant à son implication dans les phénotypes de virulence et 

d’interactions avec les cellules hôtes. 

 

IHF (Integration Host Factor) 

La protéine IHF (Integration Host Factor) est un complexe hétérodimérique constitué 

de deux sous-unités α et β, codées par les gènes himA et himB. La séquence de himAB et la 

structure de IHF ressemblent à celles de HU, suggérant une origine commune (Drlica & 

Rouviere-Yaniv, 1987). La protéine IHF présente une forte spécificité de fixation à l’ADN, la 

séquence consensus ayant été définie à partir de la comparaison de plusieurs sites de liaison 

(Craig & Nash, 1984; Goodman et al., 1999). Elle se fixe sur une séquence de 30 pb, dont 13 

sont conservées, et induit une courbure de l’ADN allant jusqu’à 180° (Figure 20) (Lorenz et 

al., 1999). Sur le chromosome d’E. coli, environ 1000 sites de fixation à haute affinité pour 

IHF ont été détectés (Ussery et al., 2001), alors qu’entre 12 000 et 55 000 molécules d’IHF 

sont présentes dans la cellule (voir ci-dessous). Ainsi, IHF pourrait également se fixer à 

l’ADN par des interactions non spécifiques, car la majorité d’IHF in vivo est liée à l’ADN 

(Yang & Nash, 1995). La fixation d’IHF à l’ADN in vitro conduit à une réduction de 30% de 

la longueur de l’ADN, suite à son activité de courbure. La conséquence de la fixation d’IHF 

est donc une compaction de l’ADN (Ali et al., 2001). 

En plus de son rôle structurant de l’ADN, IHF est impliquée dans la régulation de la 

transcription globale des gènes chez les bactéries (Goosen & van de Putte, 1995), l’initiation 

de la réplication de l’ADN (Ryan et al., 2002), la recombinaison spécifique de site (Dorman 

& Higgins, 1987) et la transposition (Sewitz et al., 2003). En particulier, l’activité de fixation 

d’IHF à l’ADN peut soit inhiber l’ouverture de la boucle de transcription au niveau de 
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promoteurs (Huo et al., 2009), soit au contraire la favoriser (Sheridan et al., 1998). L’absence 

d’IHF entraîne des changements dans la transcription de plus de 100 gènes chez E. coli (Arfin 

et al., 2000) et de plusieurs centaines de gènes chez S. typhimurium (Mangan et al., 2006). 

Dans ce dernier cas, les gènes affectés sont impliqués dans la virulence et l’entrée en phase 

stationnaire. 

Comme HU et Dps, l’expression d’IHF est régulée au cours du cycle cellulaire 

bactérien, avec 12 000 molécules présentes chez E. coli en phase exponentielle et 55 000 en 

début de phase stationnaire (Ali Azam et al., 1999).  

Chez Legionella, IHF présente la même structure hétérodimérique que chez E. coli et 

est impliquée dans les phénotypes de virulence (Morash et al., 2009), sans que son impact sur 

l’expression globale des gènes et donc la régulation des gènes de virulence soit connu avec 

précision. 

 

Figure 20 : Effet de la protéine IHF sur l’ADN (Luijsterburg et al., 2006). A. Structure de la 

protéine IHF fixée sur l’ADN. B. Structure cristallographique d’un monomère de IHF. 

C. Image par microscopie à force atomique d’un ADN en présence de IHF. G. Modèle 

de liaison de la protéine à l’ADN. 
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Fis (Factor for Inversion Stimulation) 

Il s’agit d’une petite protéine homodimérique de 98 acides aminés, codée par le gène 

fis. Sa structure cristallographique a été établie (Kostrewa et al., 1991). La fixation de Fis à 

l’ADN provoque une courbure de 50 à 90°, accompagnée d’une extrusion de boucles d’ADN 

(Schneider et al., 2001). Des sites de fixation sur l’ADN à haute affinité pour Fis ont été mis 

en évidence et une séquence consensus de fixation a été établie, comprenant deux sites de 7 

pb espacés de 11 pb (Hengen et al., 1997). Comme pour IHF, le nombre de sites de fixation 

répertoriés sur le chromosome d’E. coli est bien inférieur au nombre de molécules de Fis 

présentes dans la cellule (Ussery et al., 2001). Ainsi, Fis est également capable de se lier à 

l’ADN de manière non spécifique, ce qui lui permet d’être impliquée dans la structuration 

globale ou locale du chromosome. Ces deux rôles impliquent la capacité de Fis de courber 

l’ADN et de former des branches et des boucles (Figure 21). Au niveau global, en se fixant de 

manière aspécifique, Fis forme des barrières qui contribuent à maintenir des domaines 

topologiques et son absence engendre un relâchement global de l’ADN chromosomique 

(Hardy & Cozzarelli, 2005). Ces domaines topologiques sont importants pour le maintien de 

l’intégrité du chromosome et l’expression coordonnée des gènes. Au niveau local, en se fixant 

sur ses sites spécifiques à haute affinité qui se situent souvent dans les régions promotrices de 

gènes, Fis permettrait de faciliter l’ouverture de la double hélice d’ADN et donc la 

transcription des gènes, en augmentant localement la superhélicité de l’ADN. En plus de ces 

effets directs sur le niveau de superhélicité de l’ADN, Fis engendre un effet indirect en 

régulant la transcription des gènes gyrAB et topA codant la gyrase et la TopoI (Schneider et al., 

1999; Weinstein-Fischer et al., 2000). 

En plus de son rôle dans le contrôle du niveau de superhélicité de l’ADN, Fis est 

impliquée dans de nombreux processus cellulaires. Il s’agit également d’un régulateur global 

de l’expression des gènes, puisque Fis régule la transcription de très nombreux gènes (Kelly et 
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al., 2004; Bradley et al., 2007), comme les gènes d’ARN ribosomiques (Ross et al., 1990), le 

gène rpoS (Hirsch & Elliott, 2005), gyrAB et topA, des gènes impliqués dans le catabolisme 

des sources de carbone (González-Gil et al., 1996) et des gènes de virulence chez différentes 

bactéries pathogènes (Lautier & Nasser, 2007; Dorman & Corcoran, 2009). La protéine Fis 

est également impliquée dans l’initiation de la réplication du chromosome (Filutowicz et al., 

1992) et la recombinaison spécifique de site (Johnson et al., 1986). 

 

 

Figure 21 : Effet de la protéine Fis sur l’ADN (Luijsterburg et al., 2006). H. Structure de la 

protéine Fis fixée sur l’ADN. I. Structure cristallographique d’un monomère de Fis. J. 

Image par microscopie à force atomique d’un plasmide en présence de Fis. K. Modèle 

de liaison de la protéine à l’ADN. 

 

Comme les autres PTH, l’expression de Fis est régulée au cours du cycle cellulaire, 

avec cependant un profil d’expression très spécifique. En effet, Fis est très fortement 

exprimée en phase exponentielle avec plus de 50 000 molécules par cellule (Ali Azam et al., 

1999), alors qu’elle n’est quasiment plus détectée en phase stationnaire. D’autre part, alors 

que Fis contrôle le niveau de superhélicité de l’ADN, en retour l’expression du gène fis est 

contrôlée par le degré de superhélicité de l’ADN, fis étant réprimé par un relâchement de 
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l’ADN (Schneider et al., 2000). Cette double régulation permet un contrôle homéostatique de 

la superhélicité de l’ADN. 

Chez Legionella, trois gènes codant des protéines homologues de Fis sont présents 

(Cazalet et al., 2004), leur rôle respectif étant pour l’instant totalement inconnu. 

 

IV.2. Impact de la superhélicité de l’AD� sur l’expression génique 

La superhélicité de l’ADN influe fortement sur les conditions physiologiques des 

cellules bactériennes et notamment sur leur taux de croissance, car elle régule la transcription 

des opérons d’ARN ribosomiques (Muskhelishvili & Travers, 2003). Elle intervient 

également dans la réponse à quasiment tous les stress possibles, de par notamment un fort 

impact sur la transcription globale du chromosome, 7 % des gènes ayant leur transcription 

modifiée par l’inhibition de la gyrase chez E coli (Peter et al., 2004). Le lien entre 

modifications de la topologie de l’ADN et de l’expression globale des gènes existe chez la 

plupart des microorganismes (Dorman, 1991; Gmuender et al., 2001; Fournier & Klier, 2004; 

Kelly et al., 2004; Eriksson et al., 2005; Ye et al., 2007; Ferrándiz et al., 2010). D’autre part, 

chacune des histones est impliquée dans la régulation globale de l’expression des gènes 

(Almirón et al., 1992; Kelly et al., 2004; Kar et al., 2005; Mangan et al., 2006).  

Le type de gènes affectés par le degré de superhélicité de l’ADN est extrêmement 

diversifié et permet aux bactéries de s’adapter à tout un panel de conditions de 

l’environnement et de stress : les stress nutritionnels par le contrôle de la transcription des 

opérons d’ARN ribosomiques (Ross et al., 1990) et de gènes impliqués dans le métabolisme 

(González-Gil et al., 1996) ; le stress oxydatif par le contrôle des gènes nécessaires à la survie 

(Weinstein-Fischer et al., 2000) ; le stress osmotique par le contrôle du gène proU (Higgins et 

al., 1988) et une combinaison de stress par le contrôle de la transcription par le facteur sigma 

RpoS (Bordes et al., 2003). 
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Cette relation entre niveau de superhélicité de l’ADN et expression globale des gènes 

est également détectée in vivo puisque la topologie de l’ADN est impliquée dans la virulence 

chez de nombreuses bactéries (Dorman & Corcoran, 2009). En effet, les bactéries pathogènes 

au cours de leur cycle doivent faire face à de nombreuses fluctuations de leur environnement 

par interactions avec différents compartiments soit de l’environnement soit de leurs hôtes. Par 

exemple, la transcription de l’opéron de virulence fim codant des fibrilles de type 1 chez E. 

coli est soumise à un phénomène de variation de phase dont la fréquence dépend de la TopoI 

et de la gyrase (Dove & Dorman, 1994). Chez S. enterica, la transcription des gènes 

nécessaires à l’expression de deux systèmes de sécrétion de type III, importants pour 

l’invasion des cellules de l’hôte, est contrôlée par le niveau de superhélicité de l’ADN (Galán 

& Curtiss, 1990; O Cróinín et al., 2006), notamment par l’intervention des PTH Fis, HU et H-

NS (Schechter et al., 2003; O Cróinín et al., 2006; Vivero et al., 2008). La structure 

topologique de l’ADN peut également contrôler la production de toxines chez des bactéries 

pathogènes, comme Bacillus anthracis (Hadjifrangiskou & Koehler, 2008), la synthèse du 

flagelle comme chez H. pylori (Ye et al., 2007), la synthèse de protéines de virulence 

associées à la synthèse de la paroi (Fournier & Klier, 2004), et la résistance aux antibiotiques 

(Aleixandre & Blanco, 1987; Nishino & Yamaguchi, 2004). 

La superhélicité de l’ADN permet un contrôle fin de l’expression génique suite à des 

variations environnementales chez les bactéries. De plus, les résultats acquis sur la régulation 

des gènes de virulence suggèrent que la transition entre les deux phases du cycle infectieux de 

L. pneumophila semble répondre à des changements nutritionnels de l’environnement de cette 

bactérie (voir section III.3). Ainsi, le degré de superhélicité de l’ADN et les protéines PTH 

pourraient être impliqués dans l’adaptation de L. pneumophila aux nouvelles conditions que 

peut rencontrer cette bactérie, et donc dans le contrôle de traits phénotypiques tels que la 

résistance à divers stress et la virulence. 
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V. Objectifs 

L’objectif de ma thèse a consisté d’une part à étudier l’impact de la plasticité 

fonctionnelle du génome de L. pneumophila sur les propriétés de virulence et de sensibilité à 

différents stress et d’autre part à évaluer l’utilisation de la plasticité structurale du génome 

pour des analyses épidémiologiques, en particulier pour identifier la source de l’infection et 

discriminer entre eux des isolats de l’espèce la plus répandue au niveau clinique en Europe. 

Dans la première partie de cette thèse, nous avons caractérisé le rôle des protéines de 

type histone chez L. pneumophila notamment dans la régulation de la virulence et de la 

sensibilité à différents stress. En effet, avant les travaux de ma thèse, les protéines de type 

histone étaient peu étudiées chez ces bactéries. Des mutants des gènes codant les protéines 

Dps et IHF ont été obtenus et analysés, les résultats figurant dans les chapitres 2 et 3, 

respectivement. Nos résultats montrent que ces deux protéines sont nécessaires pour une 

multiplication optimale de L. pneumophila dans les macrophages humains. En revanche, elles 

ne semblent pas requises lors d’infection d’amibes. Nous avons également pu montrer que la 

protéine Dps était impliquée dans la diminution de la sensibilité aux carences nutritionnelles 

et au stress oxydatif in vitro et que la protéine IHF est impliquée dans la survie et la 

cultivabilité des cellules après un stress nutritionnel, les expériences suggérant que IHF 

pourrait être impliquée dans le contrôle du moment d’entrée dans l’état VBNC chez L. 

pneumophila. La détermination des profils globaux de transcription a par ailleurs permis de 

montrer que la protéine IHF contrôlait l’expression de nombreux gènes, dont certains codant 

des régulateurs impliqués dans la virulence, comme rpoS, csrA et rsmZ. 

Dans la dernière partie de ma thèse, correspondant au chapitre 4, nous avons utilisé les 

éléments génétiques mobiles IS comme marqueurs génomiques de L. pneumophila afin de 

répondre à une question épidémiologique majeure. Lors d’une épidémie, il est en effet 

nécessaire d’identifier avec précision la bactérie à l’origine de l’infection et de trouver le 
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foyer infectieux le plus rapidement possible, afin de le traiter et d’éviter la propagation de 

l’infection. A l’heure actuelle cependant, les méthodes de typages sont peu efficaces pour 

différencier entre eux les isolats de L. pneumophila de type Paris, qui constitue une des 

souches prédominantes lors d’épidémies en Europe. Nous avons déterminé la signature 

génomique de 86 souches de L. pneumophila en utilisant les éléments IS comme marqueurs et 

utilisé la variabilité observée comme nouvelle méthode de typage. Cette étude a mis en 

évidence une séquence d’insertion, ISLpn11, présentant un fort pouvoir discriminant pour les 

isolats L. pneumophila de type Paris entre eux. Les données phylogénétiques de cette étude 

confirment également une expansion clonale de la souche L. pneumophila Paris. 
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Chapitre 2 : Rôles de la protéine Dps chez L. pneumophila  
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Les bactéries pathogènes, comme tous les organismes vivants, oxydent le fer grâce à 

certaines enzymes et peuvent également le séquestrer via des protéines de la famille des 

ferritines, ce qui évite la production de radicaux libres (Andrews et al., 2003). En effet, le fer 

peut sous la forme Fe2+ catalyser des réactions de Fenton aboutissant à l’apparition de 

radicaux oxygénés hautement réactifs et dangereux pour les cellules (Luo et al., 1994; 

Cabiscol et al., 2000; Neyens & Baeyens, 2003) 

La protéine Dps est une petite protéine ubiquitaire de type ferritine capable de limiter 

la formation de radicaux oxygénés en chélatant le fer (Martinez & Kolter, 1997). Cette 

protéine est également capable de se fixer sur l’ADN de manière non spécifique, ce qui peut 

également influencer l’expression globale des gènes. Il a ainsi été montré que Dps était 

impliquée dans la résistance à de nombreux stress, dont le stress oxydatif, d’une part en 

protégeant physiquement l’ADN par formation de véritables cristaux ADN-Dps et d’autre part 

en limitant les réactions de Fenton (Yamamoto et al., 2002; Zhao et al., 2002; Su et al., 2005). 

Les bactéries pathogènes intracellulaires devant faire face à des stress oxydatifs importants au 

cours de l’infection, Dps pourrait être impliquée dans les processus infectieux. Malgré de 

nombreuses études sur les protéines Dps bactériennes, très peu se sont intéressées à son 

implication éventuelle dans la virulence bactérienne. Elle est cependant impliquée dans la 

survie et la multiplication dans les macrophages de S. enterica serovar Typhimurium (Halsey 

et al., 2004) et Listeria monocytogenes (Olsen et al., 2005) et dans la virulence chez H. pylori 

(Haikarainen & Papageorgiou, 2010). D’autre part, l’expression de Dps est induite lors de 

carences en fer chez L. pneumophila souche Philadelphia (Yu et al., 2009) et lors de la 

phagocytose chez l’endosymbiote Candidatus Legionella jeonii (Park et al., 2006). Cependant, 

aucune donnée sur l’implication de cette protéine sur les propriétés de virulence chez L. 

pneumophila n’a été publiée. 
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Nous avons donc entrepris une étude du rôle du gène dps chez la souche Paris de L. 

pneumophila et trois types d’expériences ont été réalisés : l’analyse de la transcription du 

gène dans des conditions in vitro, de son implication in vitro dans la résistance à différents 

stress et in vivo dans les interactions entre Legionella et deux types d’hôtes eucaryotes 

(cellules humaines et amibiennes). Ces interactions ont été étudiées aux niveaux de la 

réplication intracellulaire, de la cytotoxicité et de l’activité hémolytique de Legionella. Les 

résultats obtenus font l’objet d’un manuscrit que nous avons soumis à la revue FEMS 

Microbiology Letters le 26 mai 2010 et qui est en cours de révision pour tenir compte des 

réponses des rapporteurs. 

Dans un premier temps, nous avons suivi la transcription du gène dps in vitro par des 

expériences de PCR semi-quantitative après extraction des ARN de cellules de L. 

pneumophila prélevées au cours des différentes phases du cycle cellulaire bactérien lors de 

cultures en milieu liquide. Nous avons pu démontrer l’induction de la transcription du gène 

durant l’entrée en phase stationnaire. L’influence de la protéine Dps sur les propriétés 

phénotypiques de L. pneumophila in vitro et in vivo a ensuite été étudiée par la construction 

d’un mutant délété du gène dps et sa comparaison à la souche de référence. Cette construction 

a été réalisée par recombinaison homologue dans le chromosome résultant dans le 

remplacement du gène dps par un gène de résistance à un antibiotique. 

L’étude phénotypique comparative in vitro de la souche mutante dont le gène dps a été 

délété montre que dps est requis pour une réponse optimale à un stress oxydatif au péroxyde 

d’hydrogène et à une carence nutritionnelle prolongée. En effet, la souche mutante présente 

d’une part un halo d’inhibition de croissance en présence de péroxyde d’hydrogène de 

diamètre plus grand que la souche de référence et d’autre part une survie plus faible en phase 

stationnaire prolongée. 
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In vivo, la capacité de la souche mutante à infecter et à se multiplier dans des hôtes 

eucaryotes a été analysée en utilisant une lignée cellulaire de macrophages U937, des 

macrophages dérivés de sang humain et des amibes. La protéine Dps est requise pour la 

multiplication intracellulaire dans les deux types de macrophages, mais elle ne semble pas 

indispensable pour la multiplication dans les cellules amibiennes. Elle est également 

impliquée dans la cytotoxicité cellulaire et dans l’hémolyse. 

La complémentation des différents phénotypes a été entreprise en clonant le gène dps 

avec son propre promoteur sur un plasmide réplicatif chez Legionella (Chen et al., 2006). La 

transformation du mutant délété de dps par ce plasmide a permis de complémenter les 

phénotypes in vitro, en diminuant la sensibilité au péroxyde d’hydrogène et au stress 

nutritionnel. En revanche, la complémentation des déficits de multiplication et de cytotoxicité 

in vivo du mutant n’ont pas abouti, et nous avons pu montrer que ceci était vraisemblablement 

lié à un coût important du plasmide sur la croissance bactérienne. 

Le manuscrit n’a pour l’instant pas été accepté pour publication et les commentaires 

des rapporteurs se trouvent ci-dessous, faisant suite au manuscrit. Leurs commentaires sont 

cependant positifs et l’éditeur de notre manuscrit nous permet de le resoumettre après 

réponses aux commentaires des rapporteurs. Notre stratégie en vue d’y répondre est donnée 

ci-après. 
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Abstract 

Legionella pneumophila can multiply in a wide range of eukaryotic hosts, including protozoa 

(amoebae, ciliates) and human macrophages. This bacterium can overcome the attack of the 

oxidising molecules produced by host cells during infection. Using a genetically-constructed 

mutant strain, we investigated the role of the dps-homolog gene of L. pneumophila strain 

Paris in the in vitro sensitivity to oxidative and nutritional stresses and in intracellular 

multiplication and cytotoxic potential in both amoebae and human macrophages. We 

demonstrated that, as for other bacteria, dps is transcribed during stationary phase in L. 

pneumophila and is required for optimal in vitro response to oxidative and nutritional stresses. 

In addition, the Dps protein is involved in vivo in intracellular multiplication and cytotoxicity, 

although the effects are different in amoebal and human macrophage host cells, and in 

hemolytic activity. Our findings demonstrate that dps is required in L. pneumophila in 

stressful environments, both in axenic conditions and in host cell systems. 

 

Introduction 

Legionella pneumophila, the agent of legionellosis, is a Gram-negative intracellular pathogen 

that replicates within protozoa (Acanthamoeba, Hartmanella, 1aegleria) and ciliates 

(Tetrahymena). It can also replicate inside human alveolar macrophages potentially leading to 

a severe pneumonia called Legionnaires’ disease (Rowbotham, 1980; Horwitz, 1983; Fields, 

1996). Human infections occur through inhalation of contaminated aerosols generated from 

natural or man-made aquatic environments (Winn, 1988; Swanson & Hammer, 2000). To 

subvert the macrophage defence mechanisms, L. pneumophila inhibits the immediate 

phagosome-lysosome fusion and instead, replicates within a specialized vacuole surrounded 

by endoplasmic reticulum and mitochondria (Horwitz & Maxfield, 1984). In addition, 

intracellular bacteria have to face severe oxidative stress due to reactive oxygen species 
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(ROS) generated by respiratory burst during phagocytosis. Superoxide (O2
-), hydroxyl 

radicals (OH•) and hydrogen peroxide (H2O2) are potent oxidizing agents that damage 

proteins, membrane lipids and DNA (Luo et al., 1994; Martinez & Kolter, 1997; Cabiscol et 

al., 2000). Reaction of H2O2 with ferrous iron can result in the production of OH•. To 

minimize ROS-induced damage, bacteria possess scavenging enzymes and ferritins or ferritin-

like proteins that oxidize and sequester iron (Andrews et al., 2003). Dps (DNA-binding 

protein from starved cells) is a ubiquitous bacterial ferritin-like protein that protects cells 

against oxidative stress by removing Fe(II) and thus limiting the formation of hydroxyl 

radicals (Yamamoto et al., 2002; Zhao et al., 2002; Su et al., 2005). Dps represents the most 

abundant protein during stationary phase and is crucial for long-term survival (Nair & Finkel, 

2004; Olsen et al., 2005). In addition, Dps can form co-crystals with DNA providing physical 

protection to nucleic acids (Frenkiel-Krispin et al., 2001). Few studies have evaluated the role 

of Dps in the virulence of pathogenic bacteria. Dps is involved in survival and multiplication 

within macrophages of Salmonella enterica serovar Typhimurium (Halsey et al., 2004) and 

Listeria monocytogenes (Olsen et al., 2005), and in virulence of Helicobacter pylori 

(Haikarainen & Papageorgiou, 2010). The expression of dpsx in the obligate endosymbiont 

“Candidatus Legionella jeonii” is induced in response to phagocytic activities of host cells 

(Park et al., 2006). A dps gene-homolog has recently been discovered in L. pneumophila that 

participates in multiple stress resistance with an induced expression under iron-limited 

conditions (Yu et al., 2009). However, the role of Dps in the virulence of Legionella species 

has not been assessed. Here, we measured the expression of dps in a natural strain of L. 

pneumophila during in vitro growth. We compared this strain and a dps-derived mutant for 

their in vitro sensitivity to oxidative and nutritional stresses, their intracellular replication and 

cytotoxicity in amoebal and human host cells and their hemolytic activity on mammalian 
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cells. During complementation experiments, we observed unexpected differences for in vitro 

and in vivo phenotypes. 

Materials and methods 

Cell cultures 

L. pneumophila serogroup 1 strain Paris (CIP 107629T) served as reference strain. Bacteria 

were grown at 37°C in N-(2-acetamido)-2-aminoethanesulfonic acid (ACES)-buffered (pH 

6.9) yeast extract broth (BYE) or on ACES-buffered charcoal yeast extract (BCYE) agar 

plates. All BYE cultures were inoculated from 3-day-old cells plated on BCYE. When 

needed, kanamycin (15 µg mL-1) and chloramphenicol (10 µg mL-1) were added. The 

Acanthamoeba polyphaga amoebal cells were grown and maintained at 30°C in Peptone 

Yeast extract Glucose (PYG) medium in 75-cm2 tissue culture flasks (Moffat & Tompkins, 

1992). Prior infection, amoebal cells were washed twice, resuspended in PYG without glucose 

(PY) and seeded in a 96-well plate at ~1x105 cells per well. The U937 human monocyte cell 

line was maintained at 37°C in RPMI 1640 medium supplemented with 10% heat-inactivated 

fetal calf serum (FCS) and 2 mM L-glutamine in a humidified atmosphere with 5% CO2. 

Human monocyte-derived macrophages (hMDMs) were prepared from fresh peripheral blood 

monocytes obtained from healthy donors (Etablissement Français du Sang, Lyon, France) and 

isolated by Ficoll density gradient. Peripheral blood mononuclear cells were seeded in ultra-

low attachment 6-well plate (Corning) at 1x106 cells per well in RPMI 1640 with 10% FCS 

and 2 mM L-glutamine, and incubated at 37°C with 5% CO2 for 3 days to allow adherence. 

Cells were then scraped, washed three times in PBS and hMDMs were counted using a 

hematocytometer before seeding in a 96-well plate at ~1x105 cells per well. Prior infection, 

U937 cells (1x105 per well) were differentiated into macrophages with 50 ng mL-1 phorbol 

12-myristate 13-acetate (PMA) for 48 hours (Abu Kwaik et al., 1993) and then washed three 

times in RPMI 1640. 
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Mutant and complementation-plasmid constructions 

The dps mutant was constructed by replacing the chromosomal gene by a kanamycin 

resistance cassette. Briefly, the two flanking regions of dps (lpp0744) were PCR-amplified 

from L. pneumophila Paris chromosomal DNA with primers PLP16 (5’- 

CTGATTACGATAGAGAAAAATTACAAG-3’) and PLP38 (5’-

GCTTTTTAATTAGTCGACTCATTATTCTTTCCTTG-3’) for the upstream region, and 

PLP18 (5’-CAGCCTCCAAGGGTCGACAATAAAGTATTC-3’) and PLP19 (5’-

GATTACTGGATATGTACAAATAATAAG3’-) for the downstream region. (Underlined are 

SalI restriction sites). The 722-bp upstream and 719-bp downstream fragments were each 

cloned into pCRII-TOPO (Invitrogen), isolated after cleavage with SacI/SalI and SalI/PstI, 

respectively, and ligated together into pBluescript KS digested by SacI/PstI. A 1kb kanamycin 

resistance cassette (kan) was then inserted into the SalI site. The resulting plasmid was 

introduced into L. pneumophila Paris by natural transformation as described (Almahmoud et 

al., 2009). Recombination events, resulting in the replacement of dps with kan, were selected 

onto BCYE agar plates containing 15 µg mL-1 kanamycin. After 4 to 5 days at 37°C, colonies 

were isolated, streaked on kanamycin-containing BCYE and checked for the mutant allele by 

PCR using primers PLP165 (5’-CCACTTCTGATTACGATAG-3’) and PLP166 (5’-

GCTTCCAAGATTACTGG-3’). A representative ∆dps::kan mutant strain, called LPP51, was 

stored at -80°C. For complementation assays, the dps gene with its own regulatory region was 

PCR-amplified with primers PLP117 (5’-GTTGAGCTCGGTGGCGTTGCCTTG-3’) and 

PLP118 (5’-AAACTGCAGCAAACAGTCCACAC-3’). (Underlined are SacI and PstI 

restriction sites, respectively). The resulting fragment was digested by SacI/PstI and cloned 

into pBG307 (Chen et al., 2006) cleaved by SacI/PstI, thereby replacing pmip-gfp in pBG307. 

The dps sequence was checked in the resulting plasmid pLPPA124 which was then introduced 
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into L. pneumophila by electrotransformation. The plasmid pLPPA99, corresponding to 

pBG307 without pmip-gfp and dps was used as control. 

R�A isolation, cD�A preparation and real-time qPCR 

Cultures of L. pneumophila were inoculated at OD600 = 0.05 in 50 mL BYE and grown at 

37°C with agitation. Cells (1x109) were collected after 12, 16, 20 and 26 hours and 

centrifuged 2 min at 11,000 rpm. Total RNA was isolated using an RNeasy Mini Kit (Qiagen) 

and treated with DNase (Roche). cDNA was prepared using AMV Reverse Transcriptase 

(Promega) for 1 h at 42°C. Real-time qPCR experiments were performed in a 25-µL reaction 

volume containing 1µg cDNA, 12.5 µL SYBR Green Master Mix (Roche) and 300 nM 

specific primers using a Real Time PCR lightcycler 1.5 (Roche). Experiments were repeated 

twice, generating similar results. The threshold cycle (CT), i.e. the number of cycles needed 

for the amplification curve to rise above background noise, was measured and normalized 

using the 16S rRNA gene. The relative change in gene expression was recorded by calculating 

2-∆∆CT, where ∆∆CT = (CT, dps - CT, 16S)t=x - (CT, dps - CT, 16S)t=12h (Livak & Schmittgen, 2001). 

The specific primers are: 16S1: 5’-AGGGTTGATAGGTTAAGAGC-3’ and 16S2: 5’-

CCAACAGCTAGTTGACATCG-3’; Dps_F: 5’-CATTGGCATGTTACTGGA- 3’ and 

Dps_R: 5’-TCAGCAAAGGTAGCAGGA-3’. 

Prolonged stationary phase cultures 

Cultures of L. pneumophila were inoculated at OD600 = 0.05 in 2 mL BYE and incubated at 

37°C with agitation. At regular intervals during four days, OD600 was measured and viable 

cell counts were determined by plating serial dilutions on BCYE plates. The same serial 

dilutions were used to infect A. polyphaga. Briefly, in a 96-well plate, 1x105 amoebal cells per 

well (200 µL final volume) were infected with 20 µL of each dilution and incubated 5 days at 

37°C. Cells were lysed with 0.05% Triton X-100 and 5µL were spread on BCYE. Legionella 
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colonies were scored after 4 days at 37°C. Three independent experiments, each in triplicate, 

were performed. 

Stress assays 

For oxidative stress assays, L. pneumophila strains were grown in 2 mL BYE with agitation at 

37°C. Cells (108) were collected both at OD600 = 1.5 - 1.7 (exponential phase) and ~4 hours 

after cessation of growth (OD600 = 4.1 - 4.3, stationary phase), mixed with 5 mL 0.8% soft 

agar (at 50°C) and used to overlay BCYE agar plates. Whatmann paper disks (5 mm 

diameter), soaked with 5µL of either 5 mM hydrogen peroxide or water, were deposited onto 

the bacterial overlay. Diameters of growth inhibition zones were measured after 2 days at 

37°C. 

For other stress assays, L. pneumophila strains were grown as above until they reached 

stationary phase (OD600 = 4.1 - 4.3). Cells (0.6 mL) were collected, centrifuged at 11,000 rpm 

and resuspended in either sterile water or different solutions containing the following toxic 

compounds: 100 mM FeSO4, 50 mM CuSO4, 100 mM potassium hydroxide pH=11, 100 mM 

citric acid pH=3, 100 µg mL-1 ethidium bromide, 0.002% SDS. After 15, 30, 45 and 60 min, 

cells were centrifuged, resuspended in water and serial dilutions were plated on BCYE. 

Viable cell counts were calculated as the ratio of the number of growing colonies after 3 days 

at 37°C compared to the control condition. The same cell fractions were also exposed for 1, 2, 

3 and 5 min to UV light (200 J m-2) and for 5, 10, 15 and 20 min to 50°C. 

Intracellular multiplication of L. pneumophila strains in eukaryotic cells 

L. pneumophila strains were grown for 24 h (post-exponential phase) at 37°C in BYE and 

resuspended in either serum-free RPMI for macrophage infection or PY for amoeba infection. 

For each bacterial strain, triplicate infections each with three repetitions, were performed at an 

MOI of 10 using 1x106 bacterial cells. Plates were centrifuged 10 min at 1500 rpm and 

incubated 1h at 37°C. Cells were then washed three times to remove extracellular bacteria 
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(T0) and infection was allowed to continue at 37°C in RPMI or PY. After 12, 24 and 48 h, 

monolayers were lysed either hypotonically for macrophages or with 0.05% Triton X-100 for 

amoeba, diluted and plated on BCYE for scoring bacterial colonies as a measure of 

intracellular replication. 

Cytotoxicity to U937 and A. polyphaga cells 

Cell monolayers were infected by each L. pneumophila strain at an MOI of 10, centrifuged 10 

min at 1500 rpm followed by one hour incubation at 37°C, washed three times in either RPMI 

or PY and incubated 48 hours at 37°C. Cells were then washed three times in either RPMI or 

PY and 100 µL of medium containing 10% (v/v) Alamar blue (Invitrogen) were added per 

well. After 4h at 37°C to allow the viable eukaryotic cells to convert Alamar blue into its 

reduced form, OD565 was measured and corrected for background by the OD600. The 

percentage P of viable eukaryotic cells was calculated from triplicate supernatants as P = 

(OD565-OD600)infected/(OD565-OD600)uninfected x 100. Cytotoxicity was therefore calculated as 

100-P. 

Hemolysis assay 

Sheep red blood cells (sRBC) were washed in PBS and resuspended at 5×107 cells mL-1. 

Bacteria from 3 days-old plates were resuspended in PBS and adjusted to 1010 cells mL-1. 

Bacterial cells (50 µL) were mixed with 200 µL of sRBC, corresponding to an MOI of 50. 

Samples were centrifuged at 1700 rpm for 5 min and incubated 1h at 37°C. The mixtures 

were then resuspended by vortexing and centrifuged at 1700 rpm for 5 min. The OD415nm of 

all supernatants was determined in a microplate reader (Tecan) to quantify the release of 

haemoglobin. Three independent experiments were performed, each in triplicate. 

 



 95 

Results and discussion 

dps is maximally expressed during stationary phase 

We identified lpp0744 as the potential dps gene homolog in the L. pneumophila Paris genome 

(Cazalet et al., 2004) since its product, called here Dpslpp, showed 99% and 68% identity with 

the Dps-homologs of L. pneumophila Philadelphia (Yu et al., 2009) and “Candidatus 

Legionella jeonii” (Park et al., 2006), respectively. 

We measured the Dpslpp mRNA relative levels over 26 hours of growth in BYE by real-time 

qPCR (Fig. 1). A 7.3-fold induction was observed at the end of exponential growth, indicating 

that dps expression responded to nutrient starvation as in other bacteria (Nair & Finkel, 2004; 

Olsen et al., 2005). 

 

Dpslpp decreases sensitivity to oxidative stress during stationary phase 

A ∆dps::kan mutant LPP51 was constructed by allelic exchange in the chromosome of L. 

pneumophila Paris. Upstream and downstream adjacent regions including the putative 

transcriptional terminator were kept intact. Both LPP51 and reference Paris strains were 

compared in different stress conditions during exponential and stationary phases, including 

oxidative stress, UV light, heat shock, presence of toxic compounds (iron, copper, ethidium 

bromide, SDS) and pH stress. We detected differences between both strains only for oxidative 

stress (Fig. 2a). As described for Escherichia coli, L. pneumophila Paris developed decreased 

sensitivity to oxidative stress during stationary phase. While the loss of Dpslpp had no effect in 

exponential phase, it increased sensitivity to 5 mM H2O2 in stationary phase. We further 

confirmed the direct involvement of Dpslpp by overexpressing dps under its own promoter. 

While the empty plasmid vector pLPPA99 had no effect, the pLPPA124 plasmid carrying dps 

complemented the sensitivity of LPP51 in stationary phase. Complementation also occurred 

in exponential phase for both LPP51 and reference strains although, for unknown reasons, it 
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was less efficient in the mutant. It should be emphasized that complementation involved 

overexpression of Dps prior to exposure to H2O2 which has been reported to confer decreased 

sensitivity in exponential phase (Martinez & Kolter, 1997). Efficient complementation 

confirmed the overexpression of dps carried by pLPPA124. These experiments confirmed that 

Dpslpp conferred decreased sensitivity to oxidative stress during stationary phase in L. 

pneumophila (Yu et al., 2009), but was not involved in the other stresses tested, by contrast to 

the situation in E. coli (Nair & Finkel, 2004). 

 

Dpslpp is required for long-term starvation 

The three strains Paris, LPP51 and LPP51 + pLPPA124 were grown in BYE for four days and 

we determined both their growth rate by measuring the OD600 and their ability to form 

colonies after plating serial dilutions on BCYE plates. All media were supplemented with 

chloramphenicol for the third strain. All growth curves were comparable (Fig. 2b). Viable 

counts of both reference and mutant strains reached ~1x1010 CFU mL-1 upon entry into 

stationary phase and dramatically dropped to 5x103 CFU mL-1 after four days. However, 

LPP51 decreased much faster with ~1x104 CFU mL-1 after two days whereas we observed no 

decrease for the Paris strain at that time. 

Previous studies have shown that after prolonged periods of low nutrient availability 

Legionella species can enter a viable noncultivable (VBNC) state from which it can recover 

and regain pathogenic potential after passage in amoeba (Steinert et al., 1997; Dusserre et al., 

2008; Garcia et al., 2008). We determined if the decreased ability of LPP51 to form colonies 

was related to loss of cultivability. We infected A. polyphaga with serial dilutions of the BYE 

cultures obtained after four days of incubation. After 5 days of infection, ameobal cells were 

lysed and plated on BCYE to score the colonies formed by L. pneumophila cells. No increase 

in CFU counts was detected after passage in amoeba (data not shown), suggesting that the 
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decrease in CFU counts of LPP51 may be related to increased cell death during starvation 

rather than entry into a VBNC state. 

 

Dpslpp affects intracellular multiplication of L. pneumophila in macrophages but not in 

amoeba and cytotoxicity in both cell types 

We infected human macrophages (prepared from fresh peripheral blood monocytes-hMDMs 

and the monocytic cell line U937) and A. polyphaga amoebal cells with each of the Paris and 

LPP51 strains grown for 24h in BYE and monitored intracellular growth by enumeration of 

CFUs over 2 days (Fig. 3). At all timepoints (2, 24 and 48h post-infection), the intracellular 

replication of LPP51 was significantly lower compared to the Paris dps
+ strain in both 

macrophage cell lines, with 1000- and 10-fold reductions in CFU mL-1 after 24h in hMDMs 

and U937 cells, respectively (Fig. 3a and b). Incubation of both L. pneumophila strains in cell-

free RPMI did not allow bacterial multiplication nor did it alter viability or recovery (data not 

shown), confirming differences in intracellular multiplication. In contrast with macrophages, 

no difference was observed with A. polyphaga (Fig. 3c). As expected, the dotB mutant was 

unable to multiply in all hosts. We next determined the cytotoxicity of L. pneumophila Paris 

and LPP51 to A. polyphaga and U937 macrophages by quantifying the amount of killed host 

cells using Alamar blue staining (Fig. 4). The cytotoxicity of LPP51 to A. polyphaga and 

U937 macrophages was significantly reduced by ~50 and ~70%, respectively, compared to 

the reference strain (p < 0.05). Therefore, these results showed that Dpslpp, while involved in 

cytotoxicity to both human macrophages and amoebal cells, is required for intracellular 

multiplication only in macrophages, especially in hMDMs. 
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Dpslpp affects hemolysis 

Hemolysis of sRBC was measured by infection with the three strains Paris, LPP51 and the 

dotB mutant. LPP51 revealed a two-fold reduction in hemolysis compared to the reference 

strain (Fig. 5), while hemolysis was abolished in the dotB mutant (Kirby et al., 1998). The 

phenotypic difference of LPP51 between effective intracellular multiplication and decreased 

cytotoxicity to the amoebal cells may therefore reflect a deficiency of the mutant to exit 

amoeba after replication, as described for the rib mutants of L. pneumophila (Gao & Abu 

Kwaik, 2000), although their differential phenotypic behavior was also apparent in 

macrophages (Alli et al., 2000). Also, factors produced by L. pneumophila, such as lipolytic 

enzymes contribute to hemolysis and/or cytotoxicity without affecting intracellular 

multiplication in host cells (Flieger et al., 2004). Thus, bacterial ability to replicate and 

cytotoxicity to host cells, although correlated, should be carefully investigated as different 

factors can be involved in host cell lysis such as degradative enzymes, pore-forming cytolysin 

or mechanical pressure of the bacterial load inside cells (Gao & Abu Kwaik, 2000; Alli et al., 

2000; Flieger et al., 2004). Our data suggest that genetic determinants specifically involved in 

the destruction of eukaryotic cells may exist in L. pneumophila and that Dpslpp may be 

involved in their regulation. 

 

In vivo complementation experiments 

The cytotoxicity level to host cells was not restored after complementation of dps in LPP51 

(Fig. 4). Although our in vitro complementation assays suggested that dps was successfully 

expressed from its plasmid location (Fig. 2), it may not be the case anymore in host cells 

especially since dps is expressed from its own promoter. To gain further insights into this lack 

of complementation, we introduced both plasmids pLPPA99 and pLPPA124 (without and 

with dps, respectively) in the reference strain and performed the cytotoxicity assays to U937 
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with and without chloramphenicol (Fig. 4). While the introduction of each plasmid into L. 

pneumophila Paris did not change its cytotoxicity to the macrophages for the assay without 

chloramphenicol, addition of the antibiotic during infection dramatically decreased 

cytotoxicity by ~5 fold. This was true even for the pLPPA99 empty vector. Therefore, 

plasmid maintenance may impose a cost to L. pneumophila during the infection process, 

thereby affecting its virulence traits. This may also explain the lack of complementation of 

cytotoxicicity with the LPP51 mutant. We also showed that in vitro growth of L. pneumophila 

Paris carrying pLPPA99 in BYE with or without chloramphenicol was slowed down (data not 

shown), confirming the plasmid cost. Previous studies reported a chloramphenicol 

concentration 3- to 5-fold higher in human monocytes (Hand et al., 1984; Lee Hand & King-

Thompson, 1989) that might further select for the maintenance and therefore the cost of the 

plasmids. By increasing the chloramphenicol concentration by 3 and 5 fold in BYE cultures, 

we detected further decreased growth of both Paris and LPP51 strains (data not shown). 

Difficulties with full phenotypic complementation were already observed linked to the 

presence of antibiotic resistance genes (Abromaitis et al., 2005; Morash et al., 2009). Despite 

the lack of in vivo complementation, we are however confident that the phenotypic 

differences specific to LPP51 are associated to the loss of dps rather than to polar effects on 

the downstream transcribed gene on the L. pneumophila chromosome for two reasons: more 

than 200 bp separate the two genes making co-transcription unlikely and transcriptional 

analyses revealed no effect of the dps deletion on transcription of this downstream gene (data 

not shown). 

 

In this study, we report that Dpslpp, the Dps homolog from L. pneumophila strain Paris, is 

expressed upon entry into stationary phase and is involved in in vitro and in vivo phenotypes: 

sensitivity to oxidative and nutritional stresses, intracellular replication in macrophages, 
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cytotoxicity to amoeba and macrophages and hemolysis. We also provide evidence that 

complementation studies should take into account the cost of the complementing plasmid 

associated with expression of antibiotic resistance. 
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Figure Legends 

Fig. 1. Relative expression levels of dps during in vitro growth. The growth curve of L. 

pneumophila Paris strain during 26 h at 37°C in liquid BYE medium is shown with solid line 

and squares. Relative expression of dps was evaluated after 12, 16, 20 and 26 h by real-time 

qPCR as detailed in Materials and methods. The fold-changes in expression compared to the 

12h timepoint, artificially set to 1, are shown by histograms. Values and error bars represent 

means and standard deviations for duplicate experiments. 

 

Fig. 2. Involvement of Dpslpp in stress responses. (a) Sensitivity to oxidative stress. Cells from 

both dps
+

 (Paris) and dps
-
 (LPP51) L. pneumophila strains were collected in exponential or 

stationary phase and plated on BCYE medium with a disk of Whatmann paper soaked with 

5mM H2O2. The diameter of the inhibition zone is given in mm, as a measure of sensitivity 

with the mean and standard deviations for triplicate experiments. Complementation 
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experiments were performed in the same conditions with each strain carrying either the 

pLLPA124 plasmid with functional dps or the empty pLPPA99 plasmid vector. (b) Sensitivity 

to nutritional stress. The three L. pneumophila strains Paris (diamonds), LPP51 (triangles) and 

LPP51 + pLPPA124 (circles) were grown for four days in liquid BYE medium. At regular 

intervals during growth, OD600 (hatched lines) and CFU mL-1
 (solid lines) were determined for 

three independent experiments each in triplicate. One representative experiment is shown. 

 

Fig. 3. Intracellular multiplication of L. pneumophila in hMDMs (a), U937 (b) and A. 

polyphaga amoebal cells (c). During infection by the Paris (diamonds) and LPP51 (circles) 

strains, multiplication was quantified by determination of the CFU mL-1
 on BCYE plates after 

lysis of the host cells. An avirulent dotB strain (squares, Sexton et al., 2005) is used as 

negative control. Three independent experiments were performed each in triplicate. Values 

and error bars represent means and standard deviations for triplicates of one representative 

experiment. 

 

Fig. 4. Cytotoxity of L. pneumophila Paris and LPP51 to A. polyphaga cells (a) and U937 

human monocyte-derived macrophages (b). Cells were infected at an MOI of 10 for 1 h with 

L. pneumophila strains Paris and LPP51 and with a dotB mutant as a negative control. After 

48 h of infection, macrophage viability was assessed by quantifying the reduction of the 

Alamar blue dye compared to non-infected cell monolayers. The percentage of killed 

macrophages was deduced. Complementation experiments were performed with each L. 

pneumophila strain Paris and LPP51 bearing either pLPPA99 or pLPPA124. During the 

infection assays, chloramphenicol was either added to maintain the plasmid or omitted. Two 

independent experiments were performed in triplicate with error bars representing standard 

deviations. 
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Fig. 5. Hemolysis of sRBC by L. pneumophila. Infection of sRBC was performed with the 

three L. pneumophila strains Paris, LPP51 and dotB mutant as a negative control at an MOI of 

50 for 1 hour at 37°C. Haemoglobin release was assessed by spectrophotometric 

measurements of supernatants at 415nm. Three independent experiments were performed, 

each in triplicate. Values and error bars represent means and standard deviations for triplicates 

3 of one representative experiment. 
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Commentaires des rapporteurs: 

Reviewer: 1 

Comments to the Author 

The article « The Legionella pneumophila Dps-homolog Dpslpp is required both in vitro under stress conditions 

and in vivo in eukaryotic host cells « by Vergnes and colleagues describes the phenotype of a Dps deletion 

mutant of L. pneumophila. The authors report that a dps mutant is more sensitive to oxidative and nutritional 

stress and is attenuated for intracellular growth and its cytotoxic potential for human macrophages and amoeba. 

 

The work described here is well done and interesting as it reports on the possible function of dps, a gene not 

investigated yet in L. pneumophila. It is well written and shows the implication of the encoded protein in stress 

response and intracellular growth. 

My only concern is the complementation. 

-    There is no complementation shown for the intracellular growth in hMDMs, U937 and A. polyphaga 

infection assays (Figure 3) 

-    The complementation of the cytotoxicity of the mutant is a little confusing; I can well understand that the 

plasmid and the growth under antibiotic presence retards the growth, however I don’t understand why the strain 

carrying the empty plasmid and growing with chloramphenicol cannot be complemented for the cytoxicity 

phenotype?? The wt carrying the empty plasmid and the complemented one are both having the same plasmid 

and are growing with the same antibiotic, thus the cost of the plasmid and antibiotic should be the same? 

Reviewer: 2 

Comments to the Author 

The paper by Vergnes et al. documents an analysis of the dps gene of Legionella pneumophila, an amoebae-

resistant opportunistic human pathogen. Dps (DNA-binding protein from starved cells) is a ferritin-like iron-

binding protein implicated in the protection against oxidative stress. The authors report that in L. pneumophila 

strain Paris the dps gene is expressed in stationary growth phase, a mutant strain lacking dps is more sensitive 

towards oxidative stress, and the defect is complemented by supplying the gene on a plasmid. Moreover, L. 

pneumophila lacking dps shows a growth defect in primary macrophages and macrophage-like cells, but not in 

Acanthamoeba polyphaga; yet, the mutant strain exhibits reduced long-term cytotoxicity against macrophages as 

well as amoebae. Finally, the dps mutant strain is impaired for hemolysis of erythrocytes. 

The study contributes to our knowledge about the genetic background of stress resistance of L. pneumophila. 

However, a number of points should be addressed to render the work more compelling and complete. 

Major points: 

1) It is somewhat odd that the lack of dps causes a replication phenotype in macrophages but not in amoebae, 

while in absence of dps long-term cytotoxicity was impaired in macrophages as well as in amoebae. This 

observation should be documented in more detail, as already proposed by the authors (p.13, l.6). 

Cytotoxicity should be determined at early time points (30-60 min post infection; “immediate cytotoxicity”) and 

not only at 48 h post infection, where replication-dependent cytotoxicity probably accounts for most of the toxic 

effect. 

2) The increased sensitivity towards oxidative stress of the dps mutant strain was complemented by supplying 

the gene on a plasmid. In contrast, none of the cellular phenotypes was even partially complemented, and the 
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authors speculate about the possible costs for the bacteria carrying the complementation plasmid during the 

infection. To further address this question, complementation should be assayed in short-term cellular assays, 

such as “immediate cytotoxicity” and hemolysis (Fig. 5). 

3) To lyse infected amoebae, 0.05% “Triton W-100” was used. Should this read Triton X-100? In any case, it 

should be tested and documented, whether at the concentration used the detergent affects the viability of L. 

pneumophila. 

Minor points: 

1) Fig. 2a should be shown as a separate Table. 

2) Fig. 2b was done in triplicate; the error bars should be shown. 

3) Fig. 3: Is the dotB mutant strain used as a negative control a derivative of L. pneumophila strain Philadelphia 

or strain Paris? 

4) p.11, l.4: More precisely, the dps gene is required for “long-term persistence” (rather than “long-term 

starvation”). Similarly (p.14, l.20; p.19, l.23): “persistence”, rather than “nutritional stresses”. 

5) p.12, l.4: “At all timepoints (12, 24, and 48 h.....)” 

6) p.12, l.22: Hemolysis is reduced approximately 33% (rather than “two-fold”) 

7) p.19, l.13: “...12 h timepoint, arbitrarily set to 1, ...” 
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Expériences et réponses prévues : 

La plupart des remarques des rapporteurs peuvent être prises en compte au niveau de 

changements de texte. Cependant, une expérience supplémentaire est demandée (rapporteur 2, 

points majeurs 2 et 3). Afin de répondre à cette requète, des mesures de cytotoxicité sur des 

lignées de macrophages et des cellules amibiennes sont réalisées pendant des temps 

d’infection plus courts, à 30 et 60 min post-infection. (Les mesures réalisées auparavant 

avaient été faites après 48h d’infection). Ces expériences seront réalisées en utilisant la 

souche de référence L. pneumophila Paris, le mutant délété du gène dps, le mutant 

complémenté par un vecteur portant le gène dps sous son propre promoteur et, afin d’apporter 

encore des informations supplémentaires concernant les expériences de complémentation, le 

mutant complémenté avec un autre vecteur portant le gène dps cette fois sous le contrôle d’un 

promoteur inductible à l’IPTG. 

Les résultats de ces expériences devraient permettre d’apporter les réponses 

nécessaires aux remarques majeures des rapporteurs, les autres commentaires pouvant être 

pris en compte par des changements au niveau du texte du manuscrit. 
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Chapitre 3 : Rôles de la protéine IHF chez L. pneumophila  
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Les protéines de type histone influencent l’expression globale des gènes chez les 

organismes bactériens (Jeong et al., 2010; Dillon & Dorman, 2010). La protéine IHF est une 

des protéines de type histone majeures chez les bactéries. Il s’agit d’une protéine 

hétérodimérique formée de deux sous-unités α et β, codée par les gènes himA et himD, 

respectivement. Elle se lie à l’ADN de manière spécifique sur une séquence consensus de 13 

pb (Goodman et al., 1999) et régule l’expression de plusieurs centaines de gènes chez les 

bactéries (Arfin et al., 2000; Mangan et al., 2006). En particulier, IHF contrôle des gènes de 

virulence chez différentes bactéries pathogènes, comme Brucella abortus, Vibrio cholerae et 

Salmonella enterica (Sieira et al., 2004; Stonehouse et al., 2008; Fass & Groisman, 2009). 

 Une étude récente, publiée au cours de ma thèse, a montré que la protéine IHF de L. 

pneumophila était impliquée dans les phénotypes de virulence (Morash et al., 2009). 

Cependant, les mécanismes sous-jacents sont totalement inconnus. 

Nous avons entrepris une étude du rôle de la protéine IHF sur les processus adaptatifs 

chez L. pneumophila Paris, en particulier sur la sensibilité aux stress nutritionnels et la 

virulence. Nous avons également recherché les mécanismes mis en jeu. Deux axes ont été 

poursuivis : l’analyse de la transcription des gènes himA et himD au cours de la croissance in 

vitro de L. pneumophila et la construction, puis l’analyse, de trois souches mutantes pour 

lesquelles chacun des deux gènes himA et himD, ainsi que les deux simultanément, ont été 

délétés. L’influence de la protéine IHF a ainsi pu être analysée en comparant les souches de 

référence et mutantes, d’une part au niveau cellulaire quant à leur sensibilité aux stress 

nutritionnels in vitro et à leurs propriétés de virulence in vivo vis-à-vis de deux types d’hôtes 

eucaryotes (des cellules de macrophages humaines et des cellules amibiennes), et d’autre part 

sur l’expression globale des gènes par la détermination des profils globaux de transcription. 

Enfin, nous avons démontré la fixation de la protéine IHF sur la région promotrice de 

quelques gènes identifiés comme étant régulés par IHF. 
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Tout d’abord, nous avons analysé la transcription des gènes himA et himD au cours de 

la croissance bactérienne en milieu liquide par des expériences de PCR semi-quantitative. 

Nous avons ainsi démontré que la transcription de ces deux gènes était accrue lors de l’entrée 

en phase stationnaire. Afin d’étudier l’effet de la protéine IHF chez L. pneumophila, nous 

avons ensuite construit trois mutants par recombinaison homologue dans le chromosome, 

chacun des gènes himA et himD étant remplacé par un gène de résistance à un antibiotique : 

un mutant délété du gène himA, un mutant délété du gène himD et un mutant délété des deux 

gènes simultanément. L’analyse de ces mutants a alors révélé un certain nombre de déficits in 

vitro et in vivo par rapport à la souche de référence L. pneumophila Paris, les trois mutants se 

comportant de manière similaire entre eux, ce qui suggère que la protéine IHF est 

fonctionnelle sous forme hétérodimérique chez L. pneumophila. 

Après 24 heures de cultures in vitro en milieu liquide, c’est-à-dire au moment de 

l’entrée en phase stationnaire, les mutants présentent une forte baisse de leur capacité à former 

des colonies sur milieu gélosé. De plus, cette baisse de cultivabilité peut être partiellement 

restaurée, lorsque les bactéries sont incubées en présence d’amibes. Ces deux propriétés 

physiologiques sont considérées comme des caractéristiques de l’entrée dans l’état VBNC 

chez les bactéries du genre Legionella (Steinert et al., 1997; García et al., 2007). Nos résultats 

pourraient ainsi suggérer que IHF serait impliquée dans le contrôle du moment d’entrée dans 

un état viable mais non cultivable (VBNC). Pour l’instant, les bases génétiques de l’état 

VBNC sont inconnues. 

Des expériences d’infections d’hôtes eucaryotes (macrophages et amibes) in vivo nous 

ont par ailleurs permis de montrer que les mutants IHF présentaient un défaut de 

multiplication à l’intérieur des macrophages humains (macrophages isolés de sang ou de la 

lignée U937), mais étaient toujours capables d’infecter les amibes A. polyphaga, à un niveau 

identique à celui de la souche de référence. Malgré cette réplication intracellulaire déficiente 
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des mutants dans les cellules humaines, aucune différence n’a cependant été observée par 

rapport à la souche de référence quant aux propriétés de cytotoxicité immédiate et d’hémolyse 

des mutants. Ces résultats suggèrent ainsi que le système de sécrétion Dot/Icm des mutants est 

toujours fonctionnel et que la baisse de multiplication intracellulaire dans les cellules 

humaines est liée à d’autres déterminants de virulence. 

La détermination des profils de transcription globale des gènes a été réalisée pour la 

souche sauvage et le double mutant. Nous avons observé une modification statistique de 

l’expression de 161 gènes en phase exponentielle et de 27 gènes en phase stationnaire dans le 

mutant déficient pour IHF. En augmentant la stringence aux gènes dont la transcription est 

modifiée d’au moins un facteur 2, nous avons observé 33 gènes (27 réprimés et 6 

surexprimés) en phase exponentielle et 23 gènes (14 réprimés et 6 surexprimés) en phase 

stationnaire exprimés de façon différentielle dans le mutant. L’analyse plus détaillée de ces 

données suggère que la protéine IHF régule l’expression de trois gènes codant des régulateurs 

globaux majeurs chez L. pneumophila : rpoS, csrA et rsmZ. La protéine IHF active 

l’expression de rpoS et rsmZ, qui codent le facteur sigma alternatif RpoS et un petit ARN non 

codant RsmZ, respectivement, tous deux des activateurs de facteurs de virulence (Bachman & 

Swanson, 2004; Rasis & Segal, 2009; Sahr et al., 2009), et inhibe l’expression de csrA, qui 

code un répresseur des facteurs de virulence et permet la réplication intracellulaire des 

cellules bactériennes à l’intérieur des cellules de l’hôte (Molofsky & Swanson, 2003). Ces 

données suggèrent donc que la protéine IHF est importante dans le contrôle du cycle 

biphasique de L. pneumophila lors de l’infection des cellules hôtes, en particulier pour le 

passage des cellules de L. pneumophila de la phase réplicative à la phase transmissive 

virulente. De plus, IHF régule l’expression de gènes impliqués dans la synthèse du système 

flagellaire. Ce contrôle du cycle infectieux s’exerce par la régulation de la transcription de 

gènes codant des régulateurs globaux. La protéine IHF fait donc partie du réseau de régulation 
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contrôlant les phénotypes de virulence chez L. pneumophila. Pour confirmer ces résultats, 

nous avons étudié de façon plus détaillée cinq gènes cibles d’IHF identifiés dans les profils 

globaux de transcription : csrA, rpoS, rsmZ, flgA et flgB, ces deux derniers étant impliqués 

dans la biosynthèse du flagelle. 

Dans un premier temps, nous avons confirmé la régulation transcriptionnelle des gènes 

csrA, rpoS, flgA et flgB par IHF par des expériences de RT-PCR. Par ailleurs, nous avons 

identifié, par des analyses in silico par comparaison avec le site consensus de fixation d’IHF 

(Goodman et al., 1999), un site potentiel de fixation d’IHF dans la région promotrice des 

gènes rpoS, csrA et flgA, deux sites de fixation dans la région promotrice de flgB et huit sites 

dans la région promotrice de rsmZ. De plus, des expériences de retard sur gel nous ont permis 

de confirmer que la protéine IHF se fixait bien dans la région promotrice de chacun des gènes 

rpoS, csrA, flgA et flgB, sur un seul site pour les trois premiers et sur deux sites pour flgB. Ces 

données suggèrent une régulation directe de la transcription de ces quatre, voire cinq, gènes 

par la protéine IHF par fixation dans la région promotrice. 

  

L’étude de la protéine IHF de L. pneumophila Paris montre ainsi qu’il s’agit d’un 

régulateur global de l’expression génique, impliqué dans le contrôle de la transition entre 

phases réplicative et transmissive au cours du cycle infectieux de L. pneumophila. 

Le manuscrit ci-après sera prochainement soumis à la revue Journal of Bacteriology. 
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Abstract 

The nucleoid-associated heterodimeric protein IHF is involved in DNA compaction and 

global transcription regulation in Gram-negative bacteria. We showed here that mutants 

deficient for one and/or the other subunit of IHF in the bacterial pathogen Legionella 

pneumophila are impaired in their viability and cultivability in late stationary phase as well as 

in their intracellular replication in human macrophages. To provide mechanistic insights for 

these phenotypic changes, we compared the global transcription profiles of an IHF-deficient 

mutant and its reference strain. Three lines of evidence suggest that IHF is likely to be 

involved in the control of the transition between the replicative and transmissive phases of the 

Legionella life cycle. First, IHF was found to repress the pivotal mRNA-binding protein CsrA 

that is known to block the expression of virulence traits, thereby promoting bacterial 

replication. Second, IHF induces the transcription of the alternative sigma factor RpoS and the 

small RNA RsmZ, which are major positive regulators of virulence gene expression during 

the transmissive phase. Third, IHF increases the transcription of flagellar class II genes that 

are involved in the biosynthesis of the flagellum basal body and hook. Finally, we identified 

consensus IHF-binding sites in the promoter regions of csrA, rpoS, flgA, flgB and rsmZ and 

demonstrated direct binding of purified IHF on several candidate promoter regions by EMSA. 

Our results suggest that IHF is a key intermediate in the complex regulatory cascade that 

coordinates the transition to the transmissive (or virulent) phase in L. pneumophila.  
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Introduction 

Legionella pneumophila is a Gram-negative facultative intracellular bacterium identified as 

the major causative agent of Legionnaires' disease, a severe pneumonia that can be fatal if not 

timely treated with antibiotics (94, 85, 80). This bacterium is ubiquitous in natural and man-

made aquatic environments where it survives mainly as an intracellular parasite of protozoa 

(19, 96). Human infections occur through inhalation of contaminated-water droplets generated 

from various aerosol-generating devices such as air-conditioners, cooling towers, 

showerheads, fountains, spas… Despite repeated disinfection treatments using biocides, 

Legionella can persist in these water networks mainly through protective structures associated 

with three types of living states of the bacterial cells: the exopolysaccharide matrix in biofilm 

networks, the amoebal cysts or protozoa-released vesicles (25, 39, 16) or the viable but non 

culturable (VBNC) physiological state in which metabolically active cells can no longer grow 

on routine laboratory media and that has been shown to be induced under certain stressful 

conditions, including treatments to disinfect water plumbing systems (51, 22, 37, 7). The 

VBNC state is reversible and cells can recover their growth abilities after passage in ameobal 

cells (92, 38). Thus, the association of Legionella with protozoa is a major factor of bacterial 

persistence in the environment. Despite the importance of the VBNC physiological state, its 

genetic basis is mostly unknown in Legionella although it may provide a more efficient 

control of bacterial dissemination. 

In humans, L. pneumophila cells are engulfed by alveolar macrophages after reaching the 

lungs. Once internalized, they escape the typical lysosomal degradation pathway and colonize 

a specialized vacuole in which the cells multiply exponentially. At the end of the infectious 

cycle, bacteria kill and exit the infected host cells to colonize new neighboring cells (47, 23, 

78). The biogenesis of the specialized Legionella-containing vacuole (LCP) requires the 

Dot/Icm type IV secretion system that allows the delivery of at least 150 effector proteins into 
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the host cells (89, 99, 18, 52). The intracellular fate of Legionella is suggested to be similar in 

both protozoan and macrophage cells (95), with however unique features that are host-specific 

(78). 

The hallmark of the life cycle of L. pneumophila is the alternance between two phenotypically 

distinct forms that are specific to each of the two phases of the infection cycle: the replicative 

form during intracellular replication of bacterial cells and the transmissive or virulent form 

associated with the expression of most virulence traits including flagella synthesis, cell-

dependent cytotoxicity, stress resistance, sodium sensitivity, lysosome evasion, cell 

shortening and pigmentation (95, 72, 17, 52). To precisely coordinate this biphasic life cycle, 

Legionella cells operate a global shift in gene expression that is orchestrated by a complex 

regulatory network. Several global regulators interact in this network, including on the one 

hand the global post-transcriptional repressor of transmissive traits CsrA and on the other 

hand activators of virulence traits like the small alarmone ppGpp, the transcription sigma 

factor RpoS, the two-component systems LetA/S, CpxR/A, PmrA/B, the small non-coding 

RNAs RsmY and RsmZ, and the Quorum Sensing-like system LqsS/R (13, 72, 97, 103, 9, 6, 

48, 82, 86, 71). The regulatory connections between these regulators control the transition 

between the replicative and transmissive phases of the infection cycle. During the replicative 

phase, CsrA blocks the expression of transmissive traits by preventing target mRNAs 

translation and therefore promotes intracellular replication (73). When nutrients become 

limiting, the alarmone ppGpp accumulates which inhibits gene expression necessary for 

bacterial multiplication and stimulates LetA/S and RpoS (12, 42). As a further regulatory step, 

both regulators induce the transcription of at least the two small non-coding RNAs, RsmY and 

RsmZ, which in turn sequester CsrA, thereby relieving the repression of the expression of 

transmission traits (82, 86). This regulatory cascade also controls flagellar biogenesis, the 

cell-density dependent LqsS/R system and the two-component systems CpxR/A and PmrA/B 
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that promote the expression of several components and translocated effectors of the Dot/Icm 

secretion system (36, 97, 103, 9, 6, 82, 86, 3). Although many connected links have been 

identified in this regulatory network, many regulators and most environmental signals are still 

unknown. For example, it has recently been shown that histone-like proteins, like IHF 

(Integration Host Factor), may be involved in the virulence control of L. pneumophila (74). 

To get insights into the mechanistic details of the relationship between IHF and virulence 

control in L. pneumophila, we investigated the impact of IHF on both phenotypic traits and 

global gene expression in L. pneumophila. The nucleoid-associated protein (NAP) IHF shares 

the major properties of all bacterial histone-like proteins (31, 28), which play an important 

role in both chromosomal architecture by binding, bending and condensing DNA molecules 

(102, 5), and chromosomal gene expression by interfering with RNA polymerase or specific 

regulators at promoter regions (29, 54, 28). The IHF heterodimeric protein is able to bind both 

specifically to a consensus asymmetric site on DNA (26, 40) and less specifically to low 

affinity sites (102), thereby contributing to the transcription control of more than 100 genes in 

both E. coli and Salmonella (10, 66). In particular, IHF has been shown to be involved in the 

regulation of many virulence genes in different bacterial pathogens (45, 62, 91, 66, 93, 34, 74). 

In the present study, we showed that inactivation of himA and/or himD, the genes encoding 

the two IHF subunits, was associated with various phenotypic defects in L. pneumophila, 

including a decrease in cell viability, an impairment of the cell ability to form colonies on in 

vitro solid media which could however be partially recovered after passage in amoebal cells, 

and a decreased ability to specifically kill macrophages, but not amoebal cells, independently 

from the Dot/Icm machinery. We also assessed the contribution of IHF to global gene 

expression by comparing the transcription profiles of the L. pneumophila reference and 

∆himAD mutant strains. Moreover, we identified by computer analysis putative IHF-binding 

sites on candidate target promoter regions and confirmed experimentally the binding of IHF. 
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Materials and methods 

Bacterial strains and in vitro growth conditions 

All strains were derived from the L. pneumophila serogroup 1 reference strain Paris (CIP 

107629T) (Table 1). Bacteria were grown in vitro at 37°C either in liquid N-(2-acetamido)-2-

aminoethanesulfonic acid (ACES)-buffered (pH 6.9) yeast extract broth (BYE) or on ACES-

buffered charcoal yeast extract (BCYE) agar plates. All BYE cultures were inoculated from 3-

day old cells plated on BCYE. When needed, media were supplemented with kanamycin (15 

µg.mL-1), gentamicin (8 µg.mL-1) or chloramphenicol (10 µg.mL-1). 

Culture of eukaryotic cells 

The Acanthamoeba polyphaga amoebal cells were grown and maintained at 30°C in Peptone 

Yeast extract Glucose (PYG) medium in 75-cm2 tissue culture flasks (69). Prior to infection, 

amoebal cells were washed twice, resuspended in PYG without glucose (PY) and seeded in a 

96-well plate at ~1x105 cells per well. The U937 human monocyte cell line was grown and 

maintained at 37°C in RPMI 1640 medium supplemented with 10 % heat-inactivated fetal 

calf serum (FCS) and 2 mM L-glutamine in a humidified atmosphere with 5 % CO2. Prior to 

infection, U937 cells (1x105 per well) were differentiated into macrophages with 50 ng.mL-1 

phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) for 48 hours (2) and then washed three times in RPMI 

1640. Human monocyte-derived macrophages (hMDMs) were prepared from fresh peripheral 

blood monocytes obtained from healthy donors (Etablissement Français du Sang, Lyon, 

France) and isolated by Ficoll density gradient. Peripheral blood mononuclear cells were 

seeded in ultra-low attachment 6-well plate (Corning) at 1x106 cells per well in RPMI 1640 

with 10 % FCS and 2 mM L-glutamine, and incubated at 37°C with 5 % CO2 for 3 days to 

allow adherence. Cells were then scraped, washed three times in PBS and hMDMs were 

counted using a hematocytometer before seeding in a 96-well plate at ~1x105 cells per well.  
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Construction of chromosomal deletion mutants and plasmids for complementation 

Mutant strains were constructed by replacing the chromosomal gene himA (lpp2764) by a 

gentamicin resistance cassette and himD (lpp3026) by a kanamycin resistance cassette. We 

describe here the construction of the himA mutant into details, the methodology being similar 

for the himD mutant. The two flanking regions of himA (~700 bp on each side) were 

amplified by PCR with the primer pairs PLP24-PLP25 and PLP26-PLP27 (Table S1) and 

cloned together into pCRII-Topo (Invitrogen). The two primers PLP25 and PLP26 were 

designed to each contain a SalI restriction site that, after the cloning steps, separates each of 

the two himA flanking sequence in pCRII-Topo. This results in a plasmid-borne deleted allele 

of himA. The entire insert was then isolated as a SacI-PstI fragment and cloned into the 

pBluescript-KS (pBS-KS) plasmid vector digested by SacI and PstI. A 0.9-kb gentamicin 

cassette was then inserted into the SalI site, thereby replacing himA and generating the pKS-

himA::GmR plasmid. The same strategy was used to construct the pKS-himD::KanR plasmid, 

except with the primer pairs PLP28-PLP29 and PLP30-PLP31 (Table S1), PLP29 and PLP30 

being designed to each contain a SalI restriction site, and a 1-kb kanamycin resistance cassette. 

Both plasmid inserts, each containing the chromosomal flanking regions of himA or himD 

together with the corresponding resistance gene, were PCR-amplified with the primer pairs 

PLP24-PLP27 and PLP28-PLP31, respectively, and the resulting DNA fragments were 

introduced separately into the L. pneumophila Paris strain by natural transformation, as 

described previously (8). Recombination events into the chromosome, leading to the 

replacement of himA or himD by the gentamycin or kanamycin resistance cassette, 

respectively, were selected by plating the cells onto BCYE plates containing the relevant 

antibiotic and incubating for 4-5 days at 37°C. The resulting transformants were replica plated 

and screened for the expected himA and himD allelic exchanges by PCR amplification with 

the primer pairs PLP149-PLP150 and PLP151-PLP152, respectively (Table S1). To construct 
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the himA::GmR himD::KanR double mutant strain (∆himAD), a similar strategy was performed 

by using the PCR product containing the two flanking regions of himA and the gentamicin 

resistance cassette to transform the himD::KanR mutant strain. Transformants were selected 

by plating cells onto BCYE plates containing both antibiotics. 

For complementation assays, PCR products containing the ribosome-binding site and the 

coding sequence of himA and himD were obtained using the primer pairs PLP179b-PLP180b 

and PLP181-PLP182 (Table S1), respectively, and cloned separately into the pMMB207C 

expression plasmid under the control of the inducible promoter Ptac, generating plasmids 

pLPPA121 and pLPPA122, respectively. The Ptac promoter was induced by adding 50 

µg.mL-1 isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) in the culture medium. 

Prolonged stationary phase culture and resuscitation of bacteria by amoebae 

Cultures of L. pneumophila were inoculated at OD600 = 0.05 in 2 mL of BYE and grown at 

37°C with agitation for four days. At regular intervals, the OD600 was measured and serial 

dilutions were plated on BCYE plates to determine the number of cells able to form colonies. 

To estimate the proportion of bacterial cells that are revived after passage in amoebae, the 

same serial dilutions were used to infect A. polyphaga. Briefly, 1x105 amoebal cells per well 

were mixed with 20 µL of each bacterial dilution and incubated for 5 days at 37°C. Infected 

amoebal cells were then lysed with 0.05 % Triton X-100 and 5 µL were spread on BCYE 

plates. After 4 days of incubation at 37°C, the number of L. pneumophila colonies was scored. 

Three independent experiments, each in triplicate, were performed. 

Intracellular replication of L. pneumophila 

Stationary phase cultures of L. pneumophila strains grown in BYE were centrifuged and 

resuspended in serum-free RPMI and PY media for macrophage and amoeba infections, 

respectively. Amoebal or macrophage cell monolayers were infected using 1x106 bacterial 

cells, corresponding to an MOI of 10. Infections were synchronized by centrifugation for 10 
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min at 1500 rpm and started by incubating 1 h at 37°C. Cells were then washed three times in 

serum-free RPMI to remove extracellular bacteria (T0) and the infection process was allowed 

to continue at 37°C in RPMI or PY. Intracellular replication of L. pneumophila in A. 

polyphaga, hMDMs and U937 cells was determined after 12, 24 and 48 h by quantifying the 

number of bacterial colony-forming units (CFUs) present both in the supernatant and inside 

the eukaryotic cells. In this latter case, before plating, the eukaryotic cells were first lyzed 

either hypotonically for macrophages or with 0.05 % Triton X-100 for amoebal cells. Three 

independent infections were performed for each bacterial strain, each in triplicate.  

Hemolytic and cytotoxic effects  

The hemolytic activity was determined by mixing L. pneumophila cells with ~107 sheep red 

blood cells (sRBC).mL-1 at an MOI of either 50 or 100. Samples were then centrifuged at 

1700 rpm for 5 min, incubated 1 h at 37°C, resuspended by vortexing and centrifuged again at 

1700 rpm for 5 min. The absorbance at 415 nm of all supernatants was determined in a 

microplate reader (Tecan) to quantify the release of haemoglobin. Three independent 

experiments were performed, each in triplicate. 

The immediate cytotoxicity of L. pneumophila was quantified using the Alamar Blue 

reduction assay. Hence, the Alamar Blue dye undergoes a colorimetric modification when 

exposed to metabolically-active eukaryotic cells. Infections of the U937 cells were performed 

at an MOI of 100 for one hour at 37°C. Cells were washed three times with RPMI before 

adding 100 µL of 10 % (v/v) Alamar blue (Invitrogen) per well. Infected cells were further 

incubated for 4 h at 37°C to allow the viable eukaryotic cells to convert the Alamar Blue from 

a blue oxidized state to a red reduced state. Absorbance at 565 nm was measured and 

corrected for background by the absorbance at 600 nm. Uninfected host cells were treated 

equally as an internal control. The percentage P of viable macrophages was calculated from 
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triplicate supernatants as P = (OD565nm-OD600nm)infected / (OD565nm-OD600nm)uninfected x 100. 

Mortality of eukaryotic cells was therefore calculated as 100-P. 

R�A isolation, labelling, hybridization and microarray analysis 

Two independent cultures of each of the two L. pneumophila Paris and ∆himAD mutant 

strains were grown in BYE liquid medium. Samples were collected in both the exponential 

growth phase (OD600 < 2, 14 h of growth) and stationary phase (OD600 > 4, 20 h of growth). 

Total RNAs were extracted from all samples as previously described (68). After reverse 

transcription with the Superscript cDNA Indirect Labelling System (Invitrogen), the cDNAs 

were labeled with either Cy5 or Cy3 (Amersham Bioscience) according to the supplier’s 

protocol. The cDNA samples from each of the two strains were alternatively labeled with 

each fluorescent dye (dye swap). For each biological replicate, microarray hybridization 

experiments were duplicated. The DNA microarray we used contained 70-mer 

oligonucleotides specific to each of the predicted genes and intergenic regions of the genome 

of L. pneumophila strain Paris and its plasmid CR628338 (17). Hybridization experiments 

were performed with 250 pmol of Cy5- and Cy3-labeled cDNAs, following the 

manufacturer’s instructions. Slides were scanned on a GenePix 4000A scanner (Axon 

Instruments) and resulting files were analyzed with the GenePix Pro 4.0 software (Axon 

Instruments). Spots with high local background fluorescence or weak intensity as well as slide 

abnormalities were excluded from the analysis. Data normalization and differential analysis 

were performed as described previously (86), using the R software (http://www.r-project.org) 

and the BioConductor package marray 

(http://www.bioconductor.org/packages/devel/bioc/html/ marray.html). If not stated otherwise, 

only differentially expressed genes with a two-fold change between two samples and a P-

value ≤0.001 were taken into consideration.  

Real-time semi-quantitative PCR 
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Real-time qPCR was conducted for determining the transcription level of both himA and 

himD during the in vitro growth cycle and confirming the global transcription profiles. Two 

independent cultures of L. pneumophila were harvested after 12, 16, 20 and 26 hours of 

growth in BYE liquid medium at 37°C with agitation and centrifuged at 13,000 g for 2 min. 

Total RNA was isolated using the RNeasy Mini Kit (Qiagen) and treated with DNase (Roche). 

The cDNAs were prepared using AMV Reverse Transcriptase (Promega) for 1 h at 42°C with 

random hexamers as primers. Real-time qPCR experiments were performed in a 25-µL 

reaction volume containing 1 µg cDNA, 12.5 µL SYBR Green Master Mix (Roche) and 300 

nM specific primers (Table S1) using the Real-Time PCR lightcycler 1.5 (Roche). 

Experiments were repeated twice, generating similar results. The threshold cycle (CT), i.e. the 

number of cycles needed for the amplification curve to increase above background noise, was 

measured and normalized using the 16S rRNA-encoding gene as an internal standard. The 

relative change in gene expression was calculated as ∆∆CT = [(CT,him - CT,16S)t=x] – 

[(CT,him - CT,16S)t=12h], for both himA and himB (64). 

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) 

Amplicons of ~200 bp, spanning the promoter regions of csrA, flgA, flgB, rpoA and rpoS, 

were generated by PCR using the [α-32P]dCTP-labeled primer pairs PLP244-PLP245, 

PLP246-PLP247, PLP248-PLP249, PLP250-PLP251 and PLP258-PLP259, respectively 

(Table S1). All radiolabeled-PCR products were purified with the High Pure PCR product 

purification kit (Roche) and quantified by measuring the OD260nm. Binding reactions were 

performed by incubating 0.2 nM of [α-32P]dCTP-labeled DNA fragments with various 

amounts (0 to 20 nM) of purified E. coli IHF protein in a 20-µL solution containing 50 mM 

Tris-HCl pH 7.5, 70 mM KCl, 1 mM dithiothreitol, 5 % glycerol, 50 µg.mL-1 bovine serum 

albumin (New England BioLabs) and 1.5 mg.mL-1 salmon sperm DNA (Roche). After 30 min 

of incubation at room temperature, all the reaction mixtures were loaded on native 8 %-
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polyacrylamide gels (19:1) in 0.5X Tris-Borate-EDTA buffer and electrophoresed for 2 h at 

100V. The gels were then dried, exposed to Fujifilm phosphoimager imaging plates and 

visualized on an FLA8000 scanner. Binding assays were also carried out in the presence of 

unlabeled-DNA competitors to determine binding specificity. 

 

Results 

Maximal transcription of himA and himD during stationary phase 

The integration host factor IHF is a heterodimeric protein composed of two subunits, α (11 

kDa) and β (11.8 kDa), encoded respectively by the genes himA and himD, denoted lpp2764 

and lpp3026 in L. pneumophila (21). The L. pneumophila IHF protein presents 65 % identity 

and 77 % similarity with the E. coli IHF and 99 % identity and 100 % similarity with the IHF 

protein of L. pneumophila Philadelphia Lp02 strain (74). 

We measured the relative levels of both the himA and himD mRNAs over 26 hours of growth 

in BYE liquid medium by real-time qPCR experiments (Fig. 1). We observed an ~4- and 2-

fold increase in the transcription of himA and himD, respectively, upon transition into 

stationary phase. As in other bacteria, the transcription of the IHF-encoding genes is therefore 

induced when Legionella cells enter in stationary phase (79, 75, 4, 66). 

We next analyzed in vitro and in vivo phenotypes of three mutant strains, LPP52 (∆himA), 

LPP53 (∆himD) and LPP54 (∆himAD) compared to the reference Paris strain. It has to be 

emphasized that all measured phenotypes were identical for all three mutant strains, 

suggesting that IHF functions as a heterodimer in L. pneumophila. 

Effect of L. pneumophila IHF on cultivability after nutritional stress 

Growth of the three mutants LPP52, LPP53, LPP54, as well as of the reference Paris strain, 

was monitored by following the evolution of the OD600nm of four-day long cultures at 37°C. 

No differences were observed during the four-day period bewteen the different strains (Fig. 
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2A). We also measured the ability of the bacterial cells to form colonies after plating serial 

dilutions of the samples collected through time from each culture on BCYE plates, using two 

different conditions. Hence, all bacterial diluted samples were either directly plated onto 

BCYE (Fig. 2A) or after a five-day passage in the amoebal A. polyphaga cells (Fig. 2B). In 

the absence of amoebae, the number of bacterial cells able to form colonies on solid medium 

reached ~1010 CFU.mL-1 upon entry into stationary phase and no difference was detected 

between the reference and mutant strains. The fraction of cultivable cells then dramatically 

dropped to less than 5x103 CFU.mL-1 after four days of growth, i.e. after three days of 

starvation. However, this strong decrease in the ability to form colonies was much faster in 

the IHF-deficient mutants. Hence, after two days, the number of cultivable cells decreased by 

more than 105 fold in the mutants compared to only ~0.2 fold in the reference strain. 

Overexpression of either himA or himD by trans complementation in LPP54 or LPP55 strains, 

respectively, restored the phenotypes to almost the values measured for the reference strain 

(Fig. 2A). 

When the above experiments were repeated in the presence of A. polyphaga, a 103 to 104 fold 

increase of the number of CFU.mL-1 after 48 h of growth in liquid BYE medium was 

observed for all mutants compared to the absence of amoebal cells (Fig. 2B). Therefore, the 

passage in amoebal cells partially restored the ability of the starved mutant cells to grow as 

colonies. However, despite this partial recovery, the mutant cells dropped at the same level as 

the reference strain after 4 days of culture in liquid medium. The presence of A. polyphaga 

had no effect on the reference strain.  

Intracellular growth of L. pneumophila IHF-deficient mutants 

Human macrophages, including peripheral blood hMDMs and the monocytic cell line U937, 

and A. polyphaga amoebal cells were infected with the reference Paris strain and the LPP54 

(∆himAD) mutant. Intracellular bacterial growth was monitored by enumeration of the 
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CFU.mL-1 both in the culture supernatants and inside the eukaryotic host cells after 0, 12, 24 

and 48 hours of infection (Fig. 3). Whereas the reference Paris strain was able to multiply in 

all three types of host cells with an ~104-fold increase in CFU.mL-1 after 48 hours of infection, 

the intracellular replication efficiency of LPP54 was strongly host cell-dependent. Hence, the 

IHF-deficient mutant exhibited only a weak 102-fold increase in CFU.mL-1 over 48 h of 

infection in the hMDMs (Fig. 3A). A smaller intracellular multiplication defect was observed 

for LPP54 in the U937 cell line (Fig. 3B), while LPP54 was fully able to multiply inside the A. 

polyphaga amoebal cells, at the same level than the reference strain (Fig. 3C). Two types of 

control experiments were performed: first, incubation of both L. pneumophila strains in cell-

free RPMI over 48h did not allow bacterial multiplication nor did it affect viability (data not 

shown); second and as expected, the avirulent dotB mutant was unable to multiply in all hosts 

(Fig. 3). Our results showed that the nucleoid-associated protein IHF is required for 

intracellular multiplication in macrophages, especially in hMDMs, but not in amoebae. 

Contact-dependent hemolytic and cytotoxic activities of L. pneumophila IHF-deficient 

mutants 

We next determined the hemolytic activity of the five strains Paris, LPP52, LPP53, LPP54 

and the dotB mutant towards sheep red blood cells (sRBC). All three IHF mutants were as 

hemolytic as the reference strain (Fig. 4A), while lysis of sRBC was abolished in the dotB 

mutant. 

We also quantified the immediate cytotoxicity that is likely to be mediated by pore formation, 

using U937 macrophages and the same five strains. The proportion of killed macrophages, 

measured using the Alamar Blue assay, was essentially identical between all strains, except 

for the dotB mutant that was almost inefficient (Fig. 4B). Since both hemolysis and immediate 

cytotoxicity are entirely dependent upon a functional Dot/Icm secretion system (58, 70), our 

results confirmed that IHF does not affect the integrity of the type IV secretion machinery. 
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Global transcription profiles of L. pneumophila IHF-deficient mutants 

We sought to identify all genes regulated by IHF during in vitro mid-exponential growth and 

early stationary phase using DNA microarrays, by comparing the global transcription profiles 

of the ∆himAD LPP54 mutant and Paris reference strains. Although the transcription of himA 

and himD increased at the onset of stationary phase, we observed statistically altered 

transcription in LPP54 of 161 genes in exponential phase and 27 in stationary phase. When 

considering a fold change cut-off of at least 2, 33 genes were found to be regulated by IHF 

(27 down-regulated and 6 up-regulated in the mutant) during exponential phase and 23 (14 

down-regulated and 9 up-regulated in the mutant) during stationary phase (Tables 2 and 3). 

This suggested that the IHF protein was already present and active in exponential phase. 

Among the 27 genes that were down-regulated by at least two fold in LPP54 during 

exponential phase, we found rsmZ, encoding a small RNA involved in the regulatory cascade 

involving RpoS/LetA/CsrA that promotes the expression of transmissive traits (86, 82); 21 

genes localized on the 130-kb plasmid of L. pneumophila Paris (21), all of them encoding 

putative conjugative transfer proteins except plpp0016 that encodes a paralog of CsrA; and 

two genes encoding proteins homologous to transposases (Table 2). The rsmZ gene is the 

most highly altered one, being down-regulated by almost 6 fold in LPP54. Among the 6 genes 

that were up-regulated by at least two fold in LPP54 during exponential phase, we found csrA, 

encoding the global repressor of transmissive virulent genes CsrA (73); and a gene encoding a 

protein from the integrase/recombinase family (Table 2). 

Among the 14 genes that were down-regulated by at least two fold in LPP54 during stationary 

phase, we found 5 flagellar class II genes; two genes encoding ribosomal proteins; rpoS 

encoding the sigma factor RpoS which is one of the most important regulators of the 

transition into stationary phase in vitro and in the transmissive phase in vivo; and a gene, 
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encoding a protein similar to a carboxy-terminal protease CtpA (Table 3). As in exponential 

phase, the csrA gene was found to be up-regulated in LPP54 during stationary phase. 

To summarize, two general trends emerged from the global transcription profiles. First, IHF 

seems to be involved in the transcription modulation of global regulatory genes which control 

the transition from the replicative to the transmissive phases. Hence, IHF appears to activate 

rsmZ and rpoS which encode activators of virulence traits and to repress csrA which encodes 

the repressor of transmissive traits. Moreover, IHF seems to activate some flagellar genes and 

a ctpA-like gene, which is conserved in many bacterial species including Burkholderia, 

Brucella, Ralstonia, Bordetella, 1eisseria and Pseudomonas. At least in Burkholderia mallei 

and Brucella suis, a ctpA mutant strain showed attenuated virulence towards eukaryotic cells 

(15, 14). Second, IHF controls a number of genes that either may have been acquired by or 

may be involved in horizontal gene transfer events. 

To confirm the data obtained by global transcription profiling, we analyzed the transcription 

of a subset of four selected genes (csrA, rpoS, flgA and flgB), that were found to be 

differentially regulated by IHF, by real-time semi-quantitative PCR. We obtained results that 

were in perfect agreement with the microarray data (Table 4, and compare with Tables 2 and 

3). Therefore, both our transcriptomic and RT qPCR data showed that IHF is a pivotal 

regulator during the switch from the replicative to transmissive phases. 

Identification of putative IHF-binding sites in candidate promoter regions 

We carried out in silico DNA sequence analysis of the promoter regions of the five csrA, rpoS, 

flgA, flgB and rsmZ genes to identify putative IHF-binding sites, which may indicate direct 

regulation. Based on the E. coli consensus sequence WATCAANNNNTTR (40), we found 

one putative IHF-binding site in the promoter regions of csrA, rpoS and flgA, two in the flgB 

promoter region (Fig. 5A and B), and eight in the rsmZ promoter region (Fig. 5C). The IHF-

binding sites were located 75, 86 and 14 bp upstream of the translational start codon of csrA, 
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rpoS and flgA, respectively (Fig. 5A). One of the eight IHF-binding sites in the promoter 

region of rsmZ overlapped the previously characterized LetA-binding site (Fig. 5C) (86). 

The two putative IHF-binding sites in the promoter region of flgB were located at 67 and 107 

bp upstream of the ATG translational start codon (Fig. 5A). Moreover, flgB is the first 

structural gene of the flgBCDEFGHIJKL cluster of contiguous genes which constitutes the 

flagellar class II regulon involved in the synthesis of the L. pneumophila flagella. Whether 

these genes are grouped within one (or several) operon(s) has not been determined. However, 

and in support of an operon structure, our global transcription profiles revealed that all 

flgBCDEFGHIJKL genes were down-regulated in LPP54 during stationary phase (data not 

shown), although the relative expression changes were below the cut-off we used. Recently, 

two transcription initiation sites were determined for flgB (Fig. 5B), corresponding to RpoD- 

and RpoN-dependent promoters, respectively (3). The two putative IHF-binding sites that we 

identified are located on each side of the RpoN-binding region (Fig. 5B). All these data 

suggest, like for other bacteria, a complex regulation of the flgBCDEFGHIJK cluster of genes, 

involving at least three regulators: RpoN, FleQ (3), and IHF. 

Experimental binding of purified IHF to the csrA, rpoS, flgA and flgB promoter regions 

We performed DNA-binding electrophoretic mobility shift assays (EMSA) with labeled DNA 

fragments corresponding to each of the four csrA, rpoS, flgA and flgB promoter regions and to 

the rpoA promoter as a negative control not regulated by IHF. All fragments were incubated 

with increasing amounts of the IHF protein purified from E. coli, given the structurally and 

functionally high conservation between IHF proteins from enterobacteriaceae and 

legionellaceae (74). A shift in electrophoretic mobility was observed for all promoter regions, 

except rpoA, even at the lowest IHF concentration (5 nM) tested (Fig. 5D). One retarded band 

was seen for csrA, rpoS and flgA while two were apparent for flgB, consistent with our above 

in silico predictions (Fig. 5A and B). Binding specificity was checked by using a 250-fold 
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excess of competitive or non-competitive cold DNA. The first assay reduced the observed 

IHF binding, while the second assay had no detectable effect (Fig. 5D). These results strongly 

suggest that IHF directly regulates the transcription of csrA, rpoS, flgA and flgB by binding 

their promoter regions. 

Discussion 

Based on genomic searches of consensus IHF-binding sites, Morash et al. (2009) have 

recently suggested that ~200 genes may potentially be targets of IHF in L. pneumophila, 

including genes encoding regulators of the transition into stationary phase such as magA, letA, 

letE, fleQ and rpoS. Of these 200 genes, they confirmed direct regulation by IHF on one of 

them, called magA, encoding a phenotypic marker of mature intracellular forms in the L. 

pneumophila Philadelphia-1 strain (Morash et al. 2009). Here, we investigated further the 

regulatory role of IHF in the L. pneumophila life cycle by comparing the global transcription 

profiles of isogenic strains except for the presence of IHF. Our results support a model in 

which IHF would play a central role in the Legionella regulatory cascade that coordinates the 

adaptation to nutritional stress and the expression of virulence traits. In particular, IHF may be 

involved in the transition between the replicative and transmissive phases of the infection 

cycle. Moreover, we showed by using in vitro and in vivo phenotypic experiments that IHF is 

important for intracellular replication of L. pneumophila inside macrophage human cells and 

adaptation to nutritional stress. Furthermore, since all phenotypes that we measured were 

identical for mutant strains deleted for one, the other or both genes encoding each of the IHF 

subunits, we suggest that IHF may function as a heterodimer in L. pneumophila, as in other 

bacteria (67, 84). 

We showed that the L. pneumophila IHF-deficient mutant lost cultivability much faster than 

the reference strain after an extended period of nutritional starvation. Such an involvement of 

IHF in the viability of bacterial cells under long term starvation was already demonstrated in 
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E. coli (79). Moreover and in contrast to reference cells, a fraction of mutant cells recovered 

the ability to growth on plates after passage in the amoebal cells A. polyphaga. Previous 

studies described a VBNC-like physiological state in Legionella based on two main 

phenotypic criteria: the loss of the ability of cells, when exposed to various stresses including 

starvation, to grow as colonies on solid medium and the recovery of this growth ability after 

passage in amoebal cells (92, 38). Based on these studies and our results, we may suggest that 

our IHF-deficient mutant may enter into a VBNC-like state, thereby implying IHF as a 

checkpoint controller of the transition into this type of physiological state.  

Our in vivo phenotypic experiments revealed that IHF is important for virulence in L. 

pneumophila Paris and that these effects are host cell-specific, thereby confirming and 

extending what was very recently observed for L. pneumophila Lp02, a derivative of the 

Philadelphia-1 strain (74). However, unexpected differences were detected for the two 

bacterial strains. Hence, we showed here that IHF-deficient mutants were strongly impaired in 

their intracellular replication capacities in human macrophages, while they were able to 

replicate at the same level than the reference L. pneumophila Paris strain in amoebal cells of A. 

polyphaga. Therefore, IHF-deficient mutants may be defective for expression of virulence 

factors that are required for replication in human macrophages but not in amoebal cells (63, 

33). In contrast to our results, an IHF-deficient mutant of the L. pneumophila Lp02 strain was 

shown to be impaired for intracellular growth in the amoebal cells of A. castelanii but not in 

human HeLa cells (74). Altough we cannot exclude differences due to experimental 

methodologies, media composition, human and amoebal cell types used in the two studies, 

genetic or even epigenetic variations either in the regulatory network controlling virulence 

traits or in the repertoire of IHF gene targets between the two L. pneumophila Paris and 

Philadelphia strains may explain these contrasting results. Such phenotypic and genetic 

variations have already been observed among strains of L. pneumophila (87). Regulatory 
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differences have also been observed, with for example the accumulation of the rpoS transcript 

that was already detected during exponential phase in the Lp02 strain (13) but during post-

exponential phase in the Paris strain and only under in vitro, and not in vivo, conditions (17). 

Moreover, RpoS-associated phenotypes may also vary depending of the parental strain (41, 12, 

48). As a further example, L. pneumophila Lp02 is highly competent for natural 

transformation at 30°C whereas other L. pneumophila serogroup 1 strains, including the Paris 

strain, are not in these conditions (90). These examples of variability in regulatory pathways 

are common in bacteria. In E. coli, different relative concentrations of the alternative RpoS 

sigma factor have been measured in different natural isolates that generate variations in 

metabolic phenotypes (57). Therefore, L. pneumophila strains may not be different from other 

bacteria in having regulatory networks with various levels of plasticity, allowing adaptation to 

the wide diversity of environments that Legionella cells can cope with. Moreover, the global 

gene repertoire differs by more than 10 % between the two Paris and Philadelphia strains (24, 

21, 27). 

The comparative global transcription profiles of the IHF-deficient mutant allowed us to 

identify IHF-regulated genes both in exponential (replicative) and post-exponential 

(transmissive) phases. They highlighted IHF as a global transcriptional regulator, either 

directly or indirectly, of more than a hundred genes, including genes specific to the 

transmissive phase that had lower expression in the IHF-deficient mutant. More specifically, 

these experiments revealed that IHF controlled the transcription of key regulators of the 

transition between the replicative and transmissive phases. Therefore, IHF seems to constitute 

a checkpoint for the transition between the two phases of the infection cycle, by two different 

ways: first, by repressing the transcription of csrA encoding the repressor of transmissive 

traits and second, by activating the transcription of both rpoS and rsmZ that encode activators 
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of transmissive traits. Moreover, IHF induced the transcription of flgA and flgB involved in 

flagella biosynthesis. 

The rpoS gene encodes the transcription sigma factor σS which affects the transcription of 

~20 % of all predicted ORFs, mostly during post-exponential phase (48). Many virulence-

related genes have been shown to be positively regulated by σS, including genes that encode 

Dot/Icm-translocated substrates, the two small RNAs RsmY and RsmZ and the two CpxR/A 

and PmrA/B two-component systems that directly regulate the synthesis of subsets of 

Dot/Icm-translocated substrates and other traits related to virulence (36, 13, 6, 48, 82, 86). As 

we showed direct binding of IHF to the promoter region of rpoS, we assume a direct role of 

IHF in the activation of transcription initiation. To the best of our knowledge, this is the first 

time that the nucleoid-associated protein IHF has been directly involved in the transcription 

regulation of rpoS. As opposed to other bacteria, transcription regulation of rpoS has not been 

extensively investigated in L. pneumophila. Whereas both in E. coli and Pseudomonas the 

LetA/S homologues are known to induce rpoS transcription (100, 98), it seems not to be the 

case in L. pneumophila (13). In Pseudomonas, the PsrA regulator directly binds to- and 

activates the rpoS promoter during stationary phase (59, 60), but no PsrA homolog has yet 

been identified in L. pneumophila. Finally, the nutritional state-sensing alarmone ppGpp may 

be another relevant candidate to induce rpoS transcription in L. pneumophila, since an 

increase in the intracellular ppGpp content results in the stimulation of RpoS-dependent 

virulence traits (12, 13). However, the potential underlying mechanism is mostly unknown. In 

E. coli, ppGpp may affect rpoS transcription elongation or transcript stability rather than 

transcription initiation (61). Thus, IHF appears to be the sole positive regulator of rpoS 

transcription discovered so far in L. pneumophila. However, since the IHF-deficient mutant 

has no drastic effect on rpoS transcription, other regulators of rpoS transcription must exist in 

Legionella besides IHF. Surprisingly, the IHF deficiency affected the level of rpoS transcript 
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but not of all RpoS target genes. This suggests that the IHF control on rpoS transcription is 

likely not an all-or-nothing process and may be partially compensated by other regulatory 

levels. Indeed, rpoS mRNA levels do not necessarily reflect the σS protein levels since diverse 

regulatory mechanisms are known to act on either its translation or proteolysis (43, 77). 

Hence, although the rpoS transcript level is lower in the IHF-deficient mutant compared to the 

reference strain, the amount of protein could be similar in both strains in stationary phase. 

Alternatively, the effect of IHF on rpoS transcription might be translated into the protein level 

only for a short period that we missed at the time of RNA extraction for determination of the 

global transcription profiles. Further precise investigations are needed to confirm these 

hypotheses.  

Our results also revealed that IHF was a transcriptional activator of the small non-coding 

RNA RsmZ. As a further confirmation, we identified in silico eight putative IHF-binding sites 

in the rsmZ promoter region, although we did not check IHF binding experimentally. 

Moreover, regulation of small RNAs by IHF has recently been suggested in Pseudmonas 

fluorescens (50), although whether IHF induces or represses rsmZ expression in this 

bacterium was not investigated. The regulatory role of IHF on rsmZ expression in L. 

pneumophila will be addressed in our future work. 

The positive regulatory connection that we found between IHF and flgB were confirmed by 

real-time qPCR experiments and was shown to be direct as IHF was able to bind to the flgA 

and flgB promoters. Recently, Albert-Weissenberger et al. (2010) demonstrated that both the 

enhancer-binding protein FleQ and the transcription sigma factor RpoN (σ54) promote the 

expression of flagellar class II genes. Our results therefore suggest that maximal expression of 

these genes requires at least a third regulator, IHF. Previous studies reported that IHF is able 

to participate in σ54-mediated transcription (46, 88, 20, 32, 83), including on both the nifH 

promoter in Klebsiella pneumoniae and the Pu promoter in Pseudomonas putida, the latter 



 140 

one revealing a typical tripartite interaction between the specific enhancer-binding protein 

XylR, the σ54-RNAP holoenzyme and IHF. Hence, the XylR protein binds to its cognate 

upstream activating sequence (UAS) while IHF, by binding to its specific site located between 

the UAS and the σ54-dependent promoter, induces DNA looping that both facilitates the 

interaction between XylR and RNAP and leads to transcription initiation (65, 1, 20, 101). As 

in other bacteria, the L. pneumophila FleQ serves as a cognate activator of σ54-dependent 

promoters of flagellar genes (11, 56, 53, 49, 81, 3). Therefore, FleQ and IHF may operate 

similarly for the σ54-mediated transcription of flagellar genes. 

Besides the genes encoding global regulators and proteins involved in the synthesis of the 

flagellar machinery, the transcription profiles revealed that IHF activated 21 genes carried on 

the 130 kb-plasmid present in L. pneumophila Paris (21). These genes encoded tra-like 

proteins probably involved in the assembly of a conjugative transfer apparatus required for 

plasmid transfer. Therefore, the IHF-deficient strains may be impaired for the conjugative 

transfer of this plasmid and experiments will investigate this hypothesis in our future work. 

These regulatory connections may further emphasize a role of IHF in the control of genes that 

either were acquired by, or are known to be involved in horizontal gene transfer, as was 

demonstrated for other nucleoid-associated proteins in enterobacteria (76, 30). This would be 

particularly relevant in Legionella, since horizontal gene transfer played an important role in 

the evolution of these bacterial pathogens (44, 35, 55).  

Overall, we highlighted a key role for IHF in the adaptation of L. pneumophila to nutritional 

stress and in the transition between different physiological states, including the changes from 

the replicative to the transmissive phases during the infection process. To perform these 

functions, IHF interferes with the regulatory network that controls the virulence traits in L. 

pneumophila with opposing effects on both a global repressor of transmissive traits and two 

global activators of these traits. Despite remarkable progress in recent years in resolving the 
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regulatory network of virulence of L. pneumophila, the cellular or environmental signals as 

well as links between all the regulators discovered so far remain unclear. 
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Tables 

Table 1: Strains and plasmids used in this study 

Strain Descriptiona Reference 

Paris L. pneumophila 1 strain Paris (CIP 107629T) Cazalet et al., 2004 
LPP52 Paris, ∆himA::GmR This study 

LPP53 Paris, ∆himD::KanR This study 

LPP54 Paris ∆himA::GmR ∆himD::KanR This study 

LPP55 LPP52 bearing pLPPA121  This study 

LPP56 LPP53 bearing pLPPA122  This study 

Plasmid   

pKSII Cloning vector, ApR StratageneTM 

pMMB207C Expression vector, ∆mobA, Ptac, CmR Chen et al., 2004 

pLPPA121 pMMB207C, himA This study 

pLPPA122 pMMB207C, himD This study 
aAbbreviations: GmR, gentamicin resistance; KanR, kanamycin resistance; ApR, ampicillin 

resistance; CmR, chloramphenicol resistance. 

 

Table 2: Genes with altered expression in the ∆himAD mutant compared to the reference 

strain during exponential phase 

Genes Description of gene product FCa 

Down-regulated in LPP54   

rsmZ RsmZ small RNA -5.56 

lpp2884 similar to transposase (IS21 family) -4.17 

lpp2885 similar to transposase (IS21 family) -4.00 

lpp2763 similar to putative ferredoxin 2Fe-2S protein -3.70 

lpp0623 unknown -2.22 

lpp2809 unknown -2.13 

plpp0015 unknown -2.41 

plpp0016 weakly similar to carbon storage regulator CsrA -2.24 

plpp0017 similar to E. coli TraT complement resistance protein  -2.09 

plpp0018 unknown -2.63 

plpp0022 similar to fimbrial protein precursor (Pilin) -2.44 

plpp0023 weakly similar to conjugative transfer protein TraL  -2.64 

plpp0024 weakly similar to conjugative transfer protein TraE -2.42 

plpp0025 weakly similar to conjugative transfer protein TraK -2.43 

plpp0026 weakly similar to conjugative transfer protein TraB  -1.97 

plpp0027 unknown -2.18 

plpp0028 weakly similar to conjugative transfer protein TraC  -2.22 

plpp0029 weakly similar to TrbI protein  -2.02 
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plpp0030 weakly similar to conjugative transfer protein TraW  -2.16 

plpp0031 similar to conjugative transfer protein TraU -2.47 

plpp0032 weakly similar to conjugative transfer protein TrbC  -2.04 

plpp0033 similar to putative conjugative transfer protein TraN -1.83 

plpp0034 
similar to putative conjugative transfer protein TraF, putative pilus assembly 
and biogenesis protein  

-2.31 

plpp0035 weakly similar to putative conjugative transfer protein TrbB -2.11 

plpp0036 similar to conjugative transfer protein TraH, putative pilus biogenesis protein  -2.01 

plpp0037 similar to sex pilus assembly and mating pair protein TraG -2.07 

plpp0038 highly similar to conjugative transfer protein TraD -2.04 

Up-regulated in LPP54  

lpp2122 unknown 2.52 

lpp2123 similar to integrase/recombinase proteins 2.46 

lpp0257 similar to chitin-binding protein CbpD 2.06 

lpp0561 similar to carboxy-terminal protease family protein 1.96 

lpp0653 similar to ABC transporter ATP-binding protein 1.96 

lpp0845 global regulator CsrA 1.96 
aFold change. 

 

Table 3: Genes with altered expression in the ∆himAD mutant compared to the reference 

strain during stationary phase 

Genes Description of gene product FCa 

Down-regulated in LPP54   
lpp2762 50S ribosomal subunit protein L13 -6.67 
lpp2761 30S ribosomal subunit protein S9 -4.00 
lpp0954 unknown -3.70 
lpp3023 unknown -3.33 
lpp0953 similar to kynurenine 3-monooxygenase -2.94 
lpp1247 RNA polymerase sigma factor RpoS -2.56 
lpp0493 similar to cold shock-like protein CspD -2,44 
lpp0934 unknown -2.44 
lpp0561 similar to carboxy-terminal protease family protein -2.44 
lpp0970 flagellar basal body P-ring biosynthesis protein FlgA -3.03 
lpp1224 flagellar basal-body rod protein FlgB -2.50 
lpp1227 flagellar hook protein FlgE -2.50 
lpp1229 flagellar biosynthesis protein FlgG -2.70 
lpp1230 flagellar L-ring protein precursor FlgH -2.50 

Up-regulated in LPP54  

lpp0677 similar to hypothetical protein - predicted membrane protein 4.88 

lpp0845 global regulator CsrA 4.55 

lpp0788 unknown 4.00 

lpp2719 similar to dienelactone hydrolase family protein   3.35 

lpp1207 similar to cold shock proteins 2.91 

lpp0257 similar to chitin-binding protein CbpD 2.90 
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lpp2263 putative transmembrane protein 2.79 

lpp2164 similar to hemin-binding protein Hbp 2.44 

lpp2478 unknown 2.34 
aFold change. 

Table 4: Relative changes in gene transcription for four selected genes as measured by real 

time qPCR in ∆himA, ∆himD and ∆himAD mutants compared to the reference strain  

  Gene transcription (2∆∆CT)b 

Strain Growth phasea 
csrA rpoS flgA flgB 

∆himA E 1.43 0.57 1.41 0.77 

 S 7.52 0.21 0.48 0.13 

∆himD E 1.42 1.23 1.14 1.16 

 S 8.57 0.51 0.42 0.59 

∆himAD E 1.26 1.39 0.91 0.56 

  S 4.92 0.36 0.12 0.09 
aE, exponential phase; S, stationary phase. 

bThe relative change in transcription is calculated as explained in the Materials and Methods 

section. 

 

Table S1: Primers used in this study 

 Sequence 5’-3’ 

 Forward Reverse 

Primers for construction of chromosomal deletions a   

himA PLP24 ACAGACAACAAACCGCAGTGAAG PLP25 TGCTTTGCTTAGGTCGACCACGATCATTC 

himA PLP26 ATTGAAAAAATAGTCGACTAGTTTGTTGTC PLP27 GCTTGACTTCATTGCCTTTTGCAC 

himD PLP28 AATGGCCAATATTGATCACAATACTG PLP29 CAATGAGTTCGGAGTCGACCATATACTCACC 

himD PLP30 GTTCCCACTTTTGGATGTCGACTAAATTTTATTG PLP31 TGAGAACTTTCATCGAAGTTTCAATC 

himA PLP149 AAATGCGTGCGGGAATGTGG PLP150 TGCTTGCCACGTAAACGACG 

himD PLP151 TCGAGATGCAATAGAATATG PLP152 CCCCAAATATACCTAAGTG 

Primers for complementation   

himA PLP179b GAGAATTCAATCCTTTTGAGG PLP180b ACATTGTCCACCCGGTGCT 

himD PLP181 AATACGAATTCAAACGAGGT PLP182 GGAAAGTCGACAGGGACAAA 

Primers for real-time qPCR   

himA IHFA_F AACGCACTAAGCAAAGCA IHFA_R AACCCTTCTGGCTTCCAC 

himD IHFB_F ATTCGTGGCTTTGGCAGT IHFB_R ATTGACCCGCTCTCGTAA 

rpoS PLP205 TGAAGAAGAGCCAATTAAGG PLP206 CCAATTTCACCCAAGTAAAG 

rpoA PLP207 ACGCCTAAGGTTCTCAAAGT PLP208 AAATCAACCACATCTTCCTG 

flgA PLP209 GCAAGCACCAGTTTATTTTC PLP210 TCCAGTGATTGTTTTCCTCT 

flgB PLP211 GAGATCAGAGGGCATCAGT PLP212 TTCGAGCAAACTCGGTAG 

csrA PLP181 ACTCGGCGTATAGGTGAA PLP182 CGAATCATCAGATTCTT 

Primers for EMSA   

csrA PLP244 GTTTGAGTTTATTGCAG PLP245 GACTAAAATCTCCCTAAC 

flgA PLP246 CCATGCTCTTTCATTTC PLP247 GACATAAACTCCCTTAG 
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flgB PLP248 GACACAAATTGTATTTTG PLP249 GCCATATTTACTCCTGTC 

rpoA PLP250 CTAGTTGCACATAAGGC PLP251 CAGCTATCTCTCCGAGC 

rpoS PLP258 GGGTTGCCTGGGTATGGT PLP259 ATGTTTAGCTATGCCTTG 

 
aSalI sites are underlined. 
 

 

Figure legends 

Figure 1: Relative transcription levels of himA and himD during growth in liquid BYE 

medium. The solid line represents the growth curve of the L. pneumophila Paris strain during 

26 hours at 37°C. The relative transcription levels of himA (white) and himD (grey) were 

measured after 12, 16, 20 and 26 hours of growth by real-time qPCR experiments as detailed 

in Materials and Methods. The transcription fold-changes are given as histograms relative to 

the 12h-timepoint, artificially set to 1. Values and error bars represent means and standard 

deviations for duplicate experiments. 

 

Figure 2: Growth capacities of IHF-deficient mutants compared to the reference L. 

pneumophila Paris strain during in vitro cultures. A. Sensitivity to nutritional stress. The five 

L. pneumophila strains Paris (closed circles), LPP52 (closed squares), LPP53 (closed 

diamonds), LPP55 (open squares) and LPP56 (open diamonds) were grown for four days in 

liquid BYE medium at 37°C. Growth was monitored both by measuring the OD600nm (solid 

lines) and by scoring the CFU.mL-1 (hatched lines) after plating dilutions of culture samples 

on BCYE plates. For clarity, the growth of the LPP54 strain is not shown but is similar to 

LPP52 and LPP53. B. Effect of amoebal cells on the growth of Legionella. Bacterial cell 

counts after 5 days with A. polyphaga are shown with solid lines for LPP52 (squares), LPP53 

(diamonds) and LPP54 (triangles). The hatched lines represent CFU.mL-1 in the absence of 

amoebal cells and correspond to the data shown in A.  
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Figure 3: Intracellular multiplication of L. pneumophila in hMDMs (A), U937 (B) and A. 

polyphaga (C). Host cells were infected at an MOI of 10 and multiplication of L. pneumophila 

Paris (diamonds) and LPP54 (∆himAD, circles) was quantified by scoring the number of 

CFU.mL-1 by plating on BCYE plates after lysis of the host cells. An avirulent dotB Paris 

mutant strain (squares, Sexton et al., 2005) was used as negative control. Three independent 

experiments were performed, each in triplicate. Values and error bars represent means and 

standard deviations for triplicates of one representative experiment. 

 

Figure 4: Hemolytic and cytotoxic activities of IHF-deficient mutants compared to the 

reference L. pneumophila strain. A. Hemolysis of sRBC by L. pneumophila. Infections of 

sRBC were performed at an MOI of 50 for 1 hour at 37°C. Haemoglobin release by lyzed 

sRBC was assessed by spectrophotometric measurements of supernatants at 415nm. Three 

independent experiments were performed, each in triplicate. Values and error bars represent 

means and standard deviations for triplicate of one representative experiment. B. Cytotoxity 

of L. pneumophila Paris, LPP52, LPP53, LPP54 and dotB mutant strains towards U937 

human monocyte-derived macrophages. Infections of U937 were performed at an MOI of 100 

for 1 h at 37°C. Macrophage viability was assessed by quantifying the reduction of the 

Alamar Blue dye compared to non-infected cell monolayers. Two independent experiments 

were performed, each in triplicate. Values and error bars represent means and standard 

deviations for triplicate of one representative experiment.  

 

Figure 5: A. In silico and experimental investigations of the promoter regions of csrA, rpoS, 

flgA, flgB and rsmZ for the presence of IHF-binding sites. A. In silico analysis by comparison 

to the E. coli consensus binding sequence of the promoter regions of csrA, rpoS, flgA and flgB. 

The identified putative IHF-binding sites are boxed. Nucleotides identical to the consensus 
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sequence are indicated by an asterisk. The translation start codons are highlighted in bold. B. 

Promoter region of the flgB gene. The transcription initiation sites (Albert-Weissenberger et 

al., 2010) are shown with bent arrows. The sigma 70-, RpoN- and IHF-binding sites are 

indicated by the boxes. The direction of the flgB transcription is also shown together with the 

first three amino-acids of the FlgB protein. C. Promoter region of the rsmZ gene. The 

transcription initiation site is indicated by “+1” and the dashed line above the sequence 

represents the rsmZ RNA. The start and end of the two rsmZ adjacent genes, lpp1663 and 

lpp1662, are shown. The grey box shows the LetA-binding site while the other boxes indicate 

the eight IHF-binding sites, with the asterisks revealing the nucleotides that match the IHF 

consensus sequence. D. EMSA with increasing amounts (0, 5, 10 and 20 nM) of the IHF 

protein purified from E. coli, incubated with 0.2 nM of labeled DNA fragments corresponding 

to each of the promoter regions of csrA, rpoS, flgA, flgB and rpoA as a negative control. Lanes 

“+” and “–” correspond to controls of binding specificity: lanes “+” contain, in addition to 

each labeled fragment and 20 nM of IHF protein, a large excess (50 nM) of cold DNA 

fragment corresponding to each promoter region; the lane “–”contains 50 nM of cold non 

specific rpoA DNA instead of 50 nM of cold specific DNA. 
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Figure 4. 
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AGGGAATTAGCGCTTGGATGTTTCATTTTCTCATTTTTTGGATATTGGCACAATGTTTGCTTTGTTTAAATAGCA

TTTTTTTATCATTTTTATGTTTCAGTGAAGTTTGGAAACAAGTATGAATCCATATAGTGCTTTGGAAAATTGGCA

TAATGTCAAATGATGATTAAGACTTAAATAACAATAAGACAGGAGTAAAT ATG GCC AAG

M   K   K 

A

D

B

csrA

0 +

rpoS

0 +

rpoA

0 +

flgA

0 +

flgB

0 + -

Consensus sequence

WATCARNNNNTTR

csrA : TTAATAATCAGAGTGTACAATGT--/65/--TAGTCATGTTGATT
******    *  

rpoS : TTATCTACAAAAAGGTTGACATA--/76/--ATACAATGCAAGAT 
**  **    ***

flgA : TAAAAAATCAATAGACTAAGGGAGTTTATGTCGTGAAAAAG 
******     **

flgB : TTTTTTATCATTTTTATGTTTCA--/17/--GTATGAATCCATATAGTGCTTTG--/56/--TAAAATATGGCCATT
*****      ** **** *     ** 

*****      ** 

flgB

Sigma 70-binding site

RpoN-binding site**** *     ** 
IHF-binding site 1 IHF-binding site 2

CATAATCATACCCCGCTACATTTCATCGTAAATAAACTACCATATCTTATGACATAATCAAGCAGCATATTGCTC

TAAAAGATAAAATGACGTTATTTAAGCTGTAATTGATGTAAGAAATTTCTCAATTCCATAGAAGAAATTATTCTG

TTTACCTGACAATAATTCTTACACAGTTATGTAACTAATTGATTATTAATAAAATAAATATATAAGGCTATTTCT

GAGTTGAAAATAGTATTGAGTGAAAATGTGATTTAGCACCTTGCGCTTCCCCCATTCAATTGCTAAATTTTAATC

AAGACTTATATGGATATGAGTCGTGCAAATGGATTTGCAATTAGATGGATCTGATTTGTCAGGATGACAATAAGA

ACGCAAGTTCTTATACGGATGACTGCGAAAAGCCAGGGCTGAGTCCCTGGCTTACTTTTTTATGCTAC

lpp1662

*** **    **  

** ***    *** 

LetA-binding site
* ****     **  *** *     **  

**  **    *** *** **     **  

rsmZ

* * **    *** * ****    * *

+1

M

lpp1663

C
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Chapitre 4 : Utilisation des séquences d’insertion IS 

comme marqueurs moléculaires 
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Les bactéries du genre Legionella sont ubiquitaires dans les environnements hydriques 

naturels et colonisent également tous les réseaux d’eau construits par l’Homme, qui peuvent 

constituer ainsi une source importante d’infections humaines. En cas d’épidémie, il est 

nécessaire d’avoir des outils permettant une identification rapide et sûre de la souche 

responsable, afin de traiter le plus rapidement et efficacement possible la source à l’origine de 

l’épidémie. Ces dernières années, différentes méthodes de typage ont été mises au point : 

MAb, PFGE, SBT et AFLP (voir chapitre 1 section II.2). Ces méthodes ont permis de 

regrouper les bactéries du genre Legionella en espèces et sérogroupes. Cependant, ces 

méthodes ont des limites de résolution. D’une part, elles discriminent mal les isolats de la 

souche L. pneumophila Paris entre eux, cette souche étant responsable de nombreux cas de 

légionellose partout en Europe. D’autre part, la différenciation entre les isolats de 

l’environnement et les isolats cliniques de Legionella issus des patients n’est pas optimale. 

Pour ces raisons, de nouvelles méthodes plus discriminantes doivent être élaborées et 

combinées à celles existantes. 

 Les séquences d’insertion bactériennes IS sont des éléments génétiques mobiles de 

petites tailles (700 à 2500 pb), ne codant généralement aucune autre fonction que celle liée à 

leur transposition et à sa régulation (Mahillon & Chandler, 1998). Elles sont retrouvées dans 

quasiment tous les génomes bactériens séquencés et présentent une très grande diversité, 

puisque plus de 2000 types d’éléments ont été mis en évidence et regroupés dans 20 familles 

différentes. De plus, leur localisation et leur nombre de copies sont également très variables 

selon les génomes, y compris entre différents isolats d’une même espèce bactérienne. De par 

leur activité intrinsèque de transposition, mais aussi d’événements de recombinaison entre 

copies homologues, les éléments IS peuvent fortement affecter la structure et l’expression des 

génomes. Les IS peuvent donc affecter la valeur sélective d’une souche. Dans certains cas, ils 

peuvent également être impliqués dans la virulence de bactéries pathogènes, soit en modifiant 
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l’expression de gènes, soit par acquisition de gènes par transfert horizontal (Hacker et al., 

1997; Berge et al., 1998). 

Les propriétés des éléments IS ont entraîné leur utilisation comme marqueurs 

épidémiologiques chez de nombreuses bactéries pathogènes, comme S. pneumoniae, 

Staphylococcus aureus, C. burnetii, Yersinia, Mycobacterium, Salmonella et Leptospira (voir 

le manuscrit ci-dessous pour des références détaillées). Nous avons ainsi décidé d’utiliser les 

séquences d’insertion IS comme marqueurs moléculaires pour analyser leur potentiel 

discriminatoire et leur capacité à identifier la source à l’origine d’une infection au sein des 

isolats de L. pneumophila Paris. A ce jour, aucune étude n’existe quant aux analyses des 

séquences IS chez L. pneumophila. 

 Nous avons entrepris d’une part de typer des isolats de L. pneumophila suivant le 

nombre et la position des séquences IS dans leur génome et d’autre part de comparer cette 

nouvelle méthode de typage chez Legionella avec les méthodes MAb, PFGE et SBT. Pour 

cela, 86 isolats cliniques et environnementaux de L. pneumophila ont été analysés, dont 84 de 

type Paris provenant de 25 investigations cliniques indépendantes, suite à des cas de 

légionellose survenus en France entre 2001 et 2007. Ces isolats ont été obtenus grâce au CNR 

des Légionelles de Lyon. Tous ces isolats ont été typés par les méthodes MAb, PFGE, SBT et 

par notre méthode de RFLP-IS (Restriction Fragment Length Polymorphism – Insertion 

Sequence). Le principe est d’utiliser les éléments IS comme sondes moléculaires lors 

d’expériences d’hybridation avec les ADN génomiques des isolats analysés. Les profils 

d’hybridation obtenus peuvent alors être comparés entre les différents isolats analysés. 

Chez la souche de référence L. pneumophila Paris, dont le génome a été séquencé, 

nous avons pu identifier six types d’éléments IS potentiellement fonctionnels : ISLpn1, 

ISLpn8, ISLpn9, ISLpn10, ISLpn11 et ISLpn12. Des sondes moléculaires marquées ont été 

obtenues pour chacun de ces types d’éléments IS et ont été hybridées à l’ADN génomique 
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extrait de chacun des 86 isolats de Legionella et digéré par des enzymes de restriction. Les 

profils d’hybridation obtenus ont démontré qu’un des ces éléments IS, ISLpn11, disposait 

d’un très bon pouvoir discriminatoire (indice de discrimination de 82 %), bien supérieur à 

celui des méthodes MAb et SBT (indices de discrimination de 53 % et 14 %, respectivement). 

La combinaison des trois méthodes permet d’obtenir un index de discrimination très élevé de 

90 %. De plus, nous avons pu démontrer en comparant les profils d’hybridation obtenus chez 

les isolats environnementaux et cliniques que la méthode de typage RFLP-ISLpn11 permettait 

d’obtenir une meilleure fiabilité quant à l’identification de la source de l’infection. Une étude 

phylogénétique a également été entreprise à partir des différents profils IS et nous a permis de 

confirmer que les isolats de L. pneumophila de type Paris étaient issus d’une expansion 

clonale. Cette expansion, combinée à une virulence importante, explique ainsi la prévalence 

de cette souche dans les épidémies actuelles. 

Ces résultats font l’objet d’un article scientifique qui a été accepté le 18 octobre 2010 

par la revue Journal of Clinical Microbiology (JCM). 
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ABSTRACT 

The causative agent of legionellosis, Legionella pneumophila, colonizes all natural and man-

made water networks, thus constituting the source of contaminated aerosols responsible for 

air-borne human infections. Efficient control of infections, especially during epidemics, 

necessitates the fastest and most resolutive identification possible of the bacterial source for 

subsequent disinfection of reservoirs. We thus compared recognized typing approaches in 

Legionella with a method based on characterization of Insertion Sequence content. A total of 

86 clinical or environmental isolates of L. pneumophila including 84 Paris isolates, sampled 

from 25 clinical investigations in France between 2001 and 2007, were obtained from the 

Legionella National Reference Center. All strains were typed by monoclonal antibody 

subgrouping, sequence-based typing, pulsed-field gel electrophoresis and restriction fragment 

length polymorphism based on the presence or absence of Insertion Sequence (IS) elements. 

We identified six different types of IS elements in L. pneumophila Paris and used them as 

genomic markers in hybridization experiments. One IS type, ISLpn11, revealed a high 

discriminatory power. The Simpson’s index of discrimination, calculated from the distribution 

of IS elements, was higher than that obtained with the other typing methods used for L. 

pneumophila Paris. Moreover, specific ISLpn11 copies were found only in strains isolated 

from particular cities. In more than half of the cases, each clinical isolate had an ISLpn11 

profile that was recovered in at least one environmental isolate from the same geographical 

location, suggesting that our method could identify the infection source. Phylogenetic analysis 

suggests a clonal expansion for the L. pneumophila Paris strain.  
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I�TRODUCTIO� 

Legionella species are facultative intracellular Gram-negative bacteria causing legionellosis, 

which may develop into a severe pneumonia called Legionnaires' disease but also as a much 

more benign flu-like illness known as Pontiac fever. Legionella is widely distributed in the 

environment and colonizes all natural and man-made water networks such as those of 

hospitals, thermal baths, hotels…, providing an abundant and prevalent reservoir for human 

infections (16, 41, 62). In these environments, Legionella can multiply inside protozoan cells 

(51). Human infection occurs through inhalation of aerosolized water contaminated with 

Legionella cells. Although the genus Legionella comprises more than 50 species and 64 

serogroups, Legionella pneumophila serogroup 1 is the most common pathogenic species, 

accounting for more than 90% of legionellosis cases (43, 63) despite representing only 28% of 

environmental isolates (13). To offer efficient control of human infections, fast and accurate 

identification of the isolates involved and their water reservoirs are necessary. This is 

particularly important in the context of a legionellosis outbreak where rapid treatment of 

contaminated water sources will allow effective prevention of the occurrence of new 

infections. Highly resolutive typing will also further optimize current surveillance measures 

of water systems for prevention of the disease. Over the last decades and besides culture on 

selective media (54), several methods have been used for Legionella typing. Before giving an 

overview of these methods, it is important to emphasize that no clear differentiation of clinical 

versus environmental isolates is presently possible for L. pneumophila strains (2, 4). 

Classification of Legionella spp. into serogroups and monoclonal subgroups has been 

performed by monoclonal antibody (MAb) typing using an international panel of MAbs (27, 

32). Many genotyping methods have been developed, including Pulsed Field Gel 

Electrophoresis (PFGE), amplified fragment length polymorphism (AFLP), restriction 

endonuclease analysis, or arbitrarily primed PCR (21). However, these methods have 
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limitations in both resolution level and interlaboratory typing reproducibility. Therefore, a 

multilocus sequence typing approach, called sequence-based typing (SBT), either applicable 

to bacterial strains or directly to clinical samples, was developed by members of the European 

Working Group for Legionella Infections (EWGLI). This method is based on the allelic 

profiling of clinical and environmental isolates based on nucleotide sequences of protein-

coding loci (22, 23). Seven loci typing is now proposed as a standard epidemiological method 

allowing the classification of isolates into ST types (47). A further improvement using nested 

PCR-based SBT was recently applied to clinical samples (24). Recently, the availability of 

DNA arrays for Legionella permitted to use differential genomic hybridization but this did not 

allow to infer the genetic origin of the infection (4). Moreover, DNA arrays may be difficult 

to set up in laboratories. 

Several studies combined these different methodologies to infer the distribution of Legionella 

isolates, especially from L. pneumophila serogroup 1, using collections of isolates sampled all 

over the world in Japan (1), Canada (49, 58), United States (35), Korea (37) and Europe (22, 

23, 26). A consensus trend emerged with all data revealing both a high level of genetic 

diversity in Legionella and the emergence of specific groups of clones that showed high 

similarities and were responsible for both sporadic legionellosis cases and worldwide 

outbreaks (1, 4, 26, 34, 35, 37, 49, 58). In particular, isolates from ST1 (that includes the 

widely distributed Paris strain), ST47, ST222 have been detected in sporadic and outbreak 

cases. Among clinical isolates sampled in France over the 2001-2007 period, 6.4% to 11.3% 

were found to belong to the Paris strain, the proportion in 2009 being 10.8% among a total of 

213 studied isolates (data from the Legionella National Reference Center, Lyon, France). 

Expansion of these particular clones may be related to specific fitness and/or virulence traits. 

Although combinations of MAb and molecular typing methods are used in epidemiological 

investigations to compare human and environmental L. pneumophila strains, the source of 
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infection remains often difficult, or even impossible to identify, emphasizing the need for 

additional more resolutive approaches. We decided in this study to use Insertion Sequence 

(IS) mobile genetic elements as genomic markers for typing L. pneumophila serogroup 1 Paris 

strains and to investigate both their discriminatory power and ability to identify the 

environmental source of legionellosis outbreaks. Such highly discriminant genetic tool may 

also be applied to the identification of clinically-relevant bacterial subtypes and the 

investigation of genetic determinants of bacterial fitness and virulence. 

Insertion sequence (IS) elements are small DNA sequences (500 to 2,500 bp) that generally 

encode no function other than those involved in their mobility (39). They are widely 

distributed in virtually all bacterial genomes and show a huge diversity in element types and 

copy numbers. They are often considered as selfish parasitic DNA elements but their activity 

may also confer to the cells that harbor them increased fitness in certain circumstances (9, 44). 

They contribute significantly to spontaneous mutagenesis in bacteria and can have profound 

effects on gene expression through their transposing activity (see 39 for a review). Moreover, 

DNA rearrangements can also occur through recombination between IS copies. For all these 

reasons, IS elements have been extensively used in molecular epidemiological studies and in 

some cases, these genotyping tools have been standardized by the international community. 

Moreover, IS elements have even been reported to play a role in virulence (31). Genotyping 

has been performed using specific IS elements for pneumonic pathogens other than 

Legionella, for example Streptococcus pneumoniae (38, 50, 56), Staphylococcus aureus (30, 

64), S. epidermidis (12), and Coxiella burnetii (60). More generally, Restriction Fragment 

Length Polymorphism using IS elements (RFLP-IS) has been performed for typing natural 

isolates in numerous bacterial human pathogens including Yersinia (59), Mycobacterium (61), 

Salmonella (20) and Leptospira (65). Their discrimination power was also used in 
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experimental evolution experiments to differentiate clones derived from the same common 

ancestral strain and to measure genetic diversity (44). 

In the work reported here, we identified the IS elements in the genome sequence of the L. 

pneumophila Paris strain (5) and subsequently used them as genomic markers in RFLP-IS 

experiments to characterize 86 clinical or environmental isolates of L. pneumophila including 

84 Paris isolates, in combination with MAb, PFGE and SBT typing methods. We found that a 

single IS element, ISLpn11, had by itself a significantly higher discrimination power than 

other methods. Moreover, in more than half of the cases, a genetic link could be detected 

between clinical and environmental isolates sampled at identical geographical locations 

during independent epidemiological investigations. Phylogenetic analyses using the obtained 

RFLP-IS profiles revealed, as previously suggested, a clonal expansion of the Paris strain. 

However, Between-Group Analysis revealed some correlation between geographical locations 

and specific IS copies. 

 

MATERIALS A�D METHODS 

Bacterial strains and growth conditions. The bacterial strains used in this study were 

provided by the Legionella National Reference Center (Lyon, France) and are listed in Tables 

1 and 2. All bacterial strains were plated on N-(2-acetamido)-2-aminoethanesulfonic acid 

(ACES)-buffered charcoal yeast extract (BCYE) agar plates and incubated at 37°C for 2 or 3 

days for PFGE and MAb subtyping or genomic DNA extraction, respectively. 

 

Genomic D�A extraction. Between 109 and 1010 bacterial cells of each strain were scraped 

from Petri dishes and resuspended in 500 µL of lysis solution (50 mM Tris-HCl, 20 mM 

EDTA, 100 mM glucose and 4 mg/mL lysozyme). After incubation on ice for 10 min, 100 µL 

of 10 % SDS (w/vol) were added and the mixture further incubated at 37°C for 10 min. 
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Proteins and cell debris were removed by adding 800 µL of acetate-phenol (50/50 vol/vol) 

followed by vortexing during 10 min at room temperature and centrifugation at 10,000 x g for 

10 min at 4°C. The supernatant was collected and genomic DNA precipitated by the addition 

of 1/10 volume of 3 M sodium acetate pH 5.2 and 3 volumes of cold absolute ethanol. The 

DNA pellet was then washed with cold 70 % ethanol (vol/vol) to remove salts, dried and 

resuspended in 200 µL of sterile water. 

 

Southern blot hybridization. Genomic DNA was digested by BamHI and PvuII, since the IS 

elements studied all lacked these restriction sites, and the resulting fragments were separated 

by electrophoresis in 0.8 % agarose gels in 1X TAE buffer. The DNA fragments were then 

transferred onto a nylon membrane (Schleicher and Schuell Bioscience, Dassel, Germany). 

Hybridizations were performed at high stringency (68°C) using internal fragments of the IS 

elements as probes. These internal sequences all lacked BamHI and PvuII restriction sites, so 

that each hybridizing fragment represented a unique copy of the relevant IS element. The IS 

internal fragments were generated by PCR using primer pairs listed in Table 3 and cold-

labelled using the DIG system (Roche, Meylan, France). Filters for Southern blot 

hybridizations were probed with each IS element successively, and each hybridized probe was 

stripped prior to reprobing. An example of Southern hybridization is given in Fig. S1 in the 

supplemental material. Each of the 86 strains was scored for the presence (1) or absence (0) of 

each fragment carrying a particular IS element, representing a genotype-specific IS fingerprint. 

This scoring yielded a matrix of 86 clones and 35 fragments over the six IS elements that was 

used in subsequent analyses. (For the most discriminating element, ISLpn11 (see Results 

section), a total of 15 IS-containing fragments was detected). The RFLP-IS scoring data are 

given in Table S1 in the supplemental material for the 76 L. pneumophila Paris isolates (Table 

2). 
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PFGE subtyping. L. pneumophila cells were resuspended in TE buffer (10 mM Tris-HCl, 

1 mM EDTA pH 8) and mixed with an equal volume of 1% SeaKem gold agarose (Tebu, Le 

Perray En Yvelines, France) for casting plugs. Plugs were then treated with Proteinase K 

(50 µg/mL) in TE buffer for 24 h at 55°C. DNA was then digested with 20 units of SfiI 

restriction enzyme (Roche, Meylan, France) for 16 h at 50°C. Fragments of DNA were 

separated by electrophoresis in 0.8% agarose gels and run in 0.5X Tris-borate-EDTA buffer 

(pH 8.3) in a contour-clamped homogeneous field apparatus (CHEF DRII system; Bio-Rad, 

Ivry-sur-Seine, France) with a constant voltage of 150 V. Runs were carried out with constant 

pulse times (25 s) for 11 h at 10°C followed by increasing pulse times (35 to 60 s) for 11 h at 

10°C. PFGE patterns were analyzed using the GelComparII software (Applied Maths, 

Kortrijk, Belgium). 

 

Monoclonal antibody (MAb) subgrouping. These experiments were based on the 

international MAb subgrouping scheme (27). The L. pneumophila cells were resuspended in 

saline buffer and analyzed by indirect immunofluorescence using the Dresden panel 

monoclonal antibodies. The bacterial suspensions (10 µL) were allowed to dry at room 

temperature on each well of Teflon-coated microscope slides. After one hour incubation of 

the slides on a heater plate, monoclonal antibodies were added and incubated in a humid 

chamber for 45 min at 37°C. The slides were then washed for 5 min in 10 mM phosphate-

buffered saline (PBS) pH 7.2 and air dried. Fluorescein-labelled goat anti-mouse 

immunoglobulin was then added and incubated in a humid chamber for 30 minutes at 37°C. 

After a PBS wash, slides were mounted and examined with an epifluorescence microscope 

(Axioskop, Zeiss). 
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Sequence-based typing (SBT). All isolates were processed for SBT using the EWGLI 

standard scheme. Seven genes were PCR-amplified, namely asd, flaA, mip, mompS, pilE, 

proA and neuA (22, 47), using the same oligonucleotide primers and conditions described 

previously (22, 47, http://www.ewgli.org). They yielded 245- to 648-bp PCR products that 

were then sequenced (GATC Biotech, Konstanz, Germany). The resulting sequences for each 

gene locus were trimmed and compared to previously assigned allele numbers in the online 

database (http://www.ewgli.org). Based on a predetermined order (flaA, pilE, asd, mip mompS, 

proA, neuA), the combination of seven alleles at each of the loci was defined as a seven-digit 

allelic profile (e.g., 1-4-3-1-1-1-1 and each combination type was attributed an allelic profile 

number or ST (e.g., ST1) using the EWGLI sequence quality tool (http://www.hpa-

bioinformatics.org.uk/legionella/legionella_sbt/php/sbt_homepage.php). No new variant was 

found in this study. The SBT methodology applied to Legionella is distinct from the more 

typical Multi-Locus Sequence Typing (MLST) scheme since it includes genes under 

diversifying pressure whereas MLST is based exclusively on house-keeping genes. 

 

Simpson’s diversity index. Discriminating power was assessed by computing the diversity 

index of Simpson (29) according to: where S is the number of 

different profiles, 1 is the total number of sampled profiles and n is the number of isolates 

with the same profile. 

 

Phylogenetic analyses. Identical profiles were eliminated from the IS-derived matrix 

comprising 86 strains and 15 IS fragments (containing the discriminating ISLpn11 element) 

and resolved as 17 Operational Taxonomic Units (OTUs). The matrix was then formatted for 

treatment using the Phylip software (19). 
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A parsimony approach was used with the Wagner method (15, 33), where both 0 to 1 and 1 to 

0 changes are allowed with the assumption that 0 is the ancestral state. It is also assumed that 

different characters evolve and that different lineages evolve independently. The different 

trees yielded by the approach were condensed using consensus, the consensus tree program 

written by Margush and McMorris (40). Another parsimony approach using the Dollo method 

(17) is possible. However, it assumes that the direction of mutation is known, with 0 to 1 

being much more probable than the reverse, while the Wagner method does not assume such a 

preferential mutational direction. Moreover, the Wagner method is more largely used in the 

literature (3, 53, 55) for comparable data sets. We thus also applied the Dollo method which 

may further confirm the robustness of branches in the phylogenetic trees. 

The IS elements were treated as 1,000-nucleotide loci using RestDist, written initially for 

restriction site analysis (42). A distance matrix (substitutions/site) was generated and treated 

by Neighbor-Joining according to Saitou and Nei (52). A bootstrap analysis was then 

performed according to Felsenstein (18). 

 

Between-Group Analysis. Analyses of the differences between cities in the distribution of IS 

elements in Legionella strains were performed by Between-Group Analysis or BGA (11, 14) 

which is a multivariate analysis technique derived from principal component analysis (PCA, 

46). The aim of PCA is to summarize a data table by searching orthogonal axes on which the 

projection of items (rows of the table) has the highest possible variance. This characteristic 

ensures that the associated graphs, or principal component maps, will best represent the initial 

dataset. Principal components (PCs) have the property of having the highest possible 

correlation with the original variables (columns of the table). 

From a theoretical point of view, BGA is the particular case of PCA with respect to 

instrumental variables (PCAIV, 36, 46), in which the instrumental variable table is reduced to 
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only one dummy variable. This variable defines groups of rows in the data table, and BGA is 

simply the PCA of the table of group means (here, the groups correspond to the cities where 

Legionella strains were collected). The group means table has a number of rows equal to the 

number of groups, and the same columns as the original table. The objective of BGA is to 

separate the groups, and it can be considered as a robust alternative to discriminate analysis. A 

Monte-Carlo (permutation) test was used to check the significance of the differences between 

groups. Computations and graphical displays were carried out with the R software (45), using 

both ade4 (6) and ade4TkGUI (57) packages. This software is available at 

http://www.pbil.univ-lyon1.fr/ade4/. 

 

RESULTS 

IS families in L. pneumophila Paris. We analyzed the available genome sequence of L. 

pneumophila Paris (5) for the presence of different IS element families, based on four IS 

features: presence of terminal Inverted Repeats (IRs), presence of small duplications directly 

outside the IRs representing the target sites of the IS elements, presence of one or two ORF, 

and/or homology of the translated products with known transposases (39). Identities with 

known IS families is expected to yield information about the type of IS detected. We 

identified six different types of potentially functional IS elements in L. pneumophila Paris, 

which are all present in several copies in the genome (Table 4). The 6 IS elements belonged to 

5 different IS families. Comparison with the genomes of three other L. pneumophila strains, 

Lens (5), Philadelphia (7) and Corby (25), revealed a differential distribution of these IS 

elements, reflecting the high plasticity of the Legionella genome. Two IS elements, ISLpn1 

and ISLpn10, were specifically found only in the Paris strain, whereas ISLpn9 and ISLpn12 

were present in only one of the other L. pneumophila strains, Philadelphia and Corby, 

respectively. Two IS elements were detected in two of the other strains: ISLpn8 in 
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Philadelphia and Lens and ISLpn11 in Philadelphia and Corby. The copy number of the 

different IS elements was also found to be variable across the four genomes (Table 4). 

 

Validation of RFLP-IS as a typing method of L. pneumophila isolates. As a first step to 

evaluate RFLP-IS typing, we used 8 isolates of L. pneumophila including two classified as 

serogroup 1, PFGE Paris, ST1 and MAb subgroup Olda and six as Philadelphia (Table 1). 

Using the six different IS elements that were identified in L. pneumophila Paris as probes, we 

obtained five different hybridization profiles and this discrimination threshold was obtained 

with a unique IS element, ISLpn11, the other probes adding no further discriminating power. 

The RFLP-IS therefore yielded a very high Simpson's diversity index D value of 79 %, 

compared to SBT or PFGE that could not discriminate these isolates and to MAb with a 

Simpson's index value of only 43 %. These experiments also revealed ISLpn11 as a strongly 

discriminating molecular tool that alone was better than the combination of the three other 

typing methods. 

To assess whether the RFLP-IS method could be extended to non-Paris L. pneumophila 

isolates, two isolates were investigated including one from serogroup 1 but with a unique 

PFGE profile, ST79 and MAb Olda, and one from serogroup 8. As expected for a 

discriminating tool, two distinct and unique RFLP-IS profiles were obtained (Table 1). 

As a second step, we therefore extended these studies to a set of specifically selected L. 

pneumophila Paris isolates presenting the same PFGE typing profile. We performed RFLP-IS 

typing and the data were treated in three ways: i) phylogenetic reconstruction analysis, ii) 

Between-Group Analyses to measure differences between cities in the distribution of IS 

copies in Legionella strains, iii) comparative estimation of the discriminating power of RFLP-

IS versus SBT and MAb typing methods as well as its ability to relate clinical isolates to the 

environmental source clone. 
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Phylogenetic analyses. We performed RFLP-IS typing on a set of 76 L. pneumophila Paris 

isolates sampled during 25 epidemiological investigations that occurred between 2001 and 

2007, including 30 isolates from patients and 46 from putative contaminating roots (Table 2). 

Again, ISLpn11 was the only IS element discriminating the isolates, all the other IS elements 

giving identical profiles for all isolates. The RFLP-ISLpn11 scoring for this set of 76 isolates 

is given in Table S1 in the supplemental material, together with an example of Southern 

hybridization in Fig. S1. Combining the data obtained for this set of 76 isolates (Table S1) 

with the above set of 10 clinical isolates (Table 1), a total of 15 different copies of ISLpn11 

was found with a mean copy number of 6.87 +/- 0.81. We found 17 different hybridization 

profiles. Ten isolates were found to have unique profiles, while the most represented one was 

found 32 times (Fig. 1, Tables 1 and S1). This particular profile will be called Ref7 in the 

following sections; it belongs to the reference L. pneumophila Paris strain initially isolated 

from a clinical case (5). One IS copy was present in all isolates tested, while three IS copies 

were present in a single isolate.  

The Wagner tree (Fig. 1), including all 86 isolates, was found to group reliably OTUs #76, 

#55, #114 and #32, as well as OTUs #132, #86 and #29 at consensus levels of 0.84 and 1.00, 

respectively. Several OTUs with a single representative (#91, #52, #61, #33 and #35) were 

grouped at a consensus level of 0.51. The Neighbor-Joining tree was found to group OTUs 

#132, #86 and #29 as for the Wagner parsimony (data not shown). Although the Wagner 

method is most likely to better reflect our data set (see Materials and Methods), we also 

applied the Dollo parsimony method to see if some branches could also be recovered with a 

less suitable method, thus reinforcing the robustness of these relationships. It was indeed the 

case for OTUs #91 and #52, OTUs #132, #86 and #29 and for others, if we tolerate one 

missing OTU: OTUs #91, #52, #61, #33 and #35; and OTUs #78, #32, #98, #76, and #55. 
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The matrix distance allowed us to compute the average distance of each OTU to the others 

(Fig. 2). The OTU with the smallest distance was the reference strain with the profile Ref7, 

with 0.08 substitution per site while the longest was #78 with 0.25. An inverse relationship 

between distance and number of isolates per OTU was thus found suggesting the emergence 

of better adapted isolates linked to IS transposition-induced mutation rate. 

  

Between-Group Analysis. Next, we analyzed our data according to the city of origin of the 

different isolates. All 86 isolates originated from 26 different cities (Tables 1 and 2). BGA 

was performed to investigate whether the IS distribution was affected by the city of origin of 

the different L. pneumophila isolates (Fig. 3). The raw data table comprised 86 rows 

corresponding to the 86 Legionella isolates analyzed here and 15 columns corresponding to 

the 15 ISLpn11 copies labelled V1 to V15. Values in the table correspond to the presence (1) 

or absence (0) of each IS copy in each isolate. Since the IS copy number varies among 

isolates, these values were first transformed to row percentages and the BGA then computed 

to yield the mean values for the 26 cities. The Monte-Carlo test of the BGA shows that the 

difference between cities was statistically highly significant (p ≈ 0.001). The BGA was 

displayed under the form of a biplot with both IS copies and cities on the same graph where 

long arrows correspond to IS copies that discriminated cities, while shorter arrows correspond 

to common IS copies (Fig. 3). Each of four specific IS copies, V6, V7, V9 and V11, were 

characteristic of each of four groups of cities. The Legionella isolates coming from cities that 

are located in the same direction as one of these IS copies tended to possess this particular IS 

copy. It must be noted that the directions, symbolized by arrows, are important in both ways: 

for example, the position of Brest city on the graph is due to both the presence of the IS copy 

V9 and the absence of the IS copy V6, but not to the presence of the IS copy V11 in the 

isolates collected in Brest. 
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Discriminatory power of RFLP-IS and identification of the source of infection. We used 

here the data of RFLP-IS obtained with the 76 L. pneumophila Paris isolates (Table 2) to 

check whether the environmental isolates sampled during epidemiological investigations 

might be related to the pathogenic isolates sampled from the patients. For comparative 

purposes, each isolate was also tested by SBT and MAb typing. All data are given in the 

supplemental material in Table S1. First, we confirmed that the discriminatory power (D) of 

the RFLP-IS was far better (80 %) compared to each of the SBT and MAb methods (14 and 

53 %, respectively). Moreover, when two typing techniques were simultaneously used, the 

best combinations always included the RFLP-IS typing with D increasing to 82 and 88 % 

when RFLP-IS was combined to SBT and MAb, respectively, while only 58 % was obtained 

with both SBT and MAb (Table 5). Combining all three typing methods did not significantly 

improve D, which increased to 90%. 

Second, we compared the different typing methods by investigating the same set of isolates 

for the level of relationship between environmental and clinical isolates sampled at the same 

geographical locations during the different epidemiological investigations (Table 5). At some 

extreme, the strong discriminating power of RFLP-IS may lead to the absence of detection of 

the isolate that may constitute the source of the infection in the environmental settings. 

However, while more than two thirds of the cases allowed the recovery of the profile of the 

isolates sampled from a patient in environmental isolates, this was also true in about half of 

the cases when either RFLP-IS and MAb or all three typing methods were combined. 

Therefore, RPLP-ISLpn11 increased the confidence of detecting the source of infection by 

refining the molecular identification and differentiation ability between closely related 

isolates. 
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DISCUSSIO� 

Based on the available genome sequence of L. pneumophila Paris, which is one of the major 

pathogenic strains of these bacterial species, we identified the potentially functional IS 

elements. We used them as hybridization probes in RFLP experiments to evaluate their value 

as epidemiological tools, compared to other typing methods. 

Discriminating genotyping methods are of high importance to precisely evaluate the genetic 

diversity in L. pneumophila, and more generally in pathogenic bacteria, since it has important 

consequences for a precise understanding of epidemiology and persistence in the environment. 

Here, we used two sets of strains including 10 independent clinical isolates and 76 L. 

pneumophila Paris isolates with both environmental and clinical isolates sampled during 25 

epidemiological investigations that occurred between 2001 and 2007. For this particular set of 

isolates, we showed that RFLP-IS had the highest discriminatory power compared to MAb, 

PFGE and SBT methods, which was described as a very efficient tool to generate 

epidemiological and highly discriminatory data in the closely related L. pneumophila 

serogroup 1 strains (47). This was even better when both RFLP-IS and MAb were combined. 

A very high level of genetic diversity was detected even for the closely related Paris isolates, 

confirming the genetic plasticity of Legionella (5). However, one major profile, Ref7, was 

repeatedly observed and our phylogenetic analyses provided further support for a clonal 

population structure for L. pneumophila (10), with a dominant epidemic clone that showed 

diversification profiles. 

In almost all cases, a common profile was detected by SBT between environmental and 

clinical isolates sampled from each geographical location (Table 5). Using the more 

discriminatory RFLP-IS tool, related profiles were observed in about three quarters of the 

cases. Combining RFLP-IS and MAb still allowed the detection of related profiles in more 

than half of the cases. It has to be emphasized that we used a small number of environmental 
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and clinical isolates sampled from the same geographical locations. Yet, even under these 

conditions, we detected related profiles for more than half of the cases and increasing the 

number of analyzed samples should allow an even better coverage. Therefore, the RFLP-IS 

tool not only allowed a high discrimination but also improved confidence for detection of the 

source of infection as compared to SBT and MAb typing approaches, which should result in a 

better control of legionellosis infections. This is a huge advantage of the technique in the 

context of epidemic situations. Comparison of clinical and environmental isolates using 

RFLP-IS tool may offer for the first time the opportunity to rapidly and accurately identify the 

water-borne source of infection and to prevent extension of outbreaks by effective 

decontamination of the bacterial reservoir. By defining subgroups of L. pneumophila Paris 

isolates with potentially longer persistence in the environment and/or higher infectious traits 

for humans, the RFLP-IS tool may also reinforce current surveillance procedures of man-

made water-distribution systems recommended for legionellosis prevention purposes. It 

should however be noted that we used a relatively small number of isolates that mostly belong 

to the Paris ST1 group. Since the RFLP-IS method generated convincing results with this set 

of isolates, its broader use as epidemiological tool can now be tested with other related 

isolates, including for example the Philadelphia 1 group. 

The high discriminatory power that we detected was associated to the diversity generated by a 

single IS element, ISLpn11, suggesting that this mobile element is actively moving in the 

Paris isolates, thereby largely contributing to their polymorphism and genomic plasticity. 

Bacterial IS elements are known to transpose at a high frequency depending on both 

environmental conditions and host factors (39). Moreover, identical copies of IS elements 

may serve as substrates for homologous recombination which may lead to chromosomal 

rearrangements like inversions, deletions or duplications. Therefore, all the changes that we 

detected in the RFLP profiles using ISLpn11 may be related to either transposition events or 
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rearrangements associated with recombination between homologous copies of ISLpn11. The 

ISLpn11 element therefore constitutes a very efficient genomic marker for epidemiological 

purposes in L. pneumophila. In some extreme cases, we could even detect ISLpn11 copies that 

were specific to some cities. It would be of interest to understand the molecular biology and 

physiology linked to the transposition of this element. In particular, one could investigate 

whether its transposition is dependent upon differential environmental conditions including 

the contact with eukaryotic host cells and second to quantify the fitness of the strains and its 

link with particular genes up- or down-regulated following IS transposition. To the best of our 

knowledge, nothing is currently known about the stability of ISLpn11 in L. pneumophila and 

about its specificity of integration. We detected no obvious preferences either on target sites 

or on chromosomal localization for the distribution of ISLpn11 in the sequenced genomes 

(Table 4), suggesting that it may transpose into various sites. 

RFLP-IS revealed to be a very reliable, simple and easy to reproduce genotyping method 

since data were obtained for all analyzed isolates. Moreover, the possibility to express the 

data as matrices with binary codes allows easy standardization and transfer of results. The 

availability of a wide range of epidemiological tools is of primary importance to investigate 

the extent and nature of genetic diversity of bacterial pathogens. This is particularly important 

for addressing epidemiological questions, identifying the source of infection episodes and 

understanding the evolutionary processes driving their distribution and phenotypic properties.  
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TABLES 

TABLE 1. Strains of L. pneumophila isolated from non related cases with their PFGE, SBT, 

MAb and RFLP-IS profiles 

City Isolate number PFGEa SBTb MAbc RFLP-ISd 

Paris Clamart HL 0213 2010 Paris ST1 Olda 000001011001101 

Paris HL 0051 4008 Paris ST1 Olda 000011110001101 

Annecy HL 0228 2021 Paris ST1 Philadelphia 000011011001101 

Compiegne HL 0215 1004 Paris ST1 Philadelphia 000011011001101 

Meaux HL 0230 4016 Paris ST1 Philadelphia 000011011011101 

Paris HL 0036 4001 Paris ST1 Philadelphia 000011011001101 

Paris HL 0337 3012 Paris ST1 Philadelphia 000010011001101 

Paris HL 0102 3035 Paris ST1 Philadelphia 000011011001101 

Paris HL 0501 3042 unique ST79 Olda 001001010001001 
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Poitiers HL 0323 1005 unique NA NA 000001011001111 

aPFGE, pulsed field gel electrophoresis. The PFGE profile is given for each isolate, with the 

Paris profile being similar to the one of the reference strain CIP107629 (5), while unique 

profiles differ by at least one fragment from the ones present in the library of the Legionella 

National Reference Center. 

 

bSBT, sequence-based typing. The ST number is given for each isolate, ST1 and ST79 

corresponding to the 1-4-3-1-1-1-1 and 1-4-3-4-1-1-15 allelic codes, respectively. NA, not 

applicable since the L. pneumophila HL 0323 1005 isolate belongs to the serogroup 8. Its ST 

number has not been assigned as the neuA gene could not be sequenced which is typical for 

isolates of L. pneumophila serogroup other than 1. 

 

cMAb, monoclonal antibody typing. Isolates from group “Olda” react with MAb8/4 but not 

with MAb3/1 and MAb26/1 while isolates from group “Philadelphia” react with MAb8/4 and 

with MAb3/1 but not with MAb3 (27). NA, not applicable since MAb subtyping is specific to 

L. pneumophila serogroup 1 and the L. pneumophila HL 0323 1005 isolate belongs to the 

serogroup 8. Although MAb subtyping may not be reliable since the expression of the 

lipopolysaccharide types that react with the monoclonal antibodies is prone to phase variation 

and may also depend on the growth stage (28), it was shown recently that the MAb3/1 epitope 

is expressed during all growth phases (48). Moreover, MAb typing is widely used according 

to strictly standardized protocols to take these potential questions into consideration. 

 

dRFLP-IS, restriction fragment length polymorphism using IS elements as probes. Here, only 

the RFLP-IS hybridization scoring for the most discriminating ISLpn11 is given with 0 and 1 
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corresponding to the absence and presence, respectively, of each of the 15 hybridizing IS-

containing fragments. 

 

 

TABLE 2. Isolates of L. pneumophila Paris, as determined by PFGE typing, sampled from 

patients and from putative corresponding contaminating sources of 25 epidemiological 

investigations 

Epidemiological 

investigation 

Year of 

isolation 
Isolate 

Origin 
Citya 

1 2001 HL 0128 1038  clinical  Paris 15ème 

  2001 I n°1 environmental Paris 15ème 

  2001 I n°2 environmental  Paris 15ème 

  HL 0128 4004 environmental Paris 15ème 

2 2002 HL 0230 4014 clinical Meaux 

  HL 0230 4015 clinical Meaux 

  HL 0230 4016 clinical Meaux 

  HL 0230 4019 environmental Meaux 

  HL 0230 4021 environmental Meaux 

3 2002 HL 0233 3024 clinical Evry 

  HL 0234 2010 environmental Evry 

  HL 0234 2011 environmental Evry 

4 2003 HL 0311 1002 clinical Nice 

  HL 0311 1005 environmental Nice 

  HL 0311 1006 environmental Nice 

5 2003 HL 0312 2043 clinical Clermont Ferrand 
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  HL 0312 2044 environmental St Etienne 

6 2003 HL 0315 5019 clinical Nice 

  HL 0317 3023 clinical  Nice 

  HL 0317 3011 environmental Nice 

  HL 0317 3008  environmental  Nice 

7 2003 HL 0332 1022 clinical Rouen 

  HL 0333 2001 environmental Rouen 

  HL 0333 2002 environmental Rouen 

8 2004 HL 0416 3014 clinical Brest 

  HL 0416 3015 environmental Brest 

  HL 0416 3016 environmental Brest 

9 2004 HL 0425 3033 clinical Eaubonne 

  HL 0427 4016 clinical Eaubonne 

  HL 0427 4017 environmental Eaubonne 

  HL 0427 4018 environmental Eaubonne 

10 2004 HL 0428 3017 clinical Strasbourg 

  HL 0430 4020 environmental Strasbourg 

11 2004 HL 0430 4040 clinical Nice 

  HL 0430 4043 environmental Nice 

  HL 0430 4044 environmental Nice 

12 2005 HL 0504 5030 clinical Marseille 

  HL 0504 5031 environmental Marseille 

13 2005 HL 0525 4042 clinical Nice 

  HL 0526 3026 environmental Nice 

14 2005 HL 0530 1024 clinical Nantes 
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  HL 0531 4007 environmental Poitiers 

  HL 0531 4008 environmental Poitiers 

  HL 0650 5002 environmental Poitiers 

15 2005 HL 0533 5004  clinical Amiens 

  HL 0532 3007 environmental Tours 

  HL 0532 3008 environmental  Tours 

16 2005 HL 0534 5006 clinical Beauvais 

  HL 0534 5007 environmental Beauvais 

  HL 0534 5008 environmental Beauvais 

17 2005 HL 0534 3013 clinical Grenoble 

  HL 0540 1036 environmental Grenoble 

18 2006 HL 0631 2017 clinical Argenteuil 

  HL 0631 5002 environmental Eaubonne 

  HL 0631 5003 environmental Eaubonne 

19 2006 HL 0641 5016 clinical Montpellier 

  HL 0644 4026 environmental Fréjus 

  HL 0644 1005 environmental Fréjus 

20 2006 HL 0644 2011 clinical Nice 

  HL 0644 2012 clinical Nice 

  HL 0644 5004 environmental Nice 

21 2007 HL 0701 3011 clinical Rueil Malmaison 

  HL 0701 3003 environmental Rueil Malmaison 

  HL 0701 3004 environmental Rueil Malmaison 

22 2006 HL 0651 3023 clinical Annecy 

  HL 0703 5017 environmental Annecy 
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  HL 0703 5018 environmental Annecy 

23 2007 HL 0712 5004 clinical Aulnay 

  HL 0714 2027 environmental Aulnay 

24 2007 LG 0713 5006 clinical Paris 15ème 

  LG 0713 5007 environmental Paris 15ème 

  LG 0713 5008 environmental Paris 15ème 

  LG 0725 3019 environmental Paris 15ème 

  LG 0725 3022 environmental Paris 15ème 

25 2007 LG 0725 4014 clinical Argenteuil 

  LG 0725 5011 environmental Eaubonne 

aFor clinical isolates, the city where the patients were hospitalized is given. 

 

TABLE 3. Primers used to generate the IS-derived probes 

Primer Sequence IS 

PLP71 5’-GAATTCGTTGAAGTAGCTCACTGATTCATTG-3’ 

PLP72 5’-TAAAATTGCTAATCTTCACAACAGTTTTTC-3’ 

ISLpn9 

PLP73 5’-ATTAATTGAAAAGAAGGCAGTTTTATAGTGG-3’ 

PLP74 5’-GCGCATCCAAATGAGCGCTCCGGCCAAATG-3’ 
ISLpn10 

PLP75 5’-GAGCAGTTACTTTTTTAAAGTGTACATTAAC-3’ 

PLP76 5’-ACTCAGCTCAAAGCGCCACATTCAATAAATG-3’ 
ISLpn1 

PLP77 5’-ATGCCCAAGAAAGATTGTATCCTAAATTTAC-3’ 

PLP78 5’-TCAAGAACACAAAACTTTAACCCTTAACCTAT-3’ 
ISLpn11 

PLP81 5’-TAGTTGTATTCCTGATTAGAGTTCTCCAAG-3’ 

PLP82 5’-CCCCATATTTAGTGGCATCCTAAATTAGAG-3’ 
ISLpn8 

PLP85 5’-TTTGCCGACTGAAAATTGATCCCCCTACTATAG-3’ ISLpn12 



 200 

PLP86 5’-AAAAAAATTAATCAGTTATATTATTTTGCTC-3’ 

 

TABLE 4. Characteristics of potentially functional IS elements detected in L. pneumophila 

Paris 

 

For each IS element, the following features are given: family and sub-group belonging, name 

of the genes encoding ORF1 and ORF2, last two nucleotides, length of IRs, length of the 

direct repeats (DR) generated upon insertion of the IS, total length, and copy number in the 

genome of the four strains Paris, Lens (5), Philadelphia (7) and Corby (25). 

aIn some cases, truncated copies of some IS elements are present and their number are 

indicated in parentheses. 

bWhile one of the six ISLpn11 copies in L. pneumophila Paris presented no duplication of the 

target site, the five others led to 8-bp duplications of the insertion target, with no obvious 

similarity between them (data not shown). Moreover, the insertion sites are widely distributed 

on the Paris chromosome, even if two insertions occurred close to tRNA-encoding genes, 

Copy number Name Family Sub-

group 

Gene 

ORF1 

Gene 

ORF2 

End IR 

(bp) 

DR 

(bp) 

Length 

(bp) Paris Philadelphia Lens Corby 

ISLpn1 IS4 IS10 lpp0125 No CT 16 0  1,355 2 0 0 0 

ISLpn8 IS3 IS407 lpp0199 lpp0200 TG 32 0 1,199 2 2 1 0 

ISLpn9 IS4 IS10 lpp0038 lpp0039 CT 60 9  1,628 7(+2)a 1 0 0 

ISLpn10 IS5 IS427 lpp0083 No GG 22 2 896 2 0 0 0 

ISLpn11
b ISL3  lpp2037 No GG 20 8 1,326 6 0(+1)a 0 1 

ISLpn12 IS21  lpp1563 lpp1564 TG 41 7 1,996 2 0 0 1 
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tRNALys and tRNAMet, respectively. In the Philadelphia strain, the unique ISLpn11 copy is 

also localized close to the tRNAMet-encoding gene. 

 

TABLE 5. Differentiation of 76 L. pneumophila Paris isolates sampled from patients and 

potential contaminating roots by SBT, MAb and RFLP-IS 

1 methoda 2 methods 3 methods 

 
SBT MAb 

RFLP-

IS 
SBT+MAb 

RFLP-

IS+SBT 

RFLP-

IS+MAb 

RFLP-

IS+SBT+MAb 

Different profiles 4 6 14 8 17 23 25 

Unique profiles 1 0 7 1 8 10 11 

Related cases (%) 24(96%) 17(68%) 18(72%)  17(68%) 18(72%) 14(56%) 14(56%) 

Simpson’s index D 14% 53% 80% 58% 82% 88% 90% 

aFor each typing method and each combination of methods, the number of different and 

unique profiles is given together with the number of related cases which correspond to 

epidemiological investigations with one or more environmental isolates presenting the same 

profile as the corresponding isolate sampled from patients. The Simpson’s index (D) is 

calculated for each method or combination of methods. 
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FIGURE LEGE�DS 

 

FIG. 1. Wagner parsimony phylogenetic tree. By using RFLP-IS, 17 different OTUs were 

found and the number of isolates showing the corresponding profile is indicated in 

parentheses. Ref7 is the OTU of the reference L. pneumophila strain Paris as well as the most 

represented profile. Boxes indicate consensus levels above 50 %. 
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. 

 

FIG. 2. Relationship between distance and the number of isolates within each OTU. For each 

of the 17 OTUs, the average distance is calculated to each other and is expressed as 

substitutions/site. Diamonds represent data points and the curve is a locally weighted 

regression (Loess model, 8) of the number of isolates against the average distance between 

OTU. 
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FIG. 3. Between-Group Analysis of the presence of IS elements in 86 Legionella isolates 

sampled from 26 cities. The 86 isolates from Tables 1 and 2 were included in the analysis. 

Difference between cities is highly statistically significant (p ≈ 0.001). The scale is given in 

the upper right corner of the graph by the value d, which is the size of the background grid. 
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I. Implication des protéines IHF et Dps dans la virulence 

Les bactéries du genre Legionella présentent une forte plasticité de leur génome ce qui 

leur permet probablement de s’adapter aux nombreuses conditions de l’environnement 

qu’elles rencontrent. Les résultats que nous avons obtenus avec les mutants des gènes codant 

les protéines de type histone Dps et IHF révèlent leur implication dans l’adaptation de ces 

bactéries à la fois in vitro suite à différents stress et in vivo dans les macrophages humains. 

Les protéines Dps et IHF sont impliquées dans différents processus : la virulence et d’une part 

la sensibilité au stress oxydatif pour Dps et d’autre part la résistance aux carences 

nutritionnelles et l’entrée dans l’état VBNC pour IHF. Ces deux protéines pourraient ainsi 

intervenir à différentes étapes du cycle de réplication intracellulaire. 

Concernant la protéine Dps, nos résultats suggèrent qu’elle pourrait être impliquée à 

deux étapes différentes du cycle infectieux. De par son implication dans la diminution de la 

sensibilité au stress oxydatif, elle pourrait d’une part permettre une meilleure survie dans la 

vacuole phagocytaire. Cependant, Dps n’est impliquée dans la réplication intracellulaire qu’à 

l’intérieur des macrophages humains et ne semble pas avoir d’effet dans les cellules 

amibiennes. La différence de multiplication du mutant dps dans les amibes et les macrophages 

pourrait alors être liée à une différence de concentration de radicaux oxydatifs dans les 

vacuoles. Pour confirmer cette hypothèse, il serait intéressant de mesurer le taux de radicaux 

contenus dans ces vacuoles au cours de la multiplication. D’autre part, au vu des différences 

observées pour le mutant dps entre les expériences de réplication intracellulaire, de 

cytotoxicité et d’hémolyse, la protéine Dps pourrait également être impliquée dans la lyse 

cellulaire à la fin du cycle infectieux, un défaut de lyse conduisant à une diminution du 

nombre de bactéries relarguées (Figure 22). La protéine Dps serait alors impliquée soit dans la 

formation de pores dans les cellules hôtes soit dans la régulation de gènes impliqués dans 
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cette activité. La comparaison des profils globaux de transcription entre souches de référence 

et mutante devrait apporter des informations à ce sujet. 

 

Figure 22 : Intervention potentielle des protéines Dps et IHF au cours du cycle intracellulaire 

de L. pneumophila dans les macrophages humains. En bleu sont indiquées les étapes 

importantes dans le cycle infectieux de L. pneumophila. En rouge sont indiquées les 

protéines connues pour interférer dans ces étapes du cycle cellulaire. En noir sont 

indiqués les effets potentiels des protéines de type histone Dps et IHF. A. Implication 

potentielle de Dps dans la tolérance au stress oxydatif. B. Implication de Dps dans la 

lyse cellulaire. C. Implication d’IHF dans le contrôle de l’expression des facteurs de 

virulence. Selon Cazalet et al. (2005). 

 

 Nos résultats concernant la protéine IHF suggèrent qu’elle serait impliquée dans la 

cascade de régulation contrôlant l’expression des facteurs de virulence. En effet, la 

comparaison des profils globaux de transcription du mutant des gènes codant IHF et de la 

souche de référence de L. pneumophila suggère que IHF influence l’expression de gènes 

codant des régulateurs globaux connus pour réguler la virulence chez L. pneumophila : RpoS, 
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CsrA et le petit ARN rsmZ (Figure 23). La protéine IHF permettrait la régulation du passage 

de la phase réplicative à la phase transmissive et ce, de deux façons complémentaires (Figure 

22). D’une part, IHF réprimerait la transcription du gène csrA codant CsrA, le répresseur des 

gènes impliqués dans la phase transmissive et qui est nécessaire à la phase réplicative. D’autre 

part, IHF activerait la transcription des gènes rpoS et rsmZ codant tous deux des régulateurs 

nécessaires à la phase transmissive. La protéine IHF est donc un régulateur impliqué dans le 

changement de phase chez Legionella. De plus, la protéine IHF participe à la régulation de 

l’expression de gènes impliqués dans la synthèse du flagelle, même si l’effet n’est pas absolu, 

puisque les observations microscopiques montrent la présence de flagelles chez le mutant 

dépourvu de la protéine IHF.  

 Enfin, IHF serait impliquée dans la survie et la cultivabilité suite à des carences 

nutritionnelles prolongées. De plus, la présence d’amibes permet de restaurer partiellement la 

cultivabilité, ce qui n’est pas le cas de la souche sauvage. Ces résultats suggèreraient ainsi 

qu’un mutant IHF pourrait être altéré dans le passage à un état de type VBNC et que la 

protéine IHF pourrait ainsi constituer un point de contrôle du moment d’entrée dans l’état 

VBNC, lorsque les conditions environnementales sont altérées. La protéine IHF serait ainsi, 

également in vitro, un point de contrôle assurant la transition entre deux états physiologiques. 

Le mécanisme par lequel IHF contrôlerait cette transition n’a pas été mis en évidence pour le 

moment. 

 Les effets des PTH que nous avons observés d’une part sur les phénotypes de 

sensibilité in vitro et de virulence in vivo et d’autre part sur l’expression globale des gènes 

pourraient également être réalisés via leur impact sur la superhélicité de l’ADN. Selon cette 

hypothèse, des modifications de la superhélicité de l’ADN pourraient ainsi jouer un rôle dans 

la virulence de L. pneumophila, comme cela a été décrit chez d’autres pathogènes (McEvoy et 
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al., 2007; Siguier et al., 2006). Il serait ainsi intéressant d’étudier l’impact de changements de 

superhélicité de l’ADN sur les phénotypes de virulence chez L. pneumophila. 

 

Figure 23 : Modèle de régulation de la virulence chez L. pneumophila. Les traits en rouge 

terminés par une barre indiquent une régulation négative, les flèches en bleu une 

régulation positive. 

 

II. Réseau de régulation des protéines de type histone 

Au cours de cette thèse, seul l’effet de deux protéines de type histone, Dps et IHF, sur 

la virulence de L. pneumophila a été étudié. Chez L. pneumophila, il existe deux autres 

protéines de type histone, Fis et HU, avec une spécificité originale en ce qui concerne Fis. En 

effet, les bactéries du genre Legionella sont les seules connues à ce jour pour présenter trois 

gènes codant des protéines homologues de Fis. L’étude de ces trois protéines Fis est en cours 

au sein de notre équipe par le Dr. Elisabeth Kay. Nos résultats préliminaires révèlent 

l’implication de Fis dans certains phénotypes de virulence. La protéine HU quant à elle 
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semble être requise pour la survie de cette bactérie, au vu de résultats publiés (Morash et al., 

2009). 

Les PTH ont un rôle important de façon générale dans l’adaptation des bactéries à leur 

environnement et plus spécifiquement dans la virulence des bactéries pathogènes. Ici, nous 

avons démontré l’implication des PTH majeures dans la virulence chez L. pneumophila. Tous 

ces résultats nous ont conduit à émettre l’hypothèse qu’un réseau de régulation, centré autour 

des PTH, pourrait exister et être impliqué dans le contrôle des phénotypes de virulence. La 

dynamique de ce réseau permettrait alors l’adaptation de L. pneumophila aux fluctuations de 

l’environnement et serait ainsi impliquée dans le contrôle de la virulence et en particulier de la 

transition entre phases réplicative et transmissive. Pour valider ou infirmer cette hypothèse, un 

modèle de réseau de régulation des protéines de type histone est en cours d’élaboration, en 

collaboration avec le professeur Hans Geiselmann. Le but est de rechercher des connexions 

régulatrices entre les PTH, ainsi que d’autres acteurs intervenant dans le contrôle de la 

topologie de l’ADN, puis d’intégrer ces données au sein d’un modèle mathématique. Ce 

modèle prédictif pourra servir à terme à associer un état du réseau à un phénotype, comme la 

virulence. Il devrait permettre par ailleurs d’orienter l’expérimentation en prédisant l’effet de 

la perte d’un des composants du modèle par exemple. Il serait aisé de tester le modèle en 

obtenant un mutant pour l’un des gènes et de mesurer l’expression des autres dans ce mutant. 

Au cours de ma thèse, j’ai commencé à obtenir les données nécessaires à 

l’établissement d’un tel modèle, à savoir la recherche de connexions transcriptionnelles entre 

gènes de PTH notamment. Pour ce faire, j’ai mesuré la transcription de dix gènes à différents 

temps au cours de la croissance de L. pneumophila en milieu liquide in vitro par PCR semi-

quantitative. Les dix gènes en question sont gyrA et topA, codant une sous-unité de la gyrase 

et la TopoI respectivement, ihfA et ihfB codant les deux sous-unités de IHF, le gène hubB 

codant HU, dps, rpoS et les trois gènes codant chacune des trois protéines Fis. Les profils de 
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transcription de ces gènes ont été réalisés à partir des ARN extraits au cours de la croissance 

de cinq souches différentes : la souche de référence L. pneumophila Paris et les quatre 

mutants dps, ihfA, ihfB et ihfAB. Les résultats obtenus, comme attendu selon notre hypothèse, 

montrent une régulation croisée des gènes codant les PTH entre eux. Cependant, aucun réseau 

intuitif simple ne peut être déduit de ces interactions et cela nécessite ainsi l’établissement 

d’un modèle plus élaboré qui est actuellement en cours de réalisation. 

  

III. Les séquences d’insertion comme marqueurs moléculaires 

Le suivi épidémiologique, et notamment la capacité de discrimination entre les isolats, 

sont extrêmement importants, car ils permettent de déterminer la source de la contamination. 

De plus, une détection rapide du foyer infectieux permet de traiter la source et d’éviter de 

nouvelles contaminations. Cependant à l’heure actuelle, aucun outil épidémiologique ne 

permet de distinguer entre eux les isolats de la souche L. pneumophila Paris. Or cette souche 

est retrouvée partout en Europe, où elle est impliquée dans plus de 10 % des cas de 

légionellose (Aurell et al., 2003). Une partie des travaux de cette thèse a consisté à trouver un 

nouveau marqueur moléculaire pour la discrimination des isolats L. pneumophila de type 

Paris entre eux. L’utilisation des séquences d’insertion IS et notamment l’une d’entre elles, 

ISLpn11, a permis d’obtenir un tel outil. Son utilisation devrait permettre de conforter la 

détermination d’un foyer d’infection. En effet, le pouvoir discriminant d’ISLpn11 est bien 

plus important que les techniques utilisées aujourd’hui et son utilisation permet également 

d’accroître le seuil de confiance pour la détection de la source de l’infection. La distinction 

moléculaire entre isolats proches génétiquement est donc accrue. Ces résultats suggèrent ainsi 

une activité importante de l’ISLpn11, ce qui pourrait contribuer à la plasticité et à la 

variabilité des bactéries du genre Legionella. Cette IS pourrait ainsi être impliquée dans les 

capacités d’adaptation de ces bactéries à leur environnement. 



 212 

Alors que les IS ont été utilisées comme marqueurs génomiques chez de nombreuses 

bactéries, il s’agit de la première étude de ce type chez Legionella. Ceci est sans doute lié au 

fait qu’à l’heure actuelle, aucune donnée concernant les IS des bactéries du genre Legionella 

n’a été publiée. Deux types d’études peuvent être envisagées : une globale afin d’analyser la 

transposition des IS en fonction des conditions de l’environnement et une, plus spécifique, 

pour analyser la transposition d’ISLpn11. En effet, il serait pertinent, au vu de nos résultats, 

d’étudier la transposition d’ISLpn11 en fonction des conditions de l’environnement. Pour le 

premier type d’étude, une stratégie de piège à transposons pourrait être développée. 

Brièvement, un plasmide réplicatif chez les bactéries du genre Legionella, portant un gène de 

résistance à un antibiotique sous le contrôle d’un répresseur codé par un gène porté par ce 

même plasmide, est introduit chez Legionella. Puis, une sélection des bactéries sur milieu 

contenant l’antibiotique est réalisée. Les bactéries résistantes sont celles présentant une 

mutation dans le gène répresseur. Les plasmides mutants sont alors analysés quant à la nature 

des mutations, certaines d’entre elles pouvant correspondre à des insertions d’IS. 

Plusieurs caractéristiques sont en faveur de la fonctionnalité d’ISLpn11. D’une part, la 

variabilité des profils d’hybridation des isolats de L. pneumophila Paris obtenus avec ISLpn11 

suggère une activité élevée. D’autre part, les profils globaux de transcription réalisés pour la 

souche de référence L. pneumophila Paris et les souches mutantes déficientes pour IHF 

révèlent la présence d’un transcrit correspondant à cette IS. Afin d’analyser l’effet de l’état 

physiologique des bactéries sur l’activité de transposition d’ISLpn11, deux types 

d’expériences sont envisageables : (i) la transcription du gène de la transposase d’ISLpn11 

peut être étudiée dans différentes conditions de cultures, in vitro et in vivo lors de l’infection 

d’un hôte eucaryote, (ii) un gène rapporteur codant la protéine fluorescente verte GFP peut 

être cloné entre les séquences inversées répétées d’ISLpn11 et les variations d’expression 

peuvent alors être mesurées par fluorescence. 
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De façon générale, les résultats obtenus au cours de cette thèse nous ont permis de 

démontrer l’impact des réseaux de régulation de l’expression des gènes, et en particulier des 

PTH, sur les phénotypes de sensibilité à des stress in vitro et de virulence in vivo chez L. 

pneumophila. L’adaptation de cette bactérie à ses environnements très divers dépend ainsi de 

la plasticité fonctionnelle de son génome. 

Nous avons également démontré que la plasticité structurale du génome de L. 

pneumophila pouvait constituer un très bon outil épidémiologique pour identifier la source de 

l’infection au cours d’une épidémie et pour discriminer entre eux des isolats de la souche la 

plus communément retrouvée lors d’épidémies de légionellose en Europe. 
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Résumé : 

 
Le genre Legionella regroupe des bactéries pouvant causer chez l’homme une pneumonie 
fatale dans 10% des cas, la légionellose. Elles sont capables de coloniser tous les réseaux 
d’eau. Le génome de ces bactéries révèle une forte plasticité génomique, aux niveaux 
fonctionnel et structural.  
La première partie de cette thèse analyse l’impact des protéines de type histone sur la 
régulation de la virulence chez L. pneumophila. Ces protéines structurent le chromosome 
bactérien et influencent l’expression génique. Des mutants des gènes codant les protéines Dps 
et IHF ont été obtenus chez L. pneumophila et analysés pour leur sensibilité aux stress et leurs 
propriétés de virulence. Ces deux protéines sont impliquées dans la régulation de la virulence 
chez Legionella. De plus, Dps permet de diminuer la sensibilité au stress oxydatif et IHF 
régulerait l’entrée dans l’état VBNC (viable but non-culturable), un état physiologique dans 
lequel les bactéries sont viables mais ne sont plus cultivables. 
La seconde partie vise à utiliser la plasticité structurale, notamment celle induite par les 
éléments génétiques mobiles IS, comme outil épidémiologique. A l’heure actuelle, les 
méthodes d’identification ne permettent pas de discriminer les isolats de même espèce. Afin 
d’éviter de nouvelles contaminations, il est impératif d’identifier rapidement et avec précision 
l’installation contaminée, à partir des prélèvements de patients comme élément comparatif. 
L’utilisation d’une méthode RFLP-IS a permis de mettre en évidence une IS particulière, 
ISLpn11, possédant un taux de discrimination de 80% au sein de la souche L. pneumophila 

Paris, qui est responsable de plus de 10 % des épidémies en Europe. 
 
 
Abstract: 
 
The genus Legionella includes bacteria that can cause a severe human pneumonia, called 
legionellosis, that is lethal in 10% of the cases. They are able to colonize all water systems. 
Their genomes reveal a high plasticity, at both functional and structural levels. 
The first part of this thesis analyses the impact of histone-like proteins on the regulation of 
virulence in L. pneumophila. These proteins are involved both in the structuration of the 
bacterial chromosome and in global regulation of gene expression. Mutants for the genes 
encoding the Dps and IHF proteins were constructed in L. pneumophila and analyzed for both 
their sensitivity to different stress conditions and virulence properties. Both IHF and Dps are 
involved in the regulation of virulence in Legionella. Moreover, Dps reduces sensitivity to 
oxidative stress and IHF may regulate the entry into the VBNC state (viable non-culturable), a 
particular physiological state in which bacterial cells are viable but can not grow anymore. 
The second part aims at using the genomic structural plasticity, especially the one induced by 
IS mobile genetic elements, as epidemiological tool. Currently, identification methods are 
unable to discriminate isolates from the same species. To prevent new infections, it is 
however crucial to quickly and accurately identify the contaminated settings, using clinical 
samples from patients as comparative elements. The development of an RFLP-IS method 
revealed an IS element, ISLpn11, as a highly resolutive tool with a discrimination rate of 80% 
in the strain L. pneumophila Paris, which is responsible for >10 % of the European outbreaks. 
 


