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Le genre Legionella désigne un ensemble de bacilles à Gram négatif, ubiquitaires 

dans l'environnement aquatique et émergeant en tant que problème de santé publique dans 

les pays industrialisés. Le germe, dispersé sous forme d'aérosols par le biais des bains à 

remous, fontaines, douches ou climatiseurs devient un pathogène pulmonaire pour 

l'homme. Il provoque une pneumonie aiguë, la légionellose. Une espèce se distingue 

particulièrement en pathologie humaine : Legionella pneumophila, pourtant non 

prépondérante dans l'environnement, est responsable de 99% des cas de légionelloses. Son 

sérogroupe 1 recouvre 96% de ces cas (35). Pour autant, toutes les souches L. pneumophila 

de sérogroupe 1 ne possèdent pas la même virulence (102; 104; 94; 2; 35). Certaines sont 

épidémiques, d'autres endémiques ou même sporadiques. 

Cette variabilité phénotypique au sein des L. pneumophila 1 nous amène à chercher 

des marqueurs génétiques de la virulence. Cela représente un intérêt, tant sur le plan de la 

connaissance des mécanismes de virulence chez Legionella, que sur celui des applications 

prophylactiques dans le cadre de l'évaluation des risques liés à la contamination d'un 

réseau d'eau par L. pneumophila 1. Plusieurs études ont tenté de corréler un 

polymorphisme génétique à la virulence des souches, sans succès (20; 4). Nous proposons 

ici l'étude des gènes relA, spoT et rpoS en tant que marqueur de pathogénicité. Ces trois 

gènes sont des régulateurs globaux, impliqués dans la réponse bactérienne aux stress 

environnementaux. Chez L. pneumophila, ils agissent sur l'alternance phénotypique, 

nécessaire au cycle bactérien et sont inducteurs de virulence (60). 

Dans cette étude, nous évaluerons la variabilité des gènes relA, rpoS et spoT chez L. 

pneumophila 1 Lens, Paris et Philadelphia. Nous testerons le pouvoir discriminant de la 

distribution allélique de relA vis-à-vis de la virulence au sein d'une sélection de 17 

souches. Les critères étudiés seront basés sur l'observation épidémiologique : source, 

clinique ou environnementale, et profil épidémiologique des souches. Parallèlement, nous 

réaliserons un travail préliminaire de culture des légionelles en cellules THP-1 de façon à 

caractériser la virulence intrinsèque de chaque souche. 



7 

Synthèse bibliographique 
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1. Le genre Legionella 

Legionella est un genre bactérien récemment décrit dont la taxonomie est encore 

évolutive. Ce microorganisme a la particularité d'être intracellulaire facultatif. Il se 

développe selon un mode parasitaire au sein d'une cellule hôte: l'amibe. Cette co-

évolution écologique serait à l'origine d'une certaine plasticité génomique et du caractère 

pathogène de Legionella pour toute cellule phagocytaire dont les macrophages humains. 

1.1. Historique 

Les premières souches de légionelles ont été mises en évidence entre 1943 et 1968 

et considérées comme des rickettsies. Ces bactéries n'ont fait l'objet d'aucune étude 

approfondie jusqu'en 1976, date à laquelle 182 personnes logeant dans un hôtel de 

Philadelphie (Pennsylvanie, Etats-Unis) présentèrent des infections respiratoires 

provoquant 34 décès. La plupart des sujets atteints participaient à la 56ème convention de 

la légion américaine si bien que la pneumopathie fut nommée "la maladie des légionnaires" 

(47). L'enquête attribua l'épidémie à une contamination des systèmes de climatisation de 

l'hôtel. L'apparition des réseaux de distribution d'eau chaude, de la climatisation, des 

bains à remous en faveur d'un certain confort dans les pays industrialisés, a généré des 

niches écologiques favorables à la multiplication et la propagation des légionelles. Ce 

germe émerge actuellement en tant que problème de santé publique dans ces pays. 

1.2. Taxonomie 

C'est en 1979 que furent créés par Brenner et al. la famille des Legionellaceae, le 

genre Legionella et l'espèce Legionella pneumophila. La légionelle isolée à Philadelphie 

constitue la souche type de cette dernière espèce. Elle est enregistrée dans la collection de 

souches américaine sous la référence ATCC (American Type Culture Collection) 33152. 

La famille des Legionellaceae appartient à la subdivision gamma de la classe des 
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Proteobacteria (49). Phylogénétiquement, l'espèce la plus proche de Legionella 

pneumophila est Coxiella burnetii (figure 1). 

Proteobacteria 

Francise/la tularensis 

----------- Coxie/la bumetii 

Legione/la pneumophila 

Escherichia coli 

Pseudomonas aeruglnoso 

Rlckettsta rickettsii 

'---------------- Ehrlichia cheffeensis 

Bartonel/a hense/ae 

Bruce/la melitensis 
Aftpiafe/ts 

groups 

gamma 

alpha 

Campylobacter jejuni 1 delta 

Figure 1 . Arbre phylogénétique des Gamma Protobacteria, construit par la méthode 

de Neigbor-Joining d'après le séquençage de I' ARN 16S (88). 

Cette nouvelle famille a immédiatement suscité de nombreux travaux et, dès 1980, 

quatre nouvelles espèces ont été décrites. Actuellement, elle comprend un genre unique et 

rassemble 49 espèces différentes dont une, Legionella pneumophila, est divisée en 3 sous-

espèces : L. pneumophila subspecies pneumophila, L. pneumophila subspecies fraseri et L. 

pneumophila subspecies pascullei (16; 101). On définit également 71 sérogroupes (42; 

101). Le nombre d'espèces et de sérogroupes est en constante augmentation (33; 11; 83; 

101). 

Plusieurs souches de légionelles ne sont pas cultivables sur gélose. Qualifiées de LLAPs 

(Legionella-Like Amoebal Pathogens), elles pourraient toutefois correspondre à de 

nouvelles espèces au sein du genre Legionella (13). Ainsi en mai 2001, Adeleke et al. ont 

caractérisé les espèces Legionella drozanskii, Legionella fallonii et Legionella 

rowbothamii (l). 
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Les techniques d'hybridation ADN - ADN ont mis en évidence un faible niveau 

d'homologie entre certaines espèces du genre Legionella. Suite à cette observation, deux 

nouveaux genres ont été proposés et reconnus par l' International Committee on 

Systematic Bacteriology: Fluoribacter et Tatlockia (54) Toutefois, cette distinction n'est 

pas justifiée par le phénotype. Elle est même contredite par le séquençage de l 'ARN 16S 

qui suggère l'existence d'un genre unique (10) . Par conséquent, ces nouveaux genres 

restent peu employés. 

1.3. Caractères bactériologiques 

Les légionelles sont des bacilles à Gram négatif faiblement colorés par la safranine 

et mesurant de 0,3 à 0,9 µm de diamètre sur 1,5 à 5 µm de longueur. Elles sont mobiles 

grâce à la présence d'un ou de plusieurs flagelles polaires, subpolaires ou latéraux (figure 

2). Cette mobilité est toutefois difficile à mettre en évidence et son expression est fonction 

des facteurs environnementaux. 

Figure 2 . Legionella pneumophila. 

\ 
\ 
\ 

Grâce à la microscopie électronique, on visualise ici un flagelle polaire, responsable de la mobilité de la 

bactérie. 

Sur un plan biochimique, ces bactéries se caractérisent par un métabolisme non 

fermentatif, une catalase positive (parfois faiblement), l'absence de nitrate réductase et 

d'uréase. 

Leur culture est obtenue sur milieu enrichi en L-cystéine et en fer sous une 

atmosphère aérobie stricte. Le milieu de choix est la gélose BCYE (Buffered Charcoal 

Y east Ex tract) contenant de la cystéine, de l'extrait de levure, qui constitue un apport 

nutritif riche, du fer et de l' a-cétoglutarate, tout deux favorables à la croissance 
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bactérienne, un tampon ACES (Acide N-(2-acétamido)2-amino-éthane sulfonique) qui 

maintient le pH dans la fourchette 6,85 - 6,95 adaptée à la culture de Legionella et du 

charbon, capteur des toxines accumulées dans la gélose au cours de son autoclavage ou de 

sa conservation. La croissance bactérienne est lente avec un temps de doublement de 3,9 

heures. Elle peut être optimisée par l'ajout de 2,5 à 5% de C02 dans l'atmosphère 

d'incubation. La température idéale pour la culture est comprise entre 35 et 37°C. Les 

colonies obtenues se caractérisent par une couleur grise, une texture muqueuse et un aspect 

en verre brisé typique. 

Il est possible de cultiver Legionella en présence d'amibes. L'espèce 

Acanthamoeba castellanii est très utilisée (29; 28). La pathogénicité d'une souche sera 

étudiée préférentiellement sur des cellules d'origine humaine, monocytaires (THP-1, 

U937) ou épithéliales (A549, HeLa), ou encore in vivo sur modèle animal (17; 53; 77; 2). 

1.4. Caractères génomiques 

Les génomes de trois souches de Legionella pneumophila sont entièrement 

séquencés : deux souches françaises, les souches Paris et Lens, et la souche de référence, 

Philadelphia (24; 26). Chacune porte le nom de la ville dans laquelle elle a été mise en 

évidence. Elles appartiennent toutes les trois au sérogroupe 1. 

Le génome de L. pneumophila correspond à un chromosome circulaire d'environ 3,7 

Mégabases. Son ADN se compose de 38% de bases G-C. Chacune des trois souches 

séquencées possède un ou plusieurs plasmides. L'analyse des séquences prédit la présence 

d'environ 3 000 gènes. 

Quatre-vingts pour cent d'entre eux codent pour des protéines possédant des homologues 

chez d'autres organismes (orthologues). Soixante pour cent de ces orthologues ont des 

fonctions connues. On peut donc prédire ces mêmes fonctions chez L. pneumophila. 

On observe que 62 gènes codent pour des protéines proches de celles des eucaryotes, 

notamment au niveau des motifs d'interaction protéique. C'est le maximum observé chez 

les bactéries déjà séquencées. Cette similarité reflète la co-évolution des légionelles avec 

des cellules eucaryotes, en particulier avec des protozoaires aquatiques. La présence de 

telles protéines suggère que Legionella est capable d'interagir avec son hôte et de moduler 

les fonctions de la cellule hôte pour les détourner à son avantage (24). 
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Chaque souche possède 9 à 13% de protéines spécifiques. C'est un pourcentage important 

pour des légionelles appartenant à la même espèce. Les plasmides possèdent également 

une certaine spécificité de souches et pourraient intervenir dans la virulence et la plasticité 

de cette espèce (12). 

1.5. Ecologie 

1.5 .1. Bac té rie intracellulaire d'amibes 

Les légionelles sont des bactéries adaptées à des conditions particulières de 

croissance. Leur environnement idéal est celui intracellulaire de l'amibe (65). Aucune 

multiplication extracellulaire de Legionella n'a pu être observée sur des modèles 

dépourvus de cellules phagocytaires (95). Sa culture en milieu axénique n'a été rendue 

possible que par la confection d'un milieu de culture artificiel, enrichi en L-cystéine. 

Les cellules hôtes de ces bacilles, les amibes, sont des protozoaires rhizopodes. 

Les protozoaires sont des organismes unicellulaires appartenant au règne des protistes. Ce 

règne encore mal défini et très disparate, correspond aux premières cellules eucaryotes. Il 

regroupe les ancêtres des végétaux, des mycètes et des animaux. Les protozoaires se 

rapprochent plutôt de ces derniers, de part leur mode de nutrition : ce sont des prédateurs 

de bactéries. 

Les amibes appartiennent au phylum des rhizopodes, caractérisé par le déplacement de la 

cellule grâce à l'émission de pseudopodes. La forme mobile, végétative, peut se 

transformer en forme de résistance immobile, le kyste, lorsque les conditions 

environnementales deviennent défavorables. Les amibes colonisent divers écosystèmes 

composés de sols humides ou d'eau douce. 

Legionella pneumophila infecte et se multiplie dans les rhizopodes du genre 

Acanthamoeba, Echinamoeba, Hartmanella, Naeglaeria, Vahlkampfia (40). Les 

protozoaires ciliés tels que Tetrahymena y sont également réceptifs (43). Cette faible 

spécificité d'hôte caractérise cette espèce et ne se retrouve pas chez les autres légionelles. 

Cette adaptabilité supérieure peut expliquer la prédominance de Legionella pneumophila 

en pathologie humaine. 
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Le bacille parasite évolue dans le même écosystème que sa cellule hôte. On le 

retrouve dans les sols humides et les eaux douces de surface (lacs, étangs, rivières), de 

manière ubiquitaire ( 46). L. pneumophila se multiplie à une température comprise entre 25 

et 42°C avec un optimum à 35°C (71). Les protozoaires jouent un rôle de véhicule et 

assurent la propagation des légionelles vers de nouveaux milieux aquatiques. Ainsi, elles 

sont présentes dans les environnements hydriques artificiels tels que les bains, douches, 

réseaux d'eau potable et tours aéra-réfrigérantes. 

Lorsque les conditions environnementales sont délétères, les légionelles intracellulaires 

bénéficient de la résistance du kyste amibien. Elles peuvent ainsi supporter de fortes 

variations de pH (5,5 à 9), de température (5 à 63°C), l'action des biocides et des 

désinfectants (63). 

1.5 .2. Cycle de vie 

Le cycle de vie de Legionella se constitue d'une alternance entre multiplication 

intracellulaire et survie extracellulaire. A ces deux phases évolutives distinctes correspond 

un dimorphisme bactérien qui permet au bacille de résister aux variations qualitatives de 

son environnement. L'ajustement physiologique du phénotype microbien s'effectue en 

réponse à des signaux moléculaires selon un programme génétique propre à la bactérie. Ce 

mécanisme est à distinguer d'une régulation métabolique et se rapproche plus d'un 

phénomène de différenciation. Il sera détaillé dans le paragraphe « régulation de la 

virulence», page 33. 

Le cycle de vie de Legionella s'organise donc en deux phases (figure 3). D'abord 

une phase d'abondance nutritive intracellulaire. La situation est alors favorable à la 

multiplication bactérienne. Legionella revêt un phénotype réplicatif, caractérisé par une 

petite taille et une paroi semblable à celle des bactéries à Gram négatif. L'augmentation du 

nombre de bacilles provoque alors l'épuisement nutritif du milieu intracellulaire. Cette 

nouvelle situation de carence induit la transformation des bacilles réplicatifs en bacilles 

transmissibles. Les traits liés à la multiplication sont inhibés alors que les caractères 

lytiques et infectieux de la bactérie sont activés. Ce phénotype, favorable à la recherche 

d'un nouvel hôte, se caractérise par l'acquisition d'un flagelle, la résistance au stress 

osmotique, un pouvoir cytotoxique, la capacité d'échapper à la digestion lysosomale et une 

forte infectiosité. Après une certaine maturation, les légionelles provoquent la lyse de leur 

cellule hôte et se trouvent libres dans l'eau. Elles survivent dans l'eau et plus 
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particulièrement dans les biofilms jusqu' à la rencontre d ' une nouvelle niche de 

réplication : une nouvelle amibe. Intracellulaire, Legionella retrouve une forme réplicative 

et entame un nouveau cycle. 

1. Phase de multiplication intracellulaire 

a. Situation d'abondance nutritive 

-0 ~ Phénotype réplicatif 

'-.~ 

b. Situation de carence nutritive 

2. Phase de survie extracellulaire Phénotype virulent 

Figure 3 . Cycle de vie de Legionella 
Le cycle de vie de Legionella est constitué d' une alternance de deux phases. La première est une phase de 

multiplication intracellulaire au cours de laquelle le germe se trouve successivement dans une situation 

d'abondance puis de carence nutritive, du fait de l'augmentation du nombre de bacilles dans la vacuole 

réplicative. Ce changement des conditions de croissance intracellulaire provoque une transformation 

phénotypique de la bactérie avec acquisition des traits de vimlence (flagelle, cytotoxicité, infectiosité, 

résistance au choc osmotique). Les légionelles intracellulaires sont alors capables de lyser leur cellule hôte et 

vont entamer une phase de survie extracellulaire. Grâce à l'acquisition d'un flagelle, elles sont capables de 

trouver une nouvelle cellule hôte et de commencer un nouveau cycle. 

L'évolution intracellulaire de la bactérie dans l'amibe se déroule comme suit. 

L'espèce Legionella pneumophila interagit avec le protozoaire par l'intermédiaire de pili 

de type IV et une lectine Galactose/ N-acéthylgalactosamine (116). La pénétration 

microbienne se fait ensuite par un mécanisme de phagocytose, classique ou par 

enroulement (figure 4). Dans le deuxième cas, on parle de « coiling phagocytose ». 



Phagocytose 
conventionnelle 
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Phagocytose 
par enroulement 

Figure 4 . Représentation schématique des caractéristiques morphologiques des 
phagocytoses classique et par enroulement. 
Au cours de la phagocytose conventionnelle, les particules sont internalisées de manière spécifique par deux 

pseudopodes en vis-à-vis, guidés par les interactions récepteur - ligand. La phagocytose par enroulement, par 

contre, fait appel à un pseudopode unique, unilatéral qui s'enroule autour de sa cible en formant plusieurs 

spires. 

Le bacille entre seul ou par paire dans la cellule hôte. Le phagosome formé évolue de 

manière atypique sous l'influence de la bactérie (figure 5). Ttout d'abord, Legionella 

inhibe la fusion avec les lysosomes cytoplasmiques. Elle empêche ainsi l'acidification et 

l'oxydation massive de son environnement. La vacuole, contenant les microorganismes va 

ensuite recruter successivement des vésicules cytoplasmiques, les mitochondries puis les 

ribosomes liés au réticulum endoplasmique (93). La proximité de ces différents organelles 

assure à la bactérie un environnement propice à sa multiplication. Cette vacuole, ainsi 

entourée, est dite réplicative. Après 36 à 48 heures d'infection, les légionelles emplissent la 

quasi totalité de la cellule hôte et sont au nombre de 104
• Les mécanismes conduisant à la 

lyse des protozoaires sont inconnus. Ils sont attribués, de manière hypothétique, à la 

surcharge bactérienne et à l'altération des organelles intracellulaires (93). 
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1. Phagocytose par enroulement 

2. Absence de fusion lysosomale 

3. Recrutement des mitochondries 

4. Recrutement des 
ribosomes du réticulum 
endoplasmique 

6. Multiplication bactérienne au sein de la vacuole 

Figure 5 . Evolution de Legionella pneumophila dans son environnement 
intracellulaire amibien. 
D' après Swanson et al. , 2000 (119) 

1.5.3.Pathogène accidentel de l'homme 

Les amibes sont des phagocytes au même titre que de nombreuses cellules, 

notamment certaines cellules humaines telles que les macrophages pulmonaires. A cause 

de cette similarité, les amibes constituent un véritable réservoir de pathogènes pour 

l'homme (62). Macrophages et amibes possèdent plusieurs caractères communs, dont les 

récepteurs de surface. Ainsi les capacités infectieuses de Legionella sont transposables de 

l'amibe chez le macrophage. L'évolution intracellulaire de la bactérie se produit selon des 

mécanismes proches au sein des deux types de phagocytes. Quelques spécificités sont 

toutefois décrites pour les cellules eucaryotes concernant l' infection et la lyse cellulaire 

(72; 58). 

En plus de ce rôle de réservoir de pathogène, les amibes pourraient être le berceau 

de l'évolution microbienne. En effet, l 'environnement protozoaire exerce sur ses parasites 

intracellulaires une certaine sélection naturelle. Celle-ci provoque l ' émergence des 

bactéries les plus adaptées à l' infection des cellules phagocytaires (62). 
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L'adaptation de Legionella aux macrophages montre néanmoins des limites. Il faut 

souligner que le bacille ne se transmet pas de personne à personne. Il se distingue ainsi des 

autres pathogènes respiratoires tels que Haemophilus influenzae, Bordetella pertussis ou 

encore Mycobacterium tuberculosis. Chez l'homme, L. pneumophila est en situation 

d'impasse et ne peut assurer sa survie en allant coloniser une nouvelle personne. Les 

mutations acquises en réponse à la pression sélective exercée par le macrophage et 

favorables à la multiplication et la survie de la bactérie pourront de ce fait difficilement 

persister au sein du génome de l'espèce (119). 

2. Légionelloses 

2.1. Epidémiologie 

2.1.1. Mode de contamination 

L'homme se contamine par l'inhalation d'aérosols aqueux chargés en légionelles et 

constitués de gouttelettes de diamètre inférieur à 5 µm c'est-à-dire capable d'atteindre les 

alvéoles pulmonaires (117). Tout générateur d'aérosols est potentiellement une source de 

contamination. On citera notamment les douches, les systèmes de climatisations et les tours 

aéra-réfrigérantes, les rampes d'arrosage automatique, les bains bouillonnants, les 

humidificateurs, les équipements médicaux pour les soins respiratoires, les eaux thermales 

et les fontaines décoratives. Parmi toutes ces sources, les circuits d'eau chaude sanitaire 

représentent la cause la plus fréquente d'infection. 

Ni portage sain ni contamination interhumaine ne sont à ce jour documentés ( 40). 

2.1.2. Facteurs de risques 

2.1.2.1. Facteurs liés à l'hôte 

Les légionelles sont des pathogènes opportunistes. Elles s'expriment 

préférentiellement chez les patients au système immunitaire affaibli ou présentant les 

facteurs de risques suivants : un âge supérieur à 50 ans, le sexe masculin (ratio 



18 

homme/femme de 2,5), le tabagisme (seul facteur favorisant dans 32% des cas), 

l'éthylisme, la présence de pathologies sous jacentes telles que la bronchopneumopathie 

chronique obstructive, l'emphysème, les cancers pulmonaires ou hématologiques, 

l'immuno-suppression clinique ou médicamenteuse et enfin, la fréquence de l'exposition à 

des sources de contamination (voyages, hôtels, centres de loisirs ou de soins) (23; 22). 

2.1.2.2. Facteurs bactériens 

Les caractéristiques bactériennes statistiquement reliées au déclenchement de la 

maladie sont l'espèce et le sérogroupe. Ce sont les deux critères qui sont actuellement 

corrélés à la pathogénicité d'une souche grâce aux données épidémiologiques. 

Sur 49 espèces de Legionella, 20 sont retrouvées en clinique : Legionella anisa, Legionella 

birminghamensis, Legionella bozemanii, Legionella cincinnatiensis, Legionella dumoffii, 

Legionella feeleii, Legionella gormanii, Legionella hackeliae, Legionella israelensis, 

Legionella jordanis, Legionella lansingensis, Legionella longbeachae, Legionella lytica, 

Legionella maceachernii, Legionella micdadei, Legionella oakridgensis, Legionella 

pneumophila, Legionella sainthelensi, Legionella tucsonensis, Legionella wadsworthii ( 41; 

101). 

La plus fréquemment isolée est Legionella pneumophila, responsable de 99% des 

légionelloses déclarées en France (35). Au sein de cette espèce, le sérogroupe 1 est le plus 

fréquemment isolé (96% ). 

Cette distribution des espèces et sérogroupes en pathologie humaine n'est pas celle 

que l'on retrouve dans l'environnement (Figure 6). Les Legionella non pneumophila ont 

une représentation au sein des isolats cliniques qui est vingt fois moins importante que 

celle observée parmi les isolats environnementaux (1 % contre 25%, respectivement). Les 

Legionella pneumophila non 1 sont en quantité importante dans l'environnement (47% des 

isolats), donc plus fréquemment au contact de l'homme. Cependant, elles ne correspondent 

qu'à 3% des isolats cliniques. L'espèce Legionella pneumophila 1 a une variation inverse 

de sa prévalence avec une prépondérance chez l'homme (28% des isolats 

environnementaux contre 96% des isolats cliniques). 
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Figure 6 . Répartition environnementale et clinique des Legionella en fonction de 

l'espèce et du sérogroupe en 2002 (35). 

Cette inadéquation entre les répartitions environnementales et cliniques signifie que la 

présence du germe chez l'homme ne suffit pas à déclencher une maladie. Une variable 

propre à la souche infectante intervient: il correspond à son pouvoir pathogène (2; 35). 

Legionella pneumophila 1 est vraisemblablement le groupe le plus pathogène. Cette 

hypothèse concorde avec les résultats de deux études. L'une montre que les L. 

pneumophila 1 sont plus infectieuses et plus aptes à se multiplier en intracellulaire que les 

autres espèces (2). L'autre souligne que les infections dues aux souches non L. 

pneumophila touchent principalement les populations immunodéprimées (94). 

Les données épidémiologiques doivent cependant être nuancées. Il existe un biais 

introduit par les techniques du diagnostic bactériologique des légionelloses. En effet, la 

culture des légionelles sur milieu BCYE ne permet pas une croissance égale de toutes les 

espèces. Legionella pneumophila est l'espèce la plus facilement isolée (80). De la même 

façon, la recherche de l'antigène urinaire spécifique de Legionella pneumophila 1 est une 

pratique qui privilégie le diagnostic du sérogroupe 1 par rapport aux autres sérogroupes de 

l' espèce. On peut par conséquent supposer que la prévalence relative de Legionella 

pneumophila est surestimée. 
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Au sein du sérogroupe 1, il existe encore une grande variété de souches. Celles-ci 

sont typées grâce à la technique d'électrophorèse en champ pulsé lors des enquêtes 

épidémiologiques. On définit ainsi les pulsotypes. 

Le suivi au long cours de l'épidémiologie de chaque pulsotype permet aujourd'hui de 

décrire différents profils. Les souches dites sporadiques ont un pulsotype unique et sont 

sans lien épidémiologique entre elles. Les souches endémiques partagent le même 

pulsotype et causent plusieurs cas de légionelloses non reliés épidémiologiquement. Enfin, 

les souches épidémiques possèdent le même pulsotype et sont responsables de plusieurs 

cas cliniques dans un même secteur, sur une courte période. 

Pour exemple, nous décrirons les profils épidémiologiques de trois pulsotypes, dans leur 

ordre d'apparition. La souche Philadelphia est à l'origine de la première épidémie de 

légionellose en 1976, lors d'un congrès de la Légion Américaine à Philadelphie. 182 

personnes sont atteintes sur 4 400 participants. Vingt neuf personnes décèdent. Le système 

de climatisation de l'hôtel est à l'origine de la dispersion aérienne de la bactérie. 

La souche Paris colonise le réseau de distribution en eaux de Paris depuis 1987. Elle 

montre ainsi une certaine stabilité génétique et semble donc particulièrement adaptée à la 

survie dans l'environnement. Elle est mise en cause pour 13% des cas de légionelloses en 

France autant communautaires (40,5%) que nosocomiales (52,4%) (3). Legionella 

pneumophila Paris peut être à l'origine d'épidémies réduites, jusqu'à 10 cas, ou de cas 

sporadiques. 

La souche Lens a provoqué une épidémie de 89 cas dans le Pas-de-Calais entre le 5 

novembre et le 22 janvier 2003. Dix sept décès sont survenus. Le profil de ce clone était 

alors inconnu au Centre National de Références de Legionella (CNRL). La contamination 

aérienne a été attribuée aux systèmes de refroidissement d'une entreprise. Cette épidémie 

de Légionellose est la plus importante jamais décrite en France, en terme de durée, 

d'extension géographique et de nombre de cas impliqués (91). 

2.1.3. Fréquence 

La légionellose concerne un ensemble de territoires limités, composé de l'Europe, 

des Etats-Unis et de l'Australie. Ce sont les pays qui sont d'une part, touchés par 

l'émergence de cette maladie, liée à la modernisation des réseaux d'eau et d'autre part, 

dont l'organisation sanitaire permet d'effectuer une surveillance épidémiologique. 
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En France, la légionellose est responsable de 5 à 15% des pneumonies 

communautaires nécessitant une hospitalisation (117; 41). La prévalence des anticorps 

anti-Legionella pneumophila sérogroupe 1 (titre supérieur ou égal à 256) varie de 1 à 16% 

dans la population adultes en bonne santé, selon les estimations réalisées (41). Mille deux 

cent deux cas de légionelloses ont été déclarés au cours de l'année 2004, soit une incidence 

de 2 cas pour 100 000 habitants (22). Le nombre réel de légionelloses est estimé entre 

2 000 et 3 000 cas annuels. Le taux d'attaque est plus faible lors des épidémies de maladie 

des légionnaires (0, 1 à 5 % ) que lors de la fièvre de Pontiac (95 % ) . La mortalité de la 

maladie des légionnaires en 2004 est de 14% (22). 

2.2. Diagnostic 

Le diagnostic de certitude est défini par la présence d'éléments cliniques et/ou 

radiologiques associés à la confirmation microbiologique de l'infection à Legionella. 

2.2.1. Clinique 

La légionellose peut se présenter sous deux tableaux cliniques distincts : la maladie 

des légionnaires, pneumonie aiguë et la fièvre de Pontiac, bénigne. Par ailleurs, certains 

patients font une séroconversion vis-à-vis de Legionella tout en restant asymptomatiques 

(15). D'une manière générale, le tableau clinique sera d'autant plus marqué que la réponse 

immune du sujet sera inadaptée. 

La fièvre de Pontiac correspond à un syndrome pseudogrippal peu spécifique et 

sans gravité. C'est l'expression clinique la plus fréquente. Elle survient chez les personnes 

dont la réponse immune permet de contrôler l'infection. Le diagnostic ne sera établi qu'en 

période d'épidémie. Après une incubation de 36 heures, le patient présente une fièvre avec 

myalgies, toux, malaise et maux de tête mais pas de pneumopathie. La guérison survient en 

deux à cinq jours. 

La maladie des légionnaires est une infection pulmonaire aiguë, qui survient le plus 

souvent en présence de facteurs de risques. Le temps d'incubation est de deux à dix jours. 

Les premiers symptômes sont une fièvre accompagnée de toux et de douleurs thoraciques. 

On observe également des myalgies, une diarrhée, de la confusion. Les tableaux digestifs 

et neurologiques peuvent s'accentuer avec des douleurs abdominales, des vomissements et 
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des nausées ainsi que l'apparition d'un délire, d'une désorientation et d'une somnolence. 

Les complications les plus fréquentes sont l'insuffisance rénale aiguë et l'insuffisance 

respiratoire irréversible. Ce tableau est non spécifique et ne permet pas de différencier une 

légionellose d'une autre pneumonie (36). 

On décrit également des manifestations extrapulmonaires avec atteintes 

hématologiques, neurologiques (coma), cardiaques (myocardite, péricardite, endocardite), 

musculaire ou digestives (péritonites, pancréatites). 

En raison du caractère bénin de la fièvre de Pontiac et de la rareté de son 

diagnostic, le terme de « légionellose » désigne le plus souvent la maladie des légionnaires. 

2.2.2. Biologie 

Certains paramètres biologiques sont perturbés de manière non spécifique. On 

observe une inflammation avec hyperleucocytose, protéine C réactive élevée et ferritine 

augmentée. Les fonctions pulmonaires, hépatiques et rénales peuvent être touchées avec 

respectivement une hypoxémie, une cytolyse hépatique, et un bilan rénal associant 

hyponatrémie, hypophosphatémie, protéinurie et hématurie. 

L'examen bactériologique des prélèvements bronchiques, urinaires et sanguins du 

patient permet de déterminer l'étiologie de la pneumonie. Les examens disponibles sont : 

la culture sur gélose BCYE, l'immunofluorescence directe, la mise en évidence d'antigène 

spécifique de Legionella pneumophila 1 dans les urines, la sérologie et la détection de 

1' ADN bactérien par amplification génomique (PCR). 

L'isolement de Legionella par culture de sécrétions bronchiques sur milieu spécifique 

BCYE constitue l'examen de référence qui devrait être réalisé de façon systématique. 

Toutefois, sa sensibilité est faible, de l'ordre de 20% (22). 

La détection d'antigènes solubles de Legionella pneumophila dans les urines, par des 

techniques immuno-enzymatiques ou immuno-chromatographiques, est spécifique du 

sérogroupe 1 (à presque 100% ). Ces méthodes rapides (réalisation en moins de 24 heures) 

permettent un diagnostic précoce dès le début des signes cliniques. Contrairement à la 

culture, la mise en place d'un traitement antibiotique adapté n'influence pas le résultat. La 

sensibilité de ces tests est proche de 90% pour les infections à L. pneumophila l. En 2004, 

86% des 1 202 cas déclarés en France ont été diagnostiqués par un test de détection de 

l'antigène urinaire (22). 
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L'immunofluorescence directe peut permettre de révéler la présence de Legionella 

pneumophila l. Elle est réalisable dans les sécrétions bronchiques (lavage broncho-

alvéolaire, brossage). Sa sensibilité et sa spécificité médiocres ont amené à abandonner ce 

test. 

La sérologie est considérée comme positive lorsqu'on observe une séroconversion ou une 

augmentation d'un facteur 4 des titres anticorps mesurés par immunofluorescence indirecte 

entre deux sérums prélevés à au moins 15 jours d'intervalle. Seule la sérologie de 

Legionella pneumophila 1 est reconnue au niveau international. La spécificité d'un titre 

élevé isolé est médiocre d'où une mauvaise valeur prédictive positive. En 2004, 12,5% des 

cas déclarés ont été diagnostiqués par une sérologie positive (22). 

La PCR est une méthode rapide qui commence à être utilisée en routine pour la détection 

del' ADN de Legionella, notamment au niveau des sécrétions bronchiques. 

Il y a confirmation microbiologique du diagnostic si Legionella est isolée par 

culture dans un prélèvement des voies respiratoires, s'il y a présence d'antigènes solubles 

dans les urines, ou encore si le titre des anticorps augmente d'un facteur 4 avec un 

deuxième titre minimum de 128. 

2.3. Traitement 

Les molécules actives sur ce germe appartiennent à la famille des macrolides 

(érythromycine, spiramycine) et des fluoroquinolones ( ciprofloxacine, lévofloxacine, 

ofloxacine). La rifampicine, également efficace, n'est plus utilisée en raison du risque 

d'émergence de résistance (99). Une pneumonie de gravité légère ou modérée sera traitée 

par érythromycine lg per os trois fois par jour pendant deux à trois semaines selon les 

recommandations de l' AFSSAPS (Agence Française de Sécurité SAnitaire des Produits de 

Santé). En pratique, les fluoroquinolones sont les antibiotiques les plus utilisés en première 

intention en raison de leur toxicité réduite et d'une excellente diffusion tissulaire (107). 

Pour les cas sévères ou chez un patient immunodéprimé, l'association d'antibiotiques est 

conseillée avec allongement du temps de traitement à 30 jours et utilisation de la voie 

intraveineuse en début de traitement. La supériorité de l'efficacité d'une bithérapie n'est 

cependant pas démontrée actuellement ( 107). 
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2.4. Prévention 

Il n'existe pas de vaccin contre la légionellose. 

Des mesures préventives sont mises en place dans un contexte de santé publique. 

Les désinfections massives permettent de faire disparaître la contamination d'un milieu par 

Legionella. Cependant, cette éradication reste provisoire. Elle est souvent rapidement 

suivie d'une recolonisation. La réduction des risques passe donc par un entretien au long 

cours des points d'eau en vue de limiter la prolifération bactérienne. Cette prévention 

s'appuie sur l'expertise des structures aquifères, leur nettoyage et leur désinfection. 

Sur toute installation à risque, les pouvoirs publics recommandent de pratiquer la 

recherche de Legionella. La circulaire d'avril 2002, DGS/SD7A/SD5C-DHOS/E4 

n°2002/243, définit comme installation à risque « une installation susceptible d'exposer 

des personnes à des aérosols d'eau contaminée inférieurs à 5µm ». Ce sont les réseaux 

d'eau chaude sanitaires, les tours aéro-réfrigérantes, les bains à remous et bains à jets, les 

systèmes de climatisations et les fontaines décoratives. La fréquence des contrôles 

recommandée est d'une fois par an. Le seuil d'alerte est de 103 UFCs/L, sauf pour les bains 

à remous (50 UFCs/L). Lorsqu'il s'agit d'une utilisation saisonnière, il faut être 

particulièrement vigilant au moment de la réouverture des établissements. 

Dans le cas des établissements de santé, les services accueillant des patients « à hauts 

risques » sont soumis à des contrôles semestriels avec un seuil d'alerte à 50 UFCs/L. Les 

eaux de bains et les bains à jets y seront testés une fois par mois avec le même seuil 

d'alerte. Il existe également une réglementation particulière pour les tours 

aéroréfrigérantes. 

Le non-respect de ces recommandations peut, en cas de contamination d'une installation à 

risque, engager la responsabilité civile, voire pénale de l'exploitant de l'installation. La 

recherche et le dénombrement des Legionella dans l'eau sont effectués selon une méthode 

normalisée AFNOR T90-431. Ils nécessitent le prélèvement d'un litre d'eau, un délai 

d'acheminement de moins de 24 heures à température régulée entre +2°C et +8°C, la 

concentration et la décontamination de l'échantillon, sa mise en culture sur milieu sélectif 

et la lecture du nombre d'UFCs à trois, cinq et dix jours. 

Ces mesures de prévention et de lutte doivent s'accompagner de la vigilance 

nécessaire de la part des médecins généralistes et des services de santé de la communauté 

afin de pouvoir identifier les cas de légionellose. 
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2.5. Surveillance épidémiologique 

2.5 .1. Réseau de surveillance 

La surveillance de la légionellose en France repose sur plusieurs systèmes 

complémentaires. 

La déclaration des cas est obligatoire depuis 1987. A partir de cette date, le système 

de déclaration a évolué progressivement, notamment en 1997 avec la re-définition des cas, 

une nouvelle fiche de déclaration, une modification du signalement des cas, et la 

diversification des sources d'information. Aujourd'hui, une double déclaration est réalisée 

par le clinicien et le biologiste à la DDASS (Direction Départementale des Affaires 

Sanitaires et Sociales) du département d'hospitalisation (Journal Officiel n° 110 du 13 mai 

1999). Ces adaptations ont permit une nette augmentation du taux de déclaration. Il était 

estimé à 10% en 1995 puis 33% en 1998 (5). La figure 7 montre une amélioration continue 

de 1996 à 2004. 
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Figure 7 . Evolution du nombre de cas de légionellose déclarés, France 1988-2004 (22) 

Au sein des établissements hospitaliers, les Comités de Lutte contre les Infections 

Nosocomiales sont chargés de la surveillance et de la prévention des légionelloses 

nosocomiales. 
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A l'échelle nationale, le Centre National de Référence des Legionella contribue à la 

surveillance épidémiologique. Il a une mission d'expertise biologique, avec la mise en 

œuvre des techniques de typage moléculaire sur des isolats cliniques ou environnementaux 

et l'entretien d'une collection bactérienne. 

Enfin, la France participe à un réseau européen de surveillance des légionelloses 

(EWGLI pour European Working Group for Legionella Infections), en fournissant des 

informations sur les cas de légionellose acquis lors de voyages en France ou à l'étranger. 

Ce réseau, créé en 1987, est coordonné par le centre anglais de surveillance des maladies 

transmissibles (CDSC pour Communicable Disease Surveillance Centre). Vingt-neuf 

centres collaborateurs dans 25 pays participent à la déclaration des cas. 

L'outil principal de ce réseau de surveillance est le typage moléculaire des souches. 

2.5.2. Typage moléculaire des souches 

Le typage des Legionella permet de relier entre eux les isolats cliniques et 

environnementaux lors d'une épidémie et de localiser la source de contamination. 

Toutes les méthodes de typage des légionelles sont basées sur l'étude du génome 

bactérien, soit dans sa globalité (Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), 

Arbitrarily Primed PCR (AP-PCR), Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)), soit de 

manière limitée à une séléction de gènes (Multi Locus Sequence Typing (MLST), 

Sequence Based Typing (SBT)). Les techniques de typage par l'étude du phénotype 

bactérien sont insuffisantes. 

L'analyse des profils de restriction de l' ADN bactérien total par électrophorèse en champ 

pulsé constitue la technique de référence. C'est en effet la méthode de typage la plus 

discriminante ( 48). Cependant, elle reste difficile à mettre en œuvre : elle est longue 

(quatre jours) et coûteuse de par les équipements qu'elle requiert. Par ailleurs, cette 

méthode présente l'inconvénient majeur d'une faible reproductibilité inter-laboratoire. 

Les possibilités d'amplification génomique ont permis de mettre en place d'autres 

méthodes de typage basées sur les profils électrophorétiques. La technique AFLP fait appel 

à une restriction génomique enzymatique puis la ligation des fragments obtenus avec des 

fragments nucléotidiques de séquence connue qui permettront l'amplification de 

l'ensemble. L' AP-PCR utilise directement l'amplification aléatoire de fragments 

génomiques via l'utilisation d'amorces dégénérées. 
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Le MLST et le SBT apportent une amélioration notable par rapport à ces techniques 

de typage usuelles en faisant appel au séquençage. Ces méthodes se basent sur l'analyse 

des séquences nucléotidiques, données précises, reproductibles et accessibles via internet. 

Cette évolution des techniques répond au besoin des structures de surveillance 

internationale telle que EWGLI, d'échanger les données du typage moléculaire. 

Le MLST se base sur le séquençage nucléotidique d'une sélection de gènes 

impliqués dans des fonctions dites de ménage. Ces gènes codent pour des protéines 

majeures et sont par conséquent très conservés. Cette technique a été mise en oeuvre pour 

étudier les phénomènes d'évolution à long terme chez Staphylococcus aureus ou la 

virulence chez Streptococcus pneumoniae (39; 57). 

Le SBT est introduit par Gaia et al. comme variant du MLST (51). Les gènes dits 

de ménage sont remplacés par des gènes impliqués dans des activités de régulation ou de 

virulence, dont la variabilité est supérieure. Cette technique se caractérise donc par un fort 

pouvoir discriminant. Elle semble donc particulièrement adaptée aux investigations 

épidémiologiques concernant une même espèce bactérienne. Le choix des gènes constitue 

la difficulté majeure dans le développement de cette technique. Ceux-ci doivent être en 

nombre réduit pour éviter que la mise en œuvre de la technique ne devienne trop lourde. Ils 

doivent surtout permettre une discrimination pertinente des souches. Pour séparer les 

souches cliniques des souches environnementales, Gaia et al. proposent l'utilisation des 

gènes suivants: mip (macrophage infectivity potentiator), mompS (outer membrane 

protein), flaA (flagellum A), pilE (type IV pilin), asd (aspartate-beta-semialdehyde 

deshydrogenase) et proA (zinc metalloprotease) (50). 

L'excellente reproductibilité de ces techniques basées sur le séquençage de l' ADN a 

permis de réaliser une banque de séquences (version 1.5), consultable sur le site 

www .ewgli.org (50). Chaque clone bactérien est caractérisé par une succession de 

numéros. Ce code correspond à un type, désigné par les initiales ST pour le terme anglais 

«Séquence Type». Pour le lire, il faut tenir compte de chaque numéro et du rang de celui-

ci dans la succession. Le rang de chaque numéro correspond à un gène donné. Ainsi, le 

premier rang renseigne sur le gène flaA, le deuxième rang sur le gène pilE, etc. Le numéro 

désigne un allèle de ce gène. Il est attribué selon l'ordre chronologique des descriptions 

alléliques dans la littérature. Ainsi, les allèles de la souche de référence, Legionella 

pneumophila Philadelphia portent tous le numéro 1, quel que soit le gène. Le ST de ce 

clone correspond donc à une série de 1 (51). 
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Cette nomenclature est évolutive car elle permet d'intégrer la description de nouveaux 

gènes. Chaque ST est alors rallongé d'un rang. D'après une telle banque de séquences, il 

est alors possible d'étudier les performances des différentes associations de gènes en vue 

d'optimiser la technique de SB T. 

3. Pouvoir pathogène des légionelles 

3.1. Facteurs de virulence chez Legionella 

Les déterminants de la virulence des Legionella constituent un sujet de recherche 

très actuel, notamment parce que leur connaissance ouvrirait d'intéressantes perspectives 

prophylactiques. De nombreuses études ont été menées sur ce sujet en faisant appel à des 

approches différentes, d'abord biologiques, biochimiques puis génomiques. 

Les mesures d'activité biologique globale ont mis en évidence la production 

bactérienne de plusieurs toxines (cytotoxines, cytolysine). Toutefois, ces méthodes ne 

permettent de détecter ni les injections ou sécrétions limitées à certaines organelles, ni les 

facteurs de virulence sans activité biologique propre. 

L'approche biochimique est particulièrement adaptée à la recherche de 

déterminants enzymatiques. Les enzymes sont fréquemment support de virulence chez les 

bactéries. Une bonne connaissance de l'arsenal enzymatique d'un microorganisme donne 

les bases nécessaires à la compréhension de la pathogenèse de la maladie à laquelle il est 

relié. 

L'étude du génome bactérien a finalement permis de détecter et tester de nouveaux 

facteurs de virulence. Les techniques utilisées sont celles de suppression génique, de 

mutations dirigées et de séquençage. Il est ainsi possible de mesurer l'impact phénotypique 

d'une synthèse protéique ou d'une mutation. 
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3.1.1. Toxines 

La cytolysine RtxA est impliquée dans l'adhérence et la pénétration intracellulaire 

de la bactérie. Elle participe également à l'échappement microbien vers le milieu 

extracellulaire. En effet, RtxA permet la formation de pores transmembranaires qui 

provoquent la lyse de la cellule hôte (30). 

Le lipopolysaccharide (LPS), constituant essentiel de la paroi de bacilles à Gram 

négatif porte une endotoxine. C'est un lipide complexe porteur d'un polysaccharide 

homopolymérique, constitué d'un résidu simple: l'acide légionaminique. Sur le plan 

immunologique, il constitue l'antigène 0 des bacilles à Gram négatif. Chez Legionella, le 

LPS a une expression variable selon les phases de croissance ou de survie bactérienne (86). 

Cette alternance phénotypique du LPS serait liée à l'insertion/excision d'un fragment 

génique instable de 30 kilobases, d'origine phagique probable (85). 

3 .1.2. Enzymes 

L'enzyme Mip (Macrophage infectivity potentiator) est une protéine de surface de 

24 kilodaltons. Elle possède une activité peptidyl-propyl-cis/trans-isomérase (44), 

indispensable à la survie intracellulaire des légionelles. Cette enzyme potentialise 

l'infection des protozoaires ou des macrophages humains (27; 44). La structure de cette 

enzyme a été déterminée par cristallisation. Elle correspond à un homodimère dont les 

deux domaines sont connectés par les parties N-terminales, organisées en longues hélices 

alpha. Le côté C-terrninal supporte le site actif et montre une forte homologie avec 

l'enzyme Fkbpl2 humaine, possédant la même activité (105; 76). Il semblerait que le 

fragment N-terminal et la dimérisation de la protéine soient plus impliqués dans la 

virulence que l'activité enzymatique elle-même (76). 

Les mécanismes de défense de la bactérie contre les composés réactifs de l'oxygène 

sont impliqués dans la capacité du microorganisme à se répliquer au sein d'une cellule 

hôte. Kat A et B sont deux catalases, l'une périplasmique et l'autre cytosolique, 

respectivement. Elles assurent le maintien d'une concentration intracellulaire en H20 2 qui 

soit compatible avec la bonne évolution du phagosome de réplication (6). Plusieurs 

superoxyde dismutases sont également décrites (112; 115). Au total, ces enzymes du stress 

oxydant agissent pour la protection de la bactérie plutôt que pour la virulence de celle-ci. 
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3.1.3. Mobilité 

Le flagelle est un élément lié à la virulence des légionelles car il favorise leur 

rencontre avec les cellules hôtes. Ainsi les mutants non flagellés sont moins infectieux que 

les types sauvages (34); mais la présence ou non d'un flagelle n'a pas d'impact sur la 

multiplication intracellulaire (90). Son expression est cycle-dépendante. Génétiquement, il 

est relié au phénotype de virulence. La régulation de son apparition ou disparition est 

actuellement à l'étude (67). 

3.1.4. Adhérence 

La protéine Momp (Major outer membrane protein) fixe les fractions C3 et C3bi du 

complément et intervient dans la reconnaissance des récepteurs CRI et CR3 des 

macrophages par Legionella (9). 

Les protéines de stress (Hsp) bactériennes sont produites en quantité abondante au 

cours d'une infection microbienne. Elles interviennent dans la maturation protéique et dans 

les systèmes de sécrétion. Elles sont, d'une manière générale, des cibles pour le système 

immunitaire de l'hôte infecté. Toutefois, leur participation à la pathogenèse au cours d'une 

infection est peu documentée. Dans le cas de Legionella pneumophila, la chaperonine est 

localisée en surface ou dans le périplasme, grâce aux systèmes de sécrétion. Certaines 

souches, dont les systèmes de sécrétion sont défectueux, sont incapables d'exprimer à leur 

surface la protéine Hsp60. Leur pouvoir infectieux vis-à-vis des cellules HeLa est alors 

diminué d'un facteur 1000 (69). Hsp60 favorise en effet la reconnaissance des cellules 

hôtes, mammifères ou protozoaires, et l'infection des cellules HeLa (lignée cellulaire issue 

d'un carcinome du col utérin). Elle agit indépendamment du complément. Cependant, ses 

récepteurs ne sont pas encore identifiés (52). Hsp60 intervient également de manière 

précoce dans l'inhibition de la fusion phagosome-lysosome. 

La présence d'un pili de type IV sur la surface bactérienne est favorable à 

l'infection cellulaire. L'étude d'un mutant dont l'expression du pili de type IV est 

défectueuse montre une adhérence aux cellules épithéliales (HeLa, WI-26), aux 

macrophages (U937) et aux amibes (Acanthamoeba polyphaga) diminuée de 50%. Il garde 

par ailleurs un phénotype sauvage vis-à-vis de la multiplication intracellulaire (116). 
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3 .1.5. Métabolisme du fer 

Le fer est indispensable à la croissance de la grande majorité des bactéries. Il 

intervient dans la fonctionnalité de protéines majeures, les metallo-protéines à fer. 

Chez Legionella pneumophila, dont la croissance est intracellulaire, le fer est impliqué 

dans les mécanismes d'infection de la cellule-hôte. Plusieurs systèmes de captation du fer 

ont été décrits. 

FrgA (Fur regulated gene A) est un gène indispensable à la bonne réplication 

intracellulaire de la bactérie. Son expression est régulée par le taux de la protéine Fur, 

sensible à la concentration en fer du milieu. L'analyse nucléotidique de ce locus met en 

évidence des homologies avec une aérobactine synthétase appartenant à Escherichia coli. 

L'aérobactine est un capteur du fer environnemental. Il semblerait donc que L. 

pneumophila produise des sidérophores, c'est-à-dire des chélateurs du fer ferrique, 

nécessaires à sa réplication intracellulaire (68). 

Liles et al. décrivent la production par L. pneumophila d'un sidérophore atypique dont la 

structure ne comprend ni hydroxamate, ni phénolate. C'est la légiobactine (81). 

IraAB est un autre gène impliqué dans l'acquisition du fer, l'infection cellulaire et la 

virulence des légionelles. Il code pour IraA, une méthyltransférase dont la fonction est 

critique pour le maintien d'une virulence, et pour IraB, capteur de fer original puisqu'il fait 

intervenir des di- ou tri-peptides en tant que transporteurs (122). 

3.1.6.Systèmes de sécrétion 

La sécrétion de protéines est un procédé universel et fondamental de la physiologie 

microbienne, impliqué dans les phénomènes d'infection. De nombreux germes à Gram 

négatif exportent par exemple, leurs protéines de virulence à travers une à deux membranes 

jusqu'à leur site d'action pour pénétrer une cellule réceptrice. Les systèmes utilisés sont 

très variés selon les espèces bactériennes. 

Chez Legionella pneumophila, deux systèmes de sécrétion majeurs ont été décrits. 

Ce sont les systèmes de type II Lsp, PilD dépendants, et de type IV codés par les gènes 

dot//cm (defect in organella trafficking/intracellular multiplication). 

Les gènes supports du système de sécrétion de type II sont éparpillés sur cinq 

régions chromosomiques différentes. La fonction protéique est importante pour la 

croissance intracellulaire des bactéries ainsi que pour leur virulence (110). Elle consiste à 
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transporter de nombreuses enzymes vers l'extérieur: phosphatases, lipases, protéases, 

RNAses (45). 

Le système de sécrétion de type IV est produit par 24 gènes, répartis en deux 

régions géniques et codant pour un ensemble de protéines transmembranaires (123). 

Celles-ci s'assemblent dans la membrane bactérienne et permettent le transport de 

plasmides et de facteurs de virulence. Ce système est, par exemple, utilisé par les 

inhibiteurs de la fusion phagosome-lysosome qui permettent à Legionella de reprogrammer 

l'évolution de la vacuole qui la contient (79). Trois protéines utilisant ce système de 

sécrétion ont été décrites à ce jour. DotA est impliquée dans la formation de pores dans les 

membranes eucaryotes de manière à permettre la circulation des effecteurs bactériens (97). 

LidA est une protéine transloquée dans la membrane du phagosome. Elle joue un double 

rôle de régulation de l'assemblage du système de sécrétion et probablement de recrutement 

des vésicules pour la formation de la vacuole de réplication (31). RalF est une protéine 

d'échange contre le facteur de ribosylation de l' ADP (ARF), protéine de la famille des 

GTPases. Elle permet ainsi la captation de l' ARF au sein du phagosome contenant les 

légionelles. La présence de ce facteur conditionne la fonctionnalité de }'organelle de 

réplication (96). Une fois que le phagosome, contenant les bactéries, fournit les conditions 

optimales de croissance, le système de sécrétion devient inutile. Au total, ce système 

permet la survie et la croissance de Legionella au sein des macrophages, préserve de 

l'acidification du phagosome et de la fusion lysosomale. 

Certaines études ont déjà montré une corrélation entre la présence de plasmides et 

la virulence ainsi qu'une plus grande persistance dans l'environnement des souches 

possédant des plasmides (19; 12). Un plasmide portant un système de sécrétion de type IV 

impliqué dans la virulence, qui peut être présent à la fois sous forme excisée ou intégrée 

dans le chromosome, a été identifié dans les souches Legionella pneumophila Paris et 

Philadelphia. Dans d'autres souches, le même type d'élément instable est associé à la 

virulence : les souches perdent leur virulence lorsque le plasmide est excisé (85). 
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3.2. Régulatïon de la virulence 

3.2.1. Température 

La température est un facteur environnemental agissant sur la mobilité, l'adhérence 

et la virulence globale des légionelles. La production de flagelline est plus importante à 

30°C qu'à 41°C (100; 66). Celle du pili IV est majorée à 30°C par rapport à 37°C (82). 

L'adhérence mesurée d'une manière plus globale est meilleure à 25°C en comparaison de 

celle obtenue à 41°C (37). Enfin, la virulence, mise en évidence par mesure des DL 50 

(Dose Létale à 50%) sur modèle animal (cochon d'Inde), augmente lorsque l'on passe de 

25°C à 37°C. 

Les caractères de mobilité et d'adhérence sont favorisés dans des conditions de 

température inférieure à 37°C. Cette donnée souligne la forte adaptation de la bactérie à 

son environnement aquatique dont la température monte rarement au dessus de 30°C. 

Toute élévation de température représente un stress auquel Legionella répond par une 

augmentation de sa virulence. 

3.2.2. Les phases de croissance 

3.2.2.1. Effet de la carence nutritive 

Après croissance sur phagocytes, on observe que Legionella pneumophila est plus 

résistante aux biocides et antibiotiques (7; 8), plus infectieuse vis-à-vis des cellules 

mammifères et plus virulente sur le modèle animal murin (29; 18; 28). Ce phénotype 

résulte de la carence nutritive intracellulaire (21; 60). La cellule hôte est un espace limité 

qui ne permet pas une multiplication infinie des légionelles. En présence d'un nombre 

croissant de bacilles, la qualité nutritive de la cellule baisse et provoque une diminution de 

la vitesse de croissance des microorganismes. Le passage en phase de cr01ssance 

stationnaire s'accompagne de cette modification phénotypique qui va permettre 

l'échappement de la bactérie à un environnement défavorable. Le phénotype virulent, 

infectieux et résistant à des conditions environnementales difficiles, est donc exprimé sous 

l'influence de la qualité nutritive de l'environnement, en réponse à un besoin de survie de la 

bactérie. 
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3.2.2.2. Le modèle de la réponse stringente 

La réponse stringente désigne un modèle qui décrit les mécanismes de 

transformation phénotypique de la bactérie au contact d'un environnement nutritif pauvre. 

Ce modèle est impliqué dans la stratégie de survie de nombreux microorganismes 

environnementaux. Le phénotype d'échappement adopté est variable selon les besoins de 

l'espèce concernée. Il doit être compatible avec le mode de vie de celle-ci. 

Chez Escherichia coli, la réponse stringente agit sur la physiologie microbienne de 

manière à tolérer un environnement pauvre en nutriment ( 119). 

Chez Bacillus subtilis, une carence nutritive induit en cascade l'accumulation de ppGpp, 

l'expression de protéines de stress et finalement une sporulation (125). 

Chez Legionella pneumophila, ce système de transduction de signaux coordonne virulence 

et faible qualité nutritive de l'environnement (60). Pour une bactérie intracellulaire, la 

solution à une carence environnementale est le changement d'hôte. L'acquisition d'une 

virulence permet à Legionella de lyser sa cellule hôte pour évoluer vers une nouvelle. 

Les interactions moléculaires supports de cette réponse adaptative ont d'abord été 

étudiées chez Escherichia coli. 

Une carence nutritive environnementale engendre au sein du microorganisme une 

diminution de la concentration cytoplasmique d'acides aminés. Par lien de conséquence, 

celle des ARNs de transfert non chargés augmente. Puis en réponse à cette élévation, la 

production de l'enzyme RelA, responsable de la synthèse de l'alarmone ppGpp est accrue 

(14). Il en résulte une accumulation de ppGpp. Cette molécule signal est une guanosine 

doublement pyrophosphatée en 3' et 5' (figure 8). 
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Figure 8 . Structure chimique de ppGpp. 

Une seconde enzyme, SpoT, possède la double activité ppGpp-3' -pyrophosphohydrolase et 

synthase. Elle est productrice de ppGpp en réponse à un manque de fer ou de sources 

carbonées et possède également un rôle de dégradation de l'alarmone lorsque les 

conditions nutritives se normalisent (55; 121). En concentration importante, ppGpp permet 

le déplacement des facteurs sigma de la polymérase en faveur de RpoS, un facteur sigma 

alternatif (56; 70). Les facteurs sigma sont des régulateurs de l'expression génique qui 

assurent le lien entre polymérase et gène en reconnaissant les promoteurs. Cette 

reconnaissance est modulée selon les affinités facteur - promoteur. Dans le cas de RpoS, la 

transcription est en faveur des gènes de la phase stationnaire (64). 

Ces trois gènes sont des régulateurs globaux (60; 5; 93). Ils agissent sur l'adaptation 

bactérienne et génèrent par leur variabilité une certaine diversité microbienne. Une étude 

d'évolution expérimentale a été menée chez Escherichia coli (32). Douze populations d'E. 

coli ont été entretenues à partir d'un ancêtre commun sur milieu glucosé pendant 20 000 

générations. Le transcriptome de deux de ces populations a été comparé avec celui de leur 

ancêtre commun grâce à l'utilisation de puces à ADN complémentaire. Cinquante-neuf 

gènes montrent une variation significative de leur ni veau d'expression. Ce sont 

vraisemblablement les gènes qui supportent les mécanismes d'adaptation de la bactérie à 

son environnement. Or, parmi eux figurent les gènes régulateurs du taux de ppGpp. 
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La même équipe montre également qu'une mutation non synonyme de spoT est le support 

d'un gain de compétitivité pour E. coli. En effet, si cette mutation est introduite chez 

l'ancêtre, celui-ci exprime certains caractères de la population fille et notamment sa 

meilleure compétitivité. Introduite chez une autre des populations filles, cette mutation 

n'apporte pas de bénéfices notables. Il semblerait donc qu'il y ait d'autres gènes dont la 

variabilité est susceptible d'apporter un gain de compétitivité. 

Au total, cette étude souligne le rôle de la réponse stringente dans l'évolution 

bactérienne vers une meilleure adaptation à son environnement. Les gènes qui la 

supportent sont une cible préférentielle de la pression sélective exercée par le milieu. La 

variabilité qui en résulte est à l'origine de la diversité des phénotypes microbiens. 

Ce système de transduction de signaux, tel qu'il est décrit chez Escherichia coli est 

utilisé par Legionella. Deux observations clef supportent cette hypothèse: d'une part, la 

bactérie accumule l'alarmone ppGpp en réponse à une carence nutritive; d'autre part, le 

fait d'activer artificiellement l'expression de relA, en l'absence de toute carence nutritive, 

induit via ppGpp l'expression du phénotype de virulence (93). 

L'étude de la réponse stringente chez Legionella a mis en évidence quelques particularités 

(figure 9). RelA est le principal producteur de ppGpp. Si le gène est muté de manière à le 

rendre non fonctionnel, le taux de ppGpp diminue nettement, sans compensation de la part 

de SpoT (126). RpoS coordonne l'expression des différents facteurs de virulence en 

réponse aux concentrations de ppGpp (5). Il agit en compétition vis-à-vis des autres 

facteurs sigma qu'il est capable de déplacer de leur liaison avec la polymérase lorsqu'il est 

exprimé en quantité importante. Ainsi, RpoS peut inhiber l'expression de trois traits 

dépendant du facteur sigma FliA chez des macrophages d'origine murine (5). RpoS 

conditionne la croissance intracellulaire chez Acanthamoeba castellanii (59). Les gènes 

relA et rpoS ne sont pas impliqué dans l'expression du système de sécrétion Dot/icm (126). 

Les traits régulés par la réponse stringente sont la présence d'un flagelle, la mobilité, 

l'évasion lysosomale, la cytotoxicité, la résistance au choc osmotique, à la chaleur, aux 

rayonnements UV et à la carence nutritive (93). 

L'homologue de spoT a été identifié dans le génome de Legionella pneumophila à partir de 

celui d' E. coli (52% d'identité, 70% de similarité). Un mutant délété pour ce gène a été 

difficilement obtenu chez E. coli mais impossible à réaliser chez L. pneumophila. Il est 

vraisemblable que ce gène soit essentiel chez L. pneumophila (126). 
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Deux autres gènes ont ensuite été décrits : letAIS et csrA. CsrA est une protéine appartenant 

à une famille de régulateurs globaux (109). Elle induit le phénotype correspondant à la 

phase stationnaire en exerçant une répression post transcriptionnelle de l'expression des 

gènes de virulence. Son mécanisme d'action repose sur l 'inhibition de la traduction. CsrA 

se fixe sur certains ARN messagers, porteurs d ' une séquence consensus voisine du site de 

fixation du ribosome. Cette liaison déstabilise le couple ribosome-ARNm et empêche la 

traduction de ce dernier (92). LetA/S est un système de régulation à deux composants. Il 

active l'expression génique de manière indirecte via certains répresseurs de la traduction 

dont CsrA. Ce binôme moléculaire induirait la synthèse d'un ARN régulateur csrB, 

capable d'empêcher la liaison de CsrA aux ARN messagers. LetA serait un inducteur fort 

de l'expression de dotA (87). 

' ' Régulation positive 

11 Régulation négative 

Interaction active 
lors de la phase de 
transmission 

Interaction active 
lors de la phase de 
réplication 

Interaction probable 

Autres signaux [acides aminés] basse .. .. .. .. 
SpoT •• •• 4 /.etA 

[ ppGpp] haute 

Le,ws/~ 
... 

CsrB RpoS 

Figure 9 . Schéma de régulation des phénotypes propres à la transmission et à la 
réplication chez Legionella pneumophila. 
En situation de carence nutritive, la faible concentration en acides aminés du milieu provoque l'augmentation 

du taux de ppGpp par l'intermédiaire de RelA. La participation de SpoT à la synthèse de ppGpp reste à 

investiguer. PpGpp induit une élévation des quantités intra-bactériennes de RpoS et de CsrB (par 

l'intermédiaire de letA/S). CsrA, favorab le à l'expression du phénotype réplicatif, voit son action inhibée par 

csrB, pendant que RpoS permet l'acquisition du phénotype de transmission. D'après Molofsky 2004 (93). 
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Travail personnel 
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1. Objectifs 

Il existe une hétérogénéité d'expression du pouvoir pathogène chez Legionella 

pneumophila de sérogroupe 1 en fonction de la souche considérée. Toutes les souches ne 

donnent pas de maladies et toutes les souches donnant des maladies n'ont pas le même 

profil épidémiologique (102; 104; 3). Au sein de ce sérogroupe, la détermination d'un 

marqueur génétique de la virulence serait intéressante. Elle permettrait de mieux 

comprendre les mécanismes impliqués dans la virulence chez L. pneumophila. D'autre 

part, il serait possible de caractériser rapidement une souche virulente en faisant appel à la 

technique de SBT. Des applications seraient alors envisageables en prévention du risque 

épidémique lors d'une contamination d'un réseau d'eau par L. pneumophila 1 ou encore en 

thérapeutique dans le développement de nouvelles cibles thérapeutiques. Les gènes mip, 

dotA et mompS, codant pour des facteurs de virulence, ont déjà été testés comme marqueur 

de la pathogénicité des souches, sans succès (20; 4). Nous proposons alors l'étude de gènes 

régulateurs de la virulence. La réponse stringente est impliquée dans le processus de 

virulence de L. pneumophila et c'est une cible de la sélection naturelle. Nous pouvons donc 

faire l'hypothèse que la variabilité des gènes impliqués dans ce mécanisme adaptatif peut 

être en lien avec les caractères bactériologiques (croissance intracellulaire) ou 

épidémiologiques (source, profil épidémiologique) des différentes souches. Pour tester 

cette hypothèse, nous allons : 

• caractériser la variabilité des gènes relA, rpoS et spoT chez L. pneumophila 1 

Philadelphia, Lens et Paris, 

• évaluer le regroupement en clusters des souches ayant des similitudes de source 

(environnementale ou clinique) ou de profil épidémiologique sur la base du 

polymorphisme des séquences nucléotidiques de relA au sein d'une sélection de 17 

souches, 

• tester un modèle de co-culture macrophagique en vue de la caractérisation 

phénotypique des souches. 
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2. Matériels et méthodes 

2.1. Etude de la variabilité des séquences des gènes 
re!A, spo T, rpoS et rpoA chez Legionella 

2.1.1. Souches bactériennes 

Le travail que nous avons réalisé repose sur 17 souches différentes. 

Tableau 1 . Souches de Legionella issues de la collection du Laboratoire de 
Bactériologie du Centre Hospitalo-Universitaire de Grenoble. 
SIU : Soins Intensifs d' Urgence ; MIB2 : Médecine Infantile B2 

Espèce-Sérogroupe-Notation Date Provenance 

L. pneumophila 5 Lp5 04/10/1995 CHU Michallon 4eme étage 

L. pneumophila 6 Lp6 13/0111998 Annecy / 

L. pneumophila 1 4 30/01/2004 CHU Michallon SIU 

5 27/08/2004 
Cil 

L. pneumophila 1 Cil Q) CHU Michallon SIU 
~ ::l - c:r 

L. pneumophila 1 6 20/10/2004 0 ....... 
CHU Michallon SIU i:: Cil ....... H -u 

L. pneumophila 1 7 03/11/2004 Voiron / 

L. pneumophila 1 8 10/11/1995 D.Villard / 

L. pneumophila 1 16 / CNRL / 

L. pneumophila 1 9* 11/12/2003 CHU La Tronche Neurologie 

L. pneumophila 1 10* 15/06/2004 ~ CH La Mure / ~ ...... 
11* 

s:: 
L. pneumophila 1 01/09/2004 Cil s CH St Egrève Le cèdre 

~ ...... ~ 

L. pneumophila 1 12* 26/02/2004 0 s:: CHU Veurey / Cil s:: 1-4 0 
1-4 

6éme étage L. pneumophila 1 13* 11103/2004 ..... CHU Michallon > s:: 
~ 

L. taurinensis / Lt* 10/06/2004 CHU La Tronche MIB2 



41 

Quatorze sont issues de la collection du Laboratoire de Bactériologie du Centre 

Hospitalo-Universitaire de Grenoble (Tableau 1). Nous avons sélectionné 11 souches de 

Legionella pneumophila de sérogroupe 1 isolées entre décembre 2003 et novembre 2004, 

plus une, plus ancienne, datant de novembre 1995. Deux Legionella pneumophila non 

sérogroupe 1 sont ajoutées au pool ainsi qu'une autre espèce de légionelle: Legionella 

taurinensis. Ces souches se répartissent en huit isolats cliniques et six isolats 

environnementaux. Pour les distinguer, les légionelles d'origine environnementale sont 

notées d'une étoile (*). 

Ces 14 souches ont été choisies de manière à obtenir une certaine variété de 

provenance. Les souches susceptibles d'être reliées épidémiologiquement ont été exclues 

de notre sélection. 

Les isolats environnementaux ont été prélevés sur des centres hospitaliers 

géographiquement distincts. 

Cinq des cas cliniques sélectionnés (tous sauf 4, 8 et 16) correspondent à des infections 

communautaires. Pour chacun, le diagnostic de légionellose a été posé au plus tard le 

deuxième jour d'hospitalisation. Ces isolats sont donc d'origine extra-hospitalière et 

vraisemblablement différents de la sélection d'isolats environnementaux hospitaliers. 

Pour les cas cliniques correspondants aux isolats 4 et 8, l'isolement bactériologique a été 

réalisé à J 15 et J 6, respectivement. Ces légionelloses sont donc potentiellement 

nosocomiales. Les patients ont transité par le même pavillon, Dominique Villard, mais les 

dates de séjours sont éloignées : 2004 et 1995 respectivement. Il est donc peu probable que 

ces souches soient identiques. Parmi les isolats environnementaux sélectionnés, aucun ne 

provient de cet établissement. 

La souche correspondant au numéro 16 a été fournie par le Centre National de Référence 

des Legionella de Lyon. Elle possède le pulsotype Paris. Les souches 9 et 11 ont été typées 

à posteriori par le CNRL. Elles possèdent toutes les deux le pulsotype Paris. 

La culture bactérienne se fait sur milieu BCYE pendant 48 heures à 37°C. Pour 

chacune des 14 souches, nous effectuons un contrôle d'espèce sur une colonie isolée par 

agglutination sur billes de latex sensibilisées (Oxoid Legionella Latex Kit®). 



42 

Trois autres souches, non cultivées, ont pu être intégrées dans ce travail. Ce sont 

trois isolats cliniques, de pulsotypes Philadelphia, Paris et Lens, entièrement séquencés par 

les équipes de Chien et al. (souche Philadelphia) et de Cazalet et al. (souche Paris et Lens) 

(24; 26). Leurs génomes sont publiés et disponibles par Internet à l'adresse suivante: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/que1y .fcgi? db= N ucleotide&itool=toolbar 

Les séquences des gènes étudiés sont extraites de cette base de données. La souche 

Legionella pneumophila Philadelphia, ATCC 33152, constitue notre souche de référence 

(26). 

2.1.2. Gènes cibles 

Nous étudions les gènes relA, spoT, rpoS, mip, dotA, acn, asd et rpoB. 

Les gènes d'intérêts sont relA, spoT, rpoS. RelA et spoT codent pour les enzymes 

productrices de ppGpp, alarmone de la réponse stringente. RpoS est un facteur sigma, 

régulé par la concentration en ppGpp et favorable à l'expression du phénotype de 

transmission. 

Pour pouvoir comparer les résultats obtenus avec des travaux antérieurs, les gènes acn, 

asd, rpoB, dotA et mip ont également été étudiés. Les gènes acn, asd et rpoB assurent des 

fonctions dites de ménage au sein de la cellule. RpoB code pour la sous-unité béta de 

l' ARN polymérase (114). Acn et asd codent respectivement pour une aconitase et une 

aspartate-béta-semialdéhyde dehydrogénase (89; 61). Les gènes mip et dotA codent pour 

des facteurs de virulence impliqués dans l'infection cellulaire, la survie et la réplication 

intracellulaire (38; 111). 

Ces huit gènes seront comparés pour les trois pulsotypes Paris, Lens et Philadelphia. RelA 

sera séquencé chez 14 souches additionnelles en raison de son caractère discriminant 

supérieur aux autres sur le plan des mutations non synonymes. 

2.1.3. Extraction de l' ADN total bactérien 

Cette extraction se fait sur deux colonies isolées d'un diamètre moyen de 5 mm 

pour chaque souche bactérienne. Les légionelles sont manipulées sous hotte PSM (Poste de 

Sécurité Microbiologique). Nous utilisons le kit QIAamp DNA Mini Kit®, commercialisé 

par Qiagen. Nous réalisons d'abord un culot bactérien pour le mettre en présence d'une 
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protéinase K une heure à température élevée (70°C). Cette enzyme lyse l'enveloppe 

bactérienne. Nous obtenons alors de l' ADN nu et des débris cellulaires en suspension. 

L' ADN est ensuite précipité par l'éthanol absolu, lavé sur filtre, re-solubilisé et conservé à 

-20°c. 

2.1.4. Amplification enzymatique de relA 

2.1.4.1. Choix des amorces 

Le gène relA a une longueur de 2205 paires de bases. Il est amplifié par fragments 

de 600 paires de bases. Cette longueur correspond à la limite de séquençage (750 paires de 

bases). Les fragments se superposent sur une longueur de 70 bases à chaque extrémité, de 

façon à ce que le séquençage soit exhaustif. La totalité de la séquence est obtenue grâce à 

l'amplification de quatre fragments. 

Pour chacun, un couple d'amorces a été choisi selon les critères suivants: 

• Absence de sites polymorphes d'après l'alignement des séquences Legionella 

pneumophila Paris, Lens et Philadelphia. 

• Longueur de 20 bases. 

• Pourcentage de G et C compris entre 40 et 60%. 

• Température de fusion (Tm)> 50°C (estimée par la formule (A+T)*2 + (G+C)*4). 

• Ecart de Tm de 5°C maximum. 

• Absence de formation d'épingle à cheveux. 

• Pas de formation de dimères d'amorces possible. 

Tableau II . Oligonucléotides (5'>3') 

Fragments Amorces sens Amorces antisens 

A1 CGT GAT AGA GCG GAT GTC GA GGC TTC GGT TGC GAG CTG TT 

A2 GTT GAT GAT GTG CGA GTT GT CCA AAA CGT CTC TT A ACC AT 

A3 TAG GAG AAA TGG GTG TGG CA CGC TCA AT A CGA AGA TCA CT 

A4 ACC TCC AGA TAC TTC AGA AC CGT CTT A TT GAG CGA ACA CA 
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2.1.4.2. Réaction d'amplification 

La PCR (Polymerase Chain Reaction) est composée de 20 cycles, précédés d'une 

dénaturation de 3 minutes à 94 °C. Un cycle est constitué de trois phases : une phase de 

dénaturation à 94 °C pendant 30 secondes, une phase d'hybridation à 50°C pendant 30 

secondes puis une élongation à 60°C à raison d'une minute par kilobase (45 secondes dans 

notre cas). Une élongation finale est prévue sur 10 minutes. 

La polymérisation est assurée par un mélange enzymatique commercialisé par 

Fermentas sous le nom High Fidelity PCR Enzyme Mix®. La Taq polymérase est associée 

à une Pfu DNA polymérase douée d'une activité 3'-5' exonucléase qui permet la 

correction extemporanée des erreurs d'incorporation nucléotidiques produite par la 

polymérase. La polymérisation ne génère alors que 5,2.10-6 erreurs par nucléotide et par 

cycle, c'est-à-dire quatre fois moins qu'une Taq polymérase seule. 

Chaque gène est amplifié en triplet. 

Le mélange réactionnel contient, dans 50 µL, 1 µM d'amorces, 0,2 mM de 

désoxynucléosides triphosphate, environ 1 µg d' ADN, 0,25µL de mix enzymatique et 5µL 

de tampon MgCh lOX. Le volume final est ajusté avec de l'eau distillée. 

Les produits PCR sont mis en évidence sur un gel d'agarose à 1,8%, révélé sous 

UV par bromure d'éthydium. La migration en parallèle d'une même quantité (5µL) du 

marqueur de poids moléculaire SmartLadder® (Eurogentec) permet de valider la pureté du 

produit, de vérifier sa longueur en paires de bases et de faire sa quantification en vue du 

séquençage. Les amplicons sont purifiés sur Montage PCR96 Plates® (Millipore). 

2.1.5.Séquençage de relA 

2.1.5.1. Principe du séquençage 

Chaque fragment génique va être ré amplifié avec de nouvelles conditions 

réactionnelles. On apporte ici des nucléotides doublement modifiés. Ils sont marqués par 

fluorescence et capables de stopper la polymérisation, grâce au retrait d'un hydroxyle sur 

leur cycle ribose. L'absence de ce résidu polaire empêche la formation du pont 

phosphodiester qui permet l'attachement des nucléotides entre eux. L'incorporation 

aléatoire de ces didésoxynucléotides permet d'obtenir des ampli cons de toutes les 

longueurs au nucléotide près. L'attribution d'un fluorochrome de couleur différente à 
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chaque nucléotide A, T, Cou G permet d'identifier la base terminale de chaque fragment. 

Une électrophorèse capillaire sur gel de polyacrylamide sépare les produits de cette PCR 

modifiée en fonction de leur taille. Ils sont détectés et caractérisés en sortie de colonne 

grâce à la fluorescence du nucléotide terminal. 

2.1.5.2. Mode opératoire 

La réaction d'amplification se fait dans un volume de 20 µL avec 2µL d'ADN, 3µL 

de 1' amorce sens ou antisens à lOµM et 4µL de CEQ Dye Terminator Cycle Sequencing 

Quick Start Kit® (Beckman Coulter). La quantité d'ADN ajoutée sera supérieure si 

l'intensité de la bande obtenue sur gel d'agarose est plus faible que celle du marqueur de 

poids moléculaire. Le mélange réactionnel est soumis à 30 cycles de température selon 

1' alternance : 20 secondes à 94 °C, 20 secondes à 50°C et 4 minutes à 60°C. Chaque 

fragment est amplifié dans les deux sens 3' -5' et 5'-3'. Les produits de séquence sont 

ensuite purifiés sur colonne de Sephadex (Sigma-Aldrich), re-suspendus dans le 

formamide pour linéariser les brins et injectés dans le capillaire. Les données obtenues par 

électrophorèse capillaire sont exploitées avec le logiciel CEQ 2000XL DNA Analysis 

System® (Beckman Coulter) version 4.3.9. Une séquence consensus est établie pour 

chaque triplet. 

2.1.6. Analyse des séquences nucléotidiques de relA 

2.1.6.1. Alignement des séquences nucléotidiques 

L'alignement des séquences est réalisé via CLUSTALW (25). 

Deux critères sont observés : le nombre de substitutions synonymes (S) et non 

synonymes (NS) portées par le gène. Seules les mutations NS peuvent engendrer un 

changement phénotypique et une seule est suffisante. 

2.1.6.2. Calcul du ratio dsfdN 

Le programme SNAP, disponible sur Internet http://www.hiv.lanl.gov/content/hiv-

db/SNAP/ permet de calculer le ratio substitutions synonymes sur substitutions non 

synonymes (98). 

Ce ratio évalue la contrainte sélective à laquelle est soumis le gène. Si sa valeur est 

supérieure à 1, les mutations synonymes sont favorisées vis-à-vis des mutations non 
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synonymes. Il y a donc une sélection négative des souches, c'est-à-dire l'élimination des 

souches porteuses d'une mutation non synonyme. Le gène est conservé. Plus la valeur du 

ratio est importante, plus le nombre de substitutions non synonymes acceptables est faible. 

Si le rapport est inférieur à 1, alors le gène subit une sélection positive, favorable au 

changement d'acides aminés (84). 

2.1.6.3. Phylogénétique 

L'enjeu de la phylogénétique est de reconstituer la généalogie d'un gène. Cet 

exercice est facile lorsque l'on connaît le processus mutationnel qui fait évoluer les 

séquences. Mais ce n'est pas souvent le cas. Il est donc nécessaire de modéliser ce 

processus en tenant compte de la probabilité de substitution pour un site et de la variabilité 

de cette probabilité sur une séquence. 

La méthode du maximum de vraisemblance propose une approche probabiliste. Pour une 

topologie d'arbre donnée, il y a maximisation de la probabilité d'obtenir les séquences 

observées sous un modèle de substitution fixé. 

Dans notre cas, il s'agit moins de réaliser une généalogie que de représenter graphiquement 

les différences et ressemblances de nos souches entre elles. 

Nous utilisons CLUSTALW pour obtenir les données sous format PHYLIP. Celles-ci sont 

alors soumises au programme fastDNAmI, une version dérivée et optimisée du programme 

DNAML issu du package PHYLIP. 11 est disponible en ligne sur Internet à l'adresse 

http://www.infobiogen.fr/services/analyseq/cgi-bin/clustalw in.pl. L'arbre phylogénétique 

est obtenu sous forme parenthésée et peut alors être lu dans le logiciel d'édition des arbres 

phylogénétiques TRIEVIEW. 

2.2. Culture de Legionella pneumophila 1 sur cellules 
THP-1 

2.2.1. Souches bactériennes 

Trois Legionella pneumophila 1 ont été testées. Ce sont les souches 16 et 12* ainsi 

qu'un isolat clinique de pulsotype Lens, fournie par le Centre National de Référence des 

Legionella de Lyon. Ce sont donc deux souches de provenance clinique et de pulsotypes 

connus d'une part et une souche non typée et d'origine environnementale d'autre part. Les 
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souches typées appartiennent à deux profils épidémiologiques différents : épidémique pour 

le pulsotype Lens et endémique pour le pulsotype Paris. 

2.2.2.Cellules THP-1 

Les cellules THP-1 sont des monocytes humains. Ils nous ont été fournis par J. L. 

Mege (Unité des Rickettsies, Marseille). Ils sont cultivés en suspension dans du RPMI 

(Roswell Park Memorial Institute) 1640 medium (lnvitrogen) supplémenté de 10% de 

sérum de veau fœtal (SVF) (Cambrex), 2 mM de L-glutamine (lnvitrogen) et 10 mM 

HEPES (Cambrex) à 37°C et une atmosphère contenant 5% de C02• 

La viabilité des cellules en culture est déterminée par la coloration au bleu de Trypan 

(Gobco). Elle est de 95%. 

2.2.3. Infection des cellules THP-1 par Legionella 

pneumophila 1 

Les monocytes sont répartis dans des plaques de 24 puits à une concentration de 105 

cellules /mL. Chaque puit contient 1 mL de suspension cellulaire. La différenciation en 

macrophages adhérents est provoquée par l'ajout de 16 nM de PMA (Phorbol-12-

Myristate-13-Acétate). Après 24 heures de contact, celui-ci est éliminé par un double 

rinçage avec du RPMI supplémenté. 

Les inoculums bactériens sont préparés à partir de culture de 48 heures sur gélose BCYE, 

suspendus dans du RPMI et ajustés à 0,5 Mac Farland soit environ 107 UFC/mL. Le RPMI 

ne permet aucune croissance bactérienne (106). 

Les macrophages sont infectés par 1 OO µL de chaque suspension bactérienne, diluée au 

dixième. Nous obtenons un ratio cellules/bactéries de 1/1. Cet ajout définit le temps HO. 

Les bactéries sont laissées au contact des macrophages pendant une heure pour permettre 

leur pénétration intracellulaire. Le tapis cellulaire est ensuite rincé délicatement avec du 

RPMI/10%SVF de façon à éliminer toute légionelle extracellulaire, non adhérente. Les 

plaques sont incubées à 37°C dans une atmosphère à 5% de C02. 

Les cellules ainsi que le milieu de culture sont récoltés par grattage et aspiration de chaque 

puit pour les temps Hl, H6, H22, H30, H46 et H53. Chaque temps est réalisé en triplet. 
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2.2.4. Quantification bactérienne 

2.2.4.1. Par la méthode des UFCs 

La numération bactérienne par la méthode des UFCs (Unité Formant Colonie) est 

réalisée pour les temps Hl, H22, H46 et H53 afin de valider les résultats obtenus en PCR. 

Les cellules sont lysées par choc thermique en passant successivement la suspension 

récoltée à -80°C dans de la carboglace puis à 37°C en bain-marie, trois fois de suite. Pour 

chaque échantillon, une série de six dilutions successives au l/lOème est réalisée (10-1 à 

10-6). Cent microlitres sont ensemencés en nappe sur gélose BCYE. Les colonies sont 

ensuite numérées à J3 et J5. 

2.2.4.2. Par PCR en temps réel 

L'ADN des légionelles est extrait de la suspension cellulaire grâce au kit QIAamp 

DNA Mini Kit® (Qiagen) selon les consignes du fabricant. Un témoin d'extraction négatif 

est associé à chaque extraction. La PCR en temps réel (PCR-TR) réalisée est celle décrite 

par Wellinghausen et al. ciblant le gène mip (macrophage infectivity potentiator) (124). 

Les amorces utilisées sont les suivantes : 

Amorce sens Lp-mip-PT69 5'-GCA TTG GTG CCG ATT TGG-3' 

Amorce anti sens Lp-mip-PT70 5'-G(CT)T TTG CCA TCA AAT CTT TCT GAA-3' 

Le fragment amplifié est de 186 paires de bases. La détection des amplicons est assurée par 

deux sondes fluorescentes et interactives selon le système de FRET (Fluorescent 

Resonance Energy Transfert) (figure 10). 

Lpneu LC 5'-LC Red 640 CCA TTG CTT CCG GAT TAA CAT CTA TGC C-phosphate-3' 

Lpneu FL 5'-CCA CTC ATA GCG TCT TGC ATG CCT TTA-fluorescéine-3' 
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Figure 10 . Le système FRET. 
Nous apportons sur l'échantillon une lumière dont la longueur d'onde,490 nm, co1Tespond à l'énergie 

d'excitation de la fluorescéine. A. En phase d'élongation, l'ADN est bicaténaire et les sondes sont libres. La 

fluorescéine, excitée, réémet immédiatement avec une longueur d' onde qui lui est propre (520 nm). B. En 

phase d' hybridation, les sondes sont fixes, sur l' ADN monocaténaire, les fluorochromes sont en vis-à-vis. Il y 

a alors successivement excitation de la fluorescéine, transfert de son énergie d'émission vers le LC Red 640, 

excitation du LC Red 640 et émission d' une fluorescence par ce dernier (Â. = 640 nm). L'intensité de cette 

fluorescence est mesurée. Elle est proportionnelle à la quantité d' ADN monocaténaire en présence dans 

l'échantillon. 

Le système FRET permet de suivre en temps réel l'évolution de la quantité d'ADN dans 

l' échantillon par le biais de la fluorescence. L'élévation de la fluorescence est d'autant plus 

précoce que la quantité initiale d'ADN est importante. Le temps T pour lequel la 

fluorescence franchit un seuil d ' intensité donné correspond à une concentration initiale C 

d'ADN. Cette correspondance TIC est établit grâce à la préparation d'une gamme 

d'étalonnage. 

Le mélange réactionnel est composé de 0,5 µM de chaque amorce, 0,2 µM de 

chaque sonde d'hybridation, 4 mM de MgCh, 2 µL de Fast Start Master Hybridization 

Probes® (Roche Diagnostic), 4,6 µL d'eau distillée et 5 µL d'ADN extrait pour un volume 

final de 20 µL. 

L'ADN est dénaturé par chauffage à 95°C pendant 8 minutes puis amplifié via l'alternance 

de trois conditions réactionnelles pendant 45 cycles : dénaturation 10 secondes à 95°C, 

hybridation des amorces et sondes 10 secondes à 57°C et élongation 15 secondes à 72°C. 
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Un contrôle négatif est réalisé en remplaçant l'extrait d'ADN par de l'eau distillée certifiée 

sans ADN. Une gamme d'étalonnage et un contrôle positif sont établis à partir de l'ADN 

génomique de Legionella pneumophila Philadelphia ATCC 33152. 

2.2.5. Statistiques 

La comparaison des concentrations moyennes observées après 53 heures de culture 

sur cellules a été réalisée grâce au test de Student-Fischer, adapté au travail sur de petits 

échantillons. Il est admis que les échantillons sont répartis selon une loi normale et les 

variances sont supposées égales. Cette dernière hypothèse est vérifiée par le test de 

Snédécor pour les couples de souches 12/Paris et Lens/Paris. 

On calcule alors sur l'ensemble des échantillons, une estimation unique s 2 de la variance 

commune Œ 2 selon la formule suivante: 

m est la moyenne des concentrations observées à 53 heures de croissance et n le nombre de 

mesures faites de cette concentration. x désigne chaque mesure effectuée. Les couples 

d'indices A et i et B etj correspondent aux souches, qui sont comparées deux à deux. 

La comparaison des moyennes pour chaque couple de souches s'appuie sur la valeur de t, 

définie telle que : 

t= 

Sa valeur seuil est lue dans la table de t pour un risque de 5%. La comparaison des deux 

méthodes de quantification, PCR et dénombrement des UFCs, est réalisée grâce au logiciel 

STATVIEW. 
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3. Résultats 

3.1. Variabilité des gènes re!A, spoT, rpoS, acn, asd, 
rpoB, mip et dotA au sein des souches L. 
pneumophila 1 Philadelphia, Paris et Lens. 

A partir des génomes publiés des souches L. pneumophila 1 Philadelphia, Lens et 

Paris, nous avons réalisé l'alignement de trois gènes liés à la réponse stringente, relA, spoT 

et rpoS, de deux gènes codant pour des facteurs de virulence, mip et dotA, et de trois gènes, 

impliqués dans des fonctions dites de ménage, rpoB, acn et asd. La souche de référence est 

L. pneumophila 1 Philadelphia (tableau III). 

Tableau III . Résultats de l'alignement des gènes rpoB, acn, asd, mip, dotA, relA, rpoS 
et spoT pour les trois souches L. pneumophila 1 Philadelphia, Lens et Paris. 
Lp 1 : L. pneumophila 1 ; SP : sites polymorphes ; S : mutations synonymes ; NS : mutations non 

synonymes ; ds/dn : ratio calculé selon la méthode Nei Gojobori (98). 
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Les gènes d'intérêt, relA, spoT et rpoS, portent respectivement 54, 55 et 24 sites 

polymorphes. Chaque souche possède un allèle qui lui est propre pour les trois gènes. 

Leurs taux de mutation sont homogènes et compris entre 2,3% pour rpoS et 2,6% pour 

spoT. RelA et rpoS possèdent quatre mutations non silencieuses contre une pour spoT. Les 

mutations NS sont portées par les 200 premières bases pour le gène rpoS, alors qu'elles 

sont dispersées pour le gène relA (figure 11). 

A. B. 
25 

·ndels 
30 

20 nai11yn 

yn 

15 20 

10 

10 

5 

0 0 
0 100 200 300 0 200 400 600 800 

Figure 11 . Nombre de mutations cumulées synonymes et non synonymes codon par 

codon, pour les souches Lens, Paris et Philadelphia. 
A : gène rpoS ; B : gène relA. En rouge, les mutations synonymes, en vert, les mutations non synonymes. Les 

gènes spoTet rpoA ne portent qu'une mutation non synonyme et ne sont donc pas représentés ici. 

Pour le gène relA, les trois souches Lens, Paris et Philadelphia portent des mutations non 

synonymes qui leur sont propres (tableau IV). Les mutations touchant les codons 11 et 12 

sont à la faveur d'un résidu hydrophobe. La substitution d'une praline par une alanine en 

12 élimine un angle dans la chaîne polypeptidique. En 174, la réactivité des acides aminés 

inter-changés reste proche. Il y a toutefois une augmentation de l'encombrement stérique. 

En 567, une thréonine devient une alanine. Un constituant hydroxylé, hydrophile est donc 

remplacé par un acide aminé hydrophobe. 

Pour le gène rpoS, les souches Lens et Paris possèdent les mêmes mutations non 

synonymes bien que les allèles soient différents . Les acides aminés 4, 24 et 32 sont 

substituées sans altération de la réactivité du site. C'est la longueur des chaînes latérales 
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qui est modifiée. En 54, la tyrosine, hydrophile, est changée contre une alanine, 

hydrophobe. 

Pour le gène spoT, seule la souche Lens se distingue sur le plan des mutations non 

synonymes. Un acide aspartique est remplacé par une glycine au site 555. Il y a donc perte 

du caractère acide du résidu et diminution de l'encombrement stérique sur ce site. 

Tableau IV. Description des substitutions d'acides aminés mises en évidence pour les 
gènes relA, rpoS et spoT lors de la comparaison des souches L. pneumophila 1 Lens et 
Paris à la souche de référence L. pneumophila 1 Philadelphia. 
P : proline ; A : alanine ; V : valine ; 1 : isoleucine; T : tyrosine ; M : méthionine ; D : acide aspartique ; E : 

acide glutamique ; G : glycine 

rel A rpoS spoT 

P 12 A 
L. pneumophila 1 Lens V 1741 D4E D 555 G 

T567 A E 24 D 
V 321 

L. pneumophila 1 Paris T 11 M T 54 A 

Les gènes codant pour les facteurs de virulence mip et dotA portent respectivement 

11 et 624 sites polymorphes (tableau III). Leurs taux de mutations sont très différents : 

19,8% pour dotA et 1,6 pour mip. Nous dénombrons 164 mutations non synonymes chez 

dotA contre 0 pour mip. 

Les gènes acn, asd et rpoB, impliqués dans des fonctions dites de ménage, portent 

respectivement 83, 23 et 128 sites polymorphes (tableau III). Ils ont un taux de mutations 

homogènes compris entre 3, 1 pour acn et rpoB et 2,2 pour asd. Nous dénombrons 2, 7 et 

14 mutations non synonymes pour asd, rpoB et acn respectivement. 

Le rapport ds/dn informe sur la nature de la pression de sélection subie par les 

gènes (tableau III). Parmi les quatre gènes de la réponse stringente et pour les 3 souches 

étudiées, rpoS apparaît comme le moins conservé avec un ratio à 12,8. Si le calcul est 

réalisé séparément sur les 200 premières bases de rpoS d'une part puis sur la partie restante 

d'autre part, nous observons que ce gène est composé d'une zone soumise à une sélection 
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négative des mutations et une autre pour laquelle il n'existe pas de fortes contraintes. SpoT 

présente des contraintes protéiques vraisemblablement importantes et ne tolère qu'un faible 

nombre de substitutions non synonymes. Son ratio ds/dn est de 143,9. RelA subit une 

pression sélective négative d'intensité intermédiaire (ds/dn = 69,7). Les gènes mip et dotA 

ont respectivement un ratio de 36,8 et 2,1. Les gènes dits de ménage se caractérisent par un 

ratio intermédiaire, moins élevé que spoT mais plus fort que dotA. Leur polymorphisme est 

donc à rapprocher de celui des gènes relA, rpoS et mip. 

3.2. Distribution allélique du gène re/A au sein d'une 
sélection de 17 souches de Legionella. 

Aucune zone de mutation préférentielle n'est mise en évidence par l'alignement des 

souches Paris, Lens et Philadelphia. Nous nous intéressons donc à la totalité du gène. 

Nous dénombrons 83 sites polymorphes et huit allèles différents pour les 17 

souches testées (Tableau V). La séquence de la souche de référence, L. pneumophila 1 

Philadelphia, constitue l'allèle A. Les allèles de A, B, C et G sont représentés par une 

souche unique (L. pneumophila 1 Philadelphia, L. pneumophila 5, L. pneumophila 1 Lens 

et l'isolat 10*, respectivement). L'allèle D regroupe les souches 8 et 13*. L'allèle F 

comprend L. taurinensis et L. pneumophila 6. L'allèle E est le plus représenté, avec les 5 

souches 4, 5, 6, 7 et 12*. La souche Paris et les isolats 9*, 11*et16 portent l'allèle H. 

Une seule mutation non synonyme supplémentaire est décrite. Elle touche le site 

2077, soit le codon 692. Une glutamine est incorporée à la place d'une histidine. Il y a 

donc perte du caractère basique et du cycle imidazolé. Les allèles A, B et E ne possèdent 

aucune mutation NS. L'allèle H porte une seule mutation, NS en 32. Les allèles F et G 

possèdent 2 mutations NS en 32 et 2077. Enfin, les mutations NS 34, 520 et 1699 sont 

spécifiques de l'allèle C, soit L. pneumophila Lens. 

Le taux de mutation du gène est alors de 3,8%. Le ratio ds/dn augmente de 69,7 à 

85,9. 

Nous observons que les allèles F, G et H sont très proches. Les allèles F et H sont 

identiques jusqu'à 1022 paires de bases. L'allèle G diffère alors d'une seule mutation. Les 

trois sont porteurs de la mutation NS 32. Aux bases 1023 et 1188, l'allèle G est 

superposable à l'allèle H. C'est l'allèle F qui se différencie. Les trois allèles sont ensuite 
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identiques de la base 1189 à la 1889. De 1890 à 2104, les allèles F et G sont similaires 

mais H varie. Cette structure en mosaïque évoque une certaine mobilité génique pour les 

souches appartenant à ces trois allèles (Paris, 9*, 11 *, 16, 1 O*, L. pneumophila 6.et L. 

taurinensis) 

Les souches L. pneumophila 6 et L. taurinensis possèdent la même séquence 

allélique, F. RelA ne permet donc pas de faire une distinction d'espèce. 

La distribution des allèles de relA ne permet pas de différencier les souches 

environnementales des souches cliniques. Sur les huit allèles identifiés, quatre regroupent 

les deux types d'isolats. L'allèle D est présent chez la souche 13* isolée en milieu hydrique 

et la souche 8 isolée chez un patient. L'allèle E rassemble quatre souches cliniques (4 à 7) 

et la souche environnementale 12*. L'allèle H comprend les deux souches endémiques 

Paris et les souches 9* et 11 *.Enfin, l'allèle F réunit L. taurinensis* et une L. pneumophila 

6 isolée chez un patient. Les quatre autres allèles sont représentés par une seule souche. 

Trois sont portés par des isolats cliniques (A : L. pneumophila 1 Philadelphia; B : L. 

pneumophila 5 ; C : L. pneumophila 1 Lens). 

Chaque pulsotype possède un allèle qui lui est propre. Les souches 9* et 11 * ont été 

typées à posteriori. Ce sont des pulsotypes Paris. 

Notre sélection de souches nous permet de distinguer deux profils 

épidémiologiques différents. Les quatre souches endémiques Paris portent l'allèle H. Les 

souches Philadelphia et Lens, épidémiques, ont des allèles différents A et C. RelA ne 

permet pas de regrouper les souches épidémiques au sein d'un même allèle. 

Nous pouvons étudier la relation de ces deux allèles grâce à la réalisation d'un arbre 

phylogénétique (Figure 12). Tous les allèles sont représentés. Les allèles composites F, G 

et H sont réunis sur une extrémité. Cela concorde avec leur structure génique, décrite ci-

dessus. Les allèles B et C semblent également liés. Les autres allèles sont en revanche très 

dispersés. Ainsi, les deux allèles A et C des souches épidémiques Philadelphia et Lens sont 

éloignés et on peut conclure que relA ne permet pas de relier ces deux souches de même 

profil épidémiologique. 
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A Phi C CTTTCGTTTACGCCCTCTAGGGTGCCTATACCTTGATACTA G CGCGACTCGTTTATCGGATT C AATAGTA CC TT T A CTT A CG 

B Lp5 T T T cc AG G c GTGGC AC G T CCG T 

c Lens 1111 T T c T T T IA1 c A G T G A C G G G G T G G clalA G T CG T 

D 8 c T A C T C T c c T G T c A A A T G A G T G T A 

13• c T A C T C T c c T G T c A A A T G A G T G T A 

4 T T G T T C c A T T C C G A G T G C C T A T G AC GA c C GT 

E 5 T T G T T C c A T T C C G A G T GC C T A T G AC GA c C GT 

6 T T G T T C c A T T C C G A G T G C C T A T G AC G A c C GT 

7 T T G T T C c A T T C C G A G T G C C T A T G AC GA c C G T 

12' T T G T T C c A T T C C G A G T G C C T A T G AC GA c CGT 

F Lp6 ,. c c T C C TC G A c T G CC c G T G T A G T C c G T G A G p C G T 

LI' , c c T C C TCG A c T G CC c G T G T A G T C c G T G A G G C G T 

G 10· , c c T C C T TC G A c T G CC c G T GA TA G c c G T G A G G C G T 

16 T c c TC C TC G A c T G CC c G T GA TA G c c G T G A G c CGT G T 

H 11' T c c T C C TC G A c T G CC c G T GA TA G c c G T G A G c CG T G T 
g• , c c T C C TC G A c T G CC c G T GA TAG c c G T G A G c C GT G T 

Paris 1 c c T C C TC G A c T G CC c G T G A TAG c c G T G A G c CGT G T 

Tableau V . Ensemble des mutations observées sur les 17 souches de Legionella. 
Les mutations non synonymes sont en bleu foncé. Phi : l. pneumophila Phi ladelphia; Lt: l. taurinensis; * : souches environnementales. 
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Figure 12 . Arbre phylogénétique construit par la méthode du maximum de 
vraisemblance à partir des séquences des huit allèles décrits pour relA. 
Les lettres majuscules correspondent aux allèles. 

Allèle A : souche L. pneumophila 1 Philadelphia 

Allèle B : souche L. pneumophila sérogroupe 5 

Allèle C : souche L. pneumophila 1 Lens 

Allèle D : souches L. pneumophila 1 8 et 13* 

Allèle E: souches L. pneumophila 14à7et12* 

Allèle F : souches L. pneumophila 6 et L. taurinensis 

Allèle G : souche L. pneumophila 1 1 O* 

Allèle H : souches L. pneumophila 1 Paris, 9*, 11 * et 16 
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3.3. Comparaison des souches Legionella pneumophi/a 1 
Lens, Paris et 12* sur co-culture macrophagique 

La cinétique de croissance des trois souches Lens, Paris et 12* est réalisée grâce à 

la PCR quantitative en temps réel. Les données obtenues sont représentées par le graphe ci-

dessous (figure 13) et reportées en annexe 1. 

l ,OE+07 -.--------------------. -*"- Souche 12* 

-llE- Souche Paris 

-- Souche Lens 
l ,OE+06 -

l ,OE+05 -

l,OE+04 

l ,OE+03 -'----------.---------' 
25 49 

Temps en heures 

Figure 13 . Cinétique de croissance des trois souches L. pneumophila 1 Lens, Paris et 
12* sur co-culture macrophagique de type THP-1. 
Les bactéries en présence ont été quantifiées aux heures Hl , H6, H22, H30, H46 et H53 par PCR en temps 

réel. 

Les souches Lens et 12* ont une cinétique parallèle. Leur charge bactérienne 

diffère d'un log d' une manière quasi constante, en faveur de la souche Lens. La souche 

Paris a une croissance plus douce et rejoint la souche 12* à H53. 
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Tableau VI . Comparaison des inoculums, de la pénétration intracellulaire, de la 
croissance et de la concentration bactérienne finale des trois souches L. pneumophila 
1 Lens, Paris et 12* en co-culture macrophagique de type THP-1. 

12* Paris Lens 

lnoculum bactérien en copies par ml 3,36E+06 7,02E+06 5,20E+06 

Pourcentage de bactéries adhérentes ou intracellulaires à 1 h 0,1% 1,6% 0,4% 

Croissance bactérienne 313 15 203 

Concentration bactérienne à H53 1,26E+06 1,96E+06 4,56E+06 

Les inoculums des trois souches sont du même ordre de grandeur (tableau VI). 

L'adhérence et la pénétration bactérienne à 1 heure sont meilleures pour la souche Paris 

que pour les souches Lens et 12*. Le pourcentage de bactéries capables au moins d'adhérer 

est de 1,6% pour la souche Paris contre 0,1et0,4% pour les souches Lens et 12*. 

En point final, les concentrations bactériennes obtenues à H53 sont du même ordre de 

grandeur pour les souches Paris et 12*: 1,72.106 et 1,26.106 respectivement. La 

concentration de la souche Lens est significativement supérieure avec une valeur de 

4,56.106 copies par mL (t = 5,4; a= 5%; ddl = 4). 

La croissance bactérienne est faible pour la souche Paris. La concentration initiale est 

multipliée par un facteur 15 au temps H53. Pour les souches Lens et 12*, le facteur 

multiplicatif est de 203 et 313, soit du même ordre de grandeur. Leur croissance est par 

contre nettement supérieure à celle de Paris. 

Pour valider l'utilisation de la PCR-TR en temps que technique de quantification, 

les points Hl, H30, H46 et H53 ont été contrôlés avec la technique de référence, le 

dénombrement des UFCs (Annexe 2). On observe un log d'écart entre les déterminations 

de la charge bactérienne par PCR ou méthode des UFCs. La corrélation des points est 

testée grâce au logiciel STATVIEW (Annexe 3). La qualité de cette corrélation est donnée 

par le coefficient R2
• Elle sera d'autant meilleure qu'il sera proche de 1. 

Les valeurs de R2 sont comprises entre 0,86 (Lens) et 0,97 (Paris). Elles confirment que la 

PCR en temps réel donne des résultats concordants avec la technique de référence qui est 

le dénombrement des UFCs et valident son utilisation dans cette étude. 
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Discussion 
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Le sérogroupe 1 de Legionella pneumophila est responsable de 96% de 

légionelloses (35). Toutefois, certaines L. pneumophila 1, largement répandues dans 

l'environnement, ne provoquent que rarement des légionelloses (104). D'autres souches 

sont épidémiques (102). Le sérogroupe 1 est donc hétérogène sur le plan du pouvoir 

pathogène. Les différences de virulence qui existent entre souches ont vraisemblablement 

un support génétique. L'évolution du pouvoir pathogène peut par exemple, correspondre à 

l'acquisition de nouveaux gènes ou à la perte ou la modification de gènes préexistants 

(113). Les génomes obtenus pour de nouvelles souches, L. pneumophila Lens et Paris, 

permettent d'investiguer sur la variabilité significative de certains gènes (24). Ces 

légionelles présentent une certaine mobilité génétique, médiée par deux plasmides, et 13% 

de polymorphisme. Ces différences génomiques concordent avec une divergence de profil 

épidémiologique : la souche Lens est épidémique, la souche Paris, endémique. Dans ce 

contexte, il est intéressant de chercher à établir une corrélation entre variabilité génétique 

et variabilité phénotypique. 

Deux études ont déjà testé le caractère discriminant du polymorphisme de certains 

gènes vis-à-vis de la virulence. La première date de 2002 et porte sur les gènes dotA et mip 

(20). Ces deux gènes sont impliqués dans l'infectivité, la multiplication et la survie 

intracellulaire de L. pneumophila. Le séquençage de ces deux gènes est appliqué à 17 

souches, de source environnementale ou clinique, recouvrant les sérogroupes 1 à 14. Les 

isolats d'origine clinique sont assimilés à des souches virulentes. DotA montre une 

variabilité quatre fois supérieure à celle de mip. Les clusters déterminés par étude 

phylogénétique d'après les séquences des deux gènes, ne correspondent ni aux 

sérogroupes, ni à la source clinique ou environnementale de la souche. La deuxième étude 

à été publiée en janvier 2005 ( 4 ). Elle est réalisée sur un pool de 175 souches Legionella 

pneumophila 1. La technique utilisée est le SBT. Trois gènes «ménage», acn, asd et rpoB, 

codant respectivement pour une aconitase, l'aspartate-béta-semialdéhyde deshydrogénase 

et la sous unité béta del' ARN polymérase, et deux gènes, mip et mompS, impliqués dans la 

virulence, sont séquencés. Le pool de souches comprend 150 isolats cliniques et 25 

environnementaux. Les souches cliniques sont caractérisées sur le plan épidémiologique 

comme étant épidémiques, endémiques ou sporadiques. La virulence des souches est 

appréciée par les critères de source et de profil épidémiologique des isolats. 
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Il ressort de cette étude que le polymorphisme des gènes choisis ne permet pas de séparer 

les souches sur les deux critères retenus. 

Les résultats obtenus en SBT sont directement dépendants du choix des gènes. En 

effet, cette technique donne une information, non plus globale comme la technique de 

PFGE, mais précise et limitée. Les mécanismes de virulence chez L. pneumophila sont de 

mieux en mieux décrits et il apparaît que la pathogénicité d'une souche est complexe et 

plurifactorielle ( 119). Il est donc intéressant d'étudier les gènes régulateurs de cette 

virulence . 

. Les gènes de la réponse stringente, relA, rpoS et spoT, sont impliqués dans l'adaptation de 

la bactérie à son environnement. Régulateurs globaux, ils sont la cible préférentielle de la 

sélection naturelle. Leur effet pléiotrope fait qu'une faible variation de séquence peut 

engendrer des changements phénotypiques importants. Ce sont des générateurs de diversité 

microbienne. Ils participent ainsi à l'amélioration de la performance des bactéries au cours 

de l'évolution (32). Chez L. pneumophila, la réponse stringente régule l'expression du 

phénotype de virulence (60; 5). Les gènes qui y participent sont donc des candidats 

intéressants pour séparer les souches sur des critères de virulence par la technique du SBT. 

Les gènes relA, spoT, rpoS, mip, dotA, asd, acn et rpoB sont alignés pour les 

souches Philadelphia, Lens et Paris. Pour caractériser le polymorphisme des gènes 

impliqués dans la réponse stringente, nous nous sommes intéressés au ratio ds/dn, à la 

distribution des mutations non synonymes, à celle des allèles et aux structures géniques 

observées. 

Le ratio ds/dn, introduit par Nei et Gojobori, permet de définir si les mutations présentes 

sont la résultante d'une sélection ou bien de la dérive génétique (84). Il renseigne 

également sur la nature de la sélection, positive ou négative. Une sélection négative 

correspond à l'élimination de toute souche porteuse de mutations NS. C'est le cas lorsqu'il 

existe une forte contrainte protéique. La séquence peptidique ne peut pas être modifiée 

sans que la fonction associée soit altérée. Or il est peu probable qu'une mutation se fixe 

dans une population lorsqu'elle a des effets délétères. Inversement, la sélection est positive 

si une mutation NS favorise les individus qui la présentent. Dans ce cas, la probabilité 

qu'elle se fixe dans une population est importante (84). L'alignement de dotA, mip, acn, 

asd et rpoB nous permet de comparer nos résultats à ceux déjà publiés (tableau VII). Nous 
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observons qu'il y a autant de variabilité entre les souches L. pneumophila Lens, Paris et 

Philadelphia que dans une population de plus de 10 souches pour les gènes acn, relA, dotA 

et mip (20; 4). Ce n'est pas vrai pour rpoB et asd (4). L'augmentation du nombre de 

séquences comparées permet d'observer un plus grand polymorphisme. 

Tableau VII . Revue bibliographique des données disponibles sur les gènes séquencés 

à ce jour chez L. pneumophila. (20; 73; 4; 50). 
Lp: L. pneumophila; maj : majoritaire; Sl : côté 5' du gène rpoS; S2: côté 3' du gène rpoS. 

0:::-
rn ~ 
Q) en en Cïi c 'Ol Cil c 

~ ~ 'li) ..c 0 
en .l!l Cil rn e- ~ c en "O Cil en 'Cil 

Q) 0 :5 c 
'Cil 0) ~ E 0 "§ 1/) 
'li) Cil E 

~ 
Q) 

rn ..c :i (ij >. .0 0 
Cil .l!l 0 "O 'o Ci Cil 0 c 
c :i a. "O ë5' [!? en 0 '.3 E ,Q) Cil en [!? en Q) 0 'Ol 0 0 Cil .0 Cil 0) Cil :w ,Q) Cil :i E :t: ~ "O ëii a. "O 0) en z a: en [!? c 0 [!? w .3 z Cil Q) 0 .0 "O 0 .0 

E [!? :i E ~ 0 0 a: 0 .0 o.. z z E 
0 z 

mip Lp1à14 17 233 39,5 Bumbaugh 2002 

mip Lp1à14 5 233 58,0 Bumbaugh 2002 

mip Lp1 3 708 3 11 1,6 0 36,8 Notre étude 

mip Lp1 maj 105 402 13 12 3,0 Gaia 2005 

miv Lo1 179 402 15 14 3,5 3 NA Aurell 2005 

dotA Lp1à15 15 2949 645 21,9 9,7 Ko 2003 

dotA Lp1à14 5 1063 8,5 Bumbaugh 2002 

dotA Lp1 3 3147 3 624 19,8 157 2,1 Notre étude 

asd Lp1 179 473 15 19 4,0 3 1,3 Aurell 2005 

asd Lp1 3 1023 3 23 2,2 2 25,9 Notre étude 

asd Lo1 mai 105 473 13 35 7,4 Gaia 2005 

acn Lp1 179 427 17 22 5,2 6 18,8 Aurell 2005 

acn Lp1 3 2676 3 83 3,1 14 19,3 Notre étude 

rpoB Lp1 179 419 14 26 6,2 8 1,4 Aurell 2005 

rpoB Lp1 3 4107 3 128 3,1 7 55,7 Notre étude 

re/A Lp1 maj 17 2205 8 83 3,8 5 85,9 Notre étude 

re/A Lp1 3 2205 3 54 2,5 4 69,7 Notre étude 

SPOT Lp1 3 2148 3 55 2,6 1 143,9 Notre étude 

rpoS global Lp1 3 1026 3 24 2,3 4 12,8 Notre étude 

81 Lp1 3 162 1,9 Notre étude 

82 Lp1 3 879 43,7 Notre étude 
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Parmi les trois gènes de la réponse stringente, le gène le moins contraint correspond au 

facteur sigma, rpoS (ds/dn = 12,8). Il subit une sélection négative de faible intensité. La 

concentration des mutations non synonymes en début de gène permet de définir deux zones 

distinctes. La première, constituée des 162 premières bases, possède un ratio ds/dn de 1,9. 

Cela traduit pour cette portion de gène une quasi absence de sélection des mutations NS. 

Ce faible niveau de contrainte se retrouve chez d'autres gènes. Aurell et al. montrent que 

les gènes «ménage» rpoB et asd présentent des ratios ds/dn de 1,42 et 1,29 

respectivement ( 4 ). La partie S 1 de rpoS subirait donc une pression de sélection analogue à 

celle qui s'applique aux gènes «ménage», assimilée à une simple dérive génétique (ds/dn 

proche de 1). Le fragment Sl correspond à la partie N-terminale de la protéine. Chez L. 

pneumophila, la fonction de cette protéine n'est pas connue. Chez E. coli, elle est 

impliquée dans la dégradation de RpoS (118). Toutefois, il est montré que ce fragment 

n'est pas essentiel à la fonction protéique du facteur sigma in vivo (103). La deuxième 

partie de rpoS, notée S2, présente un polymorphisme bien moins important. Son ratio ds/dn 

est de 43,7 signe un phénomène de sélection négative en faveur de la conservation de la 

séquence. 

SpoT possède un ratio ds/dn très élevé. Il y existe donc une forte contrainte protéique, 

défavorable à toute variabilité. Cette observation fait écho aux travaux de Zusman et al. : 

les échecs répétés de la construction d'un mutant L. pneumophila délété pour spoT 

désignent ce gène comme étant un gène essentiel au bon fonctionnement cellulaire (126). 

RelA montre une variabilité intermédiaire (ds/dn = 69,7 ). Les observations faites ici sur la 

variabilité des gènes de la réponse stringente sont tout à fait compatibles avec celles 

rapportées lors des études d'évolution expérimentale chez E. coli. Les gènes impliqués 

dans la réponse stringente sont l'objet d'une pression de sélection importante lors de 

l'évolution adaptative. On retrouve ici des ratios ds/dn élevés pour les trois gènes. Toute 

mutation NS dont l'effet est délétère est éliminée (ds/dn > 1). Celles qui ont été conservées 

sont donc neutres ou bénéfiques. Chez E. coli, il a été montré que spoT est le support d'une 

mutation bénéfique acquise au cours de l'évolution (32). 

La distribution des mutations non synonymes des gènes relA, rpoS et spoT entre les 

trois souches Lens, Paris et Philadelphia est décrite par le tableau IV. Nous observons qu'il 

est possible de différencier ces légionelles par leur profil de mutations non synonymes 

chez relA. Chaque isolat possède une séquence peptidique qui lui est propre. Cette 
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diversité signe l'évolution divergente des trois souches. L'arbre phylogénétique permet de 

la visualiser. Il faut également souligner l'originalité de la souche Lens qui porte, de 

manière spécifique, trois des cinq mutations non silencieuses décrites pour relA et 17 

isolats. 

Les similitudes de séquences de relA pour les allèles F, G et H avec une structure 

en mosaïque montrent que la recombinaison joue un rôle dans la genèse de nouveaux 

allèles chez L. pneumophila. Ce phénomène est également décrit sur les gènes dot/icm, 

impliqués dans les systèmes de sécrétion bactérienne (74). 

Le gène relA est un gène pléiotrope, mutés chez les souches Lens et Paris et soumis 

à une sélection négative des mutations. Nous l'avons séquencé sur une sélection de 14 

isolats pour tester son pouvoir discriminant vis-à-vis de la virulence. Dans un premier 

temps, nous avons choisi la source et le profil épidémiologique des souches comme critères 

de virulence. La comparaison des séquences obtenues permet de définir huit allèles. La 

distribution allélique ne respecte ni l'espèce ni le sérogroupe (20; 75). Elle ne permet pas 

de séparer les souches selon la source de leur isolement : clinique ou environnementale. 

Vis-à-vis des profils épidémiologiques, nous observons que les souches épidémiques 

portent des allèles différents. L'étude de leur relation phylogénétique montre qu'ils 

n'appartiennent pas non plus à un même cluster. Dans ce cas, nous pouvons conclure que 

relA ne permet pas de regrouper deux souches épidémiques au sein d'un même allèle et 

n'est donc pas marqueur du profil épidémiologique des souches. Nous observons 

cependant une parfaite corrélation des allèles avec le typage par électrophorèse en champ 

pulsé. Toutes les souches possédant l'allèle H se sont révélées être du type Paris en 

électrophorèse en champ pulsé. 

Parallèlement à ce travail, nous avons tenté de développer un modèle de co-culture 

sur macrophages dérivés de cellules THP-1. L'objectif est de caractériser les souches 

étudiées par leur phénotype in vitro et d'obtenir un troisième critère de virulence, non lié à 

l'épidémiologie (113). En effet, les deux critères de virulence testés ci-dessus présentent 

certaines limites. La source d'isolement d'une souche n'est pas exactement représentative 

de sa pathogénicité. Legionella n'étant pas transmissible de personne à personne, les 

souches virulentes se trouvent dans l'eau avant d'infecter l'homme. Le pool des souches 
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environnementales peut donc contenir des souches virulentes. Par ailleurs, le 

déclenchement d'une légionellose chez un patient est la somme de différents facteurs: 

l'importance de l'aérosolisation du bacille, la sensibilité de la personne exposée et la 

virulence de la légionelle. Par conséquent, une souche peu virulente mais largement 

diffusée sous forme d'aérosols sur une population sensible pourrait provoquer une 

épidémie. Sous cet aspect, un isolat clinique, même épidémique, ne serait pas forcément 

plus virulent qu'un autre. Il apparaît donc important de pouvoir mesurer la virulence 

intrinsèque d'une souche. 

La mise en place d'un modèle cellulaire nécessite de prendre en compte de nombreux 

paramètres. L'utilisation d'un milieu gélosé produit une population hétérogène. Le milieu 

liquide génère une population homogène et permet de contrôler la nature de la phase de 

croissance, exponentielle ou stationnaire, en jouant sur la turbidité de la suspension 

bactérienne (93). Le phénotype microbien est sous la dépendance du nombre de repiquages 

subits par la souche, du temps de culture préalable au test, et de la nature du milieu de 

culture. Alli et al. montre que cytolyse et cinétique de croissance, mesurées pour une 

même souche, ne donnent pas des résultats concordants permettant d'apprécier la virulence 

de l'isolat (2). 

Nous avons choisi de travailler sur des macrophages dérivés des cellules monocytaires 

THP-1, particulièrement robustes et simples d'utilisation (120). La PCR en temps réel est 

utilisée ici en parallèle avec la méthode des UFCs pour validation. Son utilisation 

permettrait de réduire le temps de manipulation nécessaire à la quantification bactérienne. 

Ce moyen de quantification d'un inoculum bactérien intracellulaire a déjà été utilisé avec 

succès dans plusieurs études (108; 106). Nous montrons ici qu'il existe une bonne 

corrélation entre les deux méthodes de quantification. 

Dans notre modèle, la souche Paris a l'inoculum initial le plus fort, la pénétration 

intracellulaire la plus importante et la croissance la plus faible. Pour autant, elle atteint une 

concentration finale proche de celle de la souche 12* dont l'inoculum est faible et la 

croissance forte. Il est probable que les trois cinétiques soient soumises à un effet inoculum 

important. Lorsque celui-ci est fort, la saturation du milieu est rapidement atteinte et freine 

la croissance. Lorsqu'il est faible, le milieu reste plus longtemps favorable à une croissance 

forte. Quelle que soit la croissance, la concentration atteinte est du même ordre de grandeur 

pour les souches Paris et 12*. Il existe par contre une différence significative pour un 

risque d'erreur de 5% entre la concentration finale de la souche Lens et celle de la souche 
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Paris. Cette observation pourrait être un marqueur de la plus grande virulence de la souche 

Lens, épidémique, par rapport à la souche Paris, endémique. 

Notre modèle doit cependant être mieux standardisé. Il est notamment nécessaire d'évaluer 

la reproductibilité de cette expérience en variant les inoculums. La mise en place d'un 

modèle de mesure de la virulence devra faire l'objet d'une étude à part entière. 

La réponse stringente est un modèle largement exploré sur le plan moléculaire (78; 

62; 119; 93). Toutefois, ce travail constitue la première étude sur la variabilité des gènes 

impliqués dans la réponse stringente, relA, rpoS et spoT. Il permettra de compléter les 

séquences-types (ST) que Gaia et al. assignent à chaque souche étudiée par SBT (51). En 

complétant ainsi cette base de données, nous participons à l'optimisation de la technique de 

typage épidémiologique proposée par cette même équipe (50). Pour l'instant, le nombre de 

gènes à séquencer, cinq, est trop important. L'idéal serait de le réduire à trois pour pouvoir 

faire de cette méthode un nouveau standard en routine épidémiologique. L'accumulation 

de données permettra de découvrir des gènes plus informatifs sur les critères étudiés. RelA 

est d'ailleurs un marqueur épidémiologique potentiel. Chez E. coli, il est montré que les 

gènes de la réponse stringente sont des cibles de la sélection naturelle et que certains 

permettent d'améliorer la compétitivité des souches en mutant (32). Ce sont donc des 

marqueurs de l'évolution moléculaire, probablement capable de séparer les légionelles 

ayant une histoire évolutive distincte. Dans cette étude, nous montrons que relA permet de 

séparer huit allèles pour 17 souches testées alors que certains gènes inclus dans la 

technique ne séparent que dix allèles pour 79 souches (pilE). De plus, il est discriminant 

sur le critère des pulsotypes et permet ici d'identifier les souches Paris. 

La suite de ce travail sera le séquençage des gènes spoT et rpoS et l'étude de leur 

distribution allélique sur les critères de virulence définis en modèle cellulaire in vitro. 
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TITRE: 

Etude du polymorphisme de séquence nucléique des gènes impliqués dans la réponse 

stringente chez Legionella pneumophila. 

CONCLUSION 

Legionella pneumophila de sérogroupe 1 est responsable de 99% des légionelloses 

en France. Toutefois, certaines souches environnementales semblent peu pathogènes chez 

l'homme et les souches impliquées en clinique ne sont pas toutes épidémiques. Elles 

peuvent être endémiques ou associées à des cas sporadiques. Il existe donc une 

hétérogénéité du pouvoir pathogène au sein des L. pneumophila de sérogroupe 1. 

Dans ce contexte, il est intéressant de définir des marqueurs de virulence, phénotypiques et 

.génomiques. En matière de santé publique, un marqueur de virulence permettrait de repérer 

les souches à potentiel épidémique dans le cadre de l'évaluation des risques liés à la 

contamination d'un réseau d'eau par L. pneumophila l. Sur le plan thérapeutique, un 

marqueur de virulence peut constituer une cible pour le développement de nouveaux 

antibiotiques. Enfin, cette recherche de marqueur participe à la meilleure connaissance des 

mécanismes de pathogénicité de L. pneumophila. Plusieurs équipes ont déjà tenté de faire 

correspondre la variabilité du phénotype des souches de L. pneumophila avec la variabilité 

des séquences de certains gènes, sans succès. 

Nous proposons ici l'étude du polymorphisme des gènes relA, rpoS et spoT chez L. 

pneumophila de sérogroupe 1. Ces gènes codent pour des régulateurs globaux, pléiotropes, 

impliqués dans la réponse au stress des bactéries. Chez L. pneumophila, ils régissent 

l'alternance phénotypique du bacille, indispensable au développement de son cycle 

intracellulaire. En situation de carence nutritive, ils permettent la survie bactérienne en 

favorisant l'expression de la virulence. Chez Escherichia coli, ils sont une cible 

préférentielle de la sélection naturelle. Ce sont donc potentiellement des marqueurs de 

l'évolution moléculaire. RpoS et spoT ont été étudiés pour les souches Lens, Paris et 

Philadelphia Le gène relA a été séquencé chez 17 isolats, environnementaux et cliniques. 
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Parmi les L. pneumophila d'origine clinique, nous avons sélectionné des souches 

épidémiques et d'autres endémiques. Les deux critères de virulence testés sont la source et 

le profil épidémiologique des isolats. Parallèlement, nous avons réalisé un travail 

préliminaire, basé sur la culture de ces différents types de souches en cellules THP-1. Le 

but est de caractériser un isolat par le phénotype qu'il exprime in vitro, de manière à 

obtenir un troisième critère de virulence, objectif, non basé sur 1' épidémiologie. 

Les séquences des gènes rpoS et spoT ont une faible variabilité au sein des souches Lens, 

Paris et Philadelphia. Pour 17 souches séquencées, relA présente huit allèles différents. 

Leur distribution ne permet pas de regrouper les isolats sur les critères de source, clinique 

ou environnementale, ou de profil épidémiologique des souches. Elle permet par contre 

d'identifier le pulsotype Paris. Ce gène possède donc un pouvoir discriminant intéressant 

en matière d'épidémiologie. Il pourra servir à compléter les séquences géniques utilisées 

dans la technique de SB T pour le typage génotypique des souches L. pneumophila. Les 

perspectives de ce travail sont le séquençage de rpoS et spoT et l'étude de leur distribution 

allélique sur les critères de virulence définis en modèle cellulaire in vitro. 
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Annexe 1 

Quantification bactérienne par PCR en temps réel - Résultats 

Valeurs en copies par mL de l'inoculum 10 et des charges bactériennes obtenues en 

culture cellulaire THP-1 aux temps Hl, H6, H22, H30, H46 et H53 pour chacune des 

souches Legionella pneumophila 12*, Paris et Lens. 

En gras, sont notées les valeurs moyennes obtenues pour chaque triplet. Sous chaque 

moyenne, figure l'écart type correspondant, en italique. 

Io H1 H6 H22 H30 H46 H53 

3,4E+06 3,8E+03 5,8E+03 3,4E+04 7,5E+04 2,9E+05 1,1 E+06 

5,8E+03 3,7E+04 6,4E+04 5,2E+05 1,5E+06 

12* 4,2E+03 6,9E+03 5,0E+04 1,0E+05 5,0E+05 1,1 E+06 

4,0E+03 6,2E+03 4,1E+04 8,1E+04 4,4E+05 1,3E+06 

1,9E+02 5,0E+02 7,0E+03 1,7E+04 1,0E+OS 2,0E+OS 

7,0E+06 1,2E+05 1, 1 E+05 3,6E+05 7,0E+05 1,2E+06 1,2E+06 

1,1 E+05 1,0E+05 2,8E+05 3,3E+05 1,3E+06 1,8E+06 

Paris 1,2E+05 2,7E+05 5,0E+05 2,0E+06 2,1 E+06 

1,1 E+05 1, 1 E+05 3,0E+OS 5,1E+05 1,5E+06 1,9E+06 

6,4E+03 1,0E+04 4,2E+04 1,5E+05 3,6E+05 3,7E+05 

5,2E+06 2,1 E+04 2,6E+04 5,4E+05 1,0E+06 3,8E+06 3,7E+06 

2,4E+04 4,8E+04 5,8E+05 1,0E+06 5,1 E+06 5,1 E+06 

Lens 3,4E+04 3,8E+05 8,6E+05 3,7E+06 4,9E+06 

2,3E+04 3,6E+04 5,0E+OS 9,6E+05 4,2E+06 4,6E+06 

1,5E+03 8,9E+03 8,5E+04 7,3E+04 6,4E+05 6,4E+05 
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Annexe 2 

Quantification bactérienne par dénombrement des UFCs - Résultats 

Valeurs en UFCs par mL des charges bactériennes obtenues en culture cellulaire 

THP-1 aux temps Hl, H6, H22, H30, H46 et H53 pour chacune des souches Legionella 

pneumophila 12*, Paris et Lens. 

En gras, sont notées les valeurs moyennes obtenues pour chaque triplet. Sous chaque 

moyenne, figure l'écart type correspondant, en italique. 

1 30 46 53 

Souche 12* 1,2E+03 4,5E+03 3,7E+04 4,9E+04 

2,2E+02 1,2E+03 6,0E+03 4,7E+03 

Souche Paris 1,4E+03 2,0E+04 2,0E+OS 2,1E+05 

3,6E+02 8,5E+03 8,7E+04 7,3E+04 

Souche Lens 2,0E+03 1,2E+05 6,8E+05 1,8E+06 

5,9E+02 9,4E+03 4,5E+04 2,9E+05 
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Annexe 3 

Résultats du test de corrélation effectué entre les deux techniques de quantification 

bactérienne grâce au logiciel STATVIEW. 

Données: 

CFUs ml 12 
1200 
4500 
3700 

49000 

Résultats: 

Coeies ml 12 CFUs ml Paris Coeies ml Paris CFUs ml Lens 
4030 1400 

80900 20000 
435000 200000 
1260000 210000 

Matrice de corrélation 
CFUs_ml 12 

112000 
509000 
1540000 
1960000 

Copies_mL_12 

~~:~=~~~21 .... ---1 -:~-~2-0 .... l----1-:~-~___,~ 1 

4 observations ont été utilisées dans ce calcul. 

Matrice de corrélation 

2000 
120000 
680000 
1800000 

CFUs ml Paris Copies ml Paris 

CFUs_ml_Paris ~----1_,_00_0-111------9-7_9-11 
Copies_ml_Paris _ ,979 _ 1 :ooo 

4 observations ont été utilisées dans ce calcul. 

Matrice de corrélation 
CFUs ml Lens Copies_ml_Lens 

4 observations ont été utilisées dans ce calcul. 

Coeies ml Lens 
22500 

961000 
4190000 
4560000 
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Annexe 4 

Alignement des séquences nucléiques du gène relA des 17 souches sélectionnées. 

CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment 

Lp6 
13* 
6 
8 
5 
7 
10* 
12* 
Lp5 
Paris 
9* 
11* 
Lt* 
4 
16 
Lens 
Phi 

Lp6 
13* 
6 
8 
5 
7 
10* 
12* 
Lp5 
Paris 
9* 
11* 
Lt* 
4 
16 
Lens 
Phi 

Lp6 
13* 
6 
8 
5 
7 
10* 
12* 
LpS 
Paris 
9* 
11* 
Lt* 
4 
16 
Lens 
Phi 

ATGGTAAGAGTAAAAGATACGACTCCGTTGATGCCAGATGGCAGTATCGACGTAGAGATG 
ATGGTAAGAGTAAAAGATACGACTCCGTTGACGCCAGATGGCAGTATTGACGTAGAGATG 
ATGGTAAGAGTAAAAGATACGACTCCGTTGACGCCAGATGGCAGTATTGACGTAGAGATG 
ATGGTAAGAGTAAAAGATACGACTCCGTTGACGCCAGATGGCAGTATTGACGTAGAGATG 
ATGGTAAGAGTAAAAGATACGACTCCGTTGACGCCAGATGGCAGTATTGACGTAGAGATG 
ATGGTAAGAGTAAAAGATACGACTCCGTTGACGCCAGATGGCAGTATTGACGTAGAGATG 
ATGGTAAGAGTAAAAGATACGACTCCGTTGATGCCAGATGGCAGTATCGACGTAGAGATG 
ATGGTAAGAGTAAAAGATACGACTCCGTTGACGCCAGATGGCAGTATTGACGTAGAGATG 
ATGGTAAGAGTAAAAGATACGACTCCGTTGACGCCAGATGGCAGTATTGACGTAGAGATG 
ATGGTAAGAGTAAAAGATACGACTCCGTTGATGCCAGATGGCAGTATCGACGTAGAGATG 
ATGGTAAGAGTAAAAGATACGACTCCGTTGATGCCAGATGGCAGTATCGACGTAGAGATG 
ATGGTAAGAGTAAAAGATACGACTCCGTTGATGCCAGATGGCAGTATCGACGTAGAGATG 
ATGGTAAGAGTAAAAGATACGACTCCGTTGATGCCAGATGGCAGTATCGACGTAGAGATG 
ATGGTAAGAGTAAAAGATACGACTCCGTTGACGCCAGATGGCAGTATTGACGTAGAGATG 
ATGGTAAGAGTAAAAGATACGACTCCGTTGATGCCAGATGGCAGTATCGACGTAGAGATG 
ATGGTAAGAGTAAAAGATACGACTCCGTTGACGGCAGATGGCAGTATTGACGTAGAGATG 
ATGGTAAGAGTAAAAGATACGACTCCGTTGACGCCAGATGGCAGTATTGACGTAGAGATG 
******************************* * ************* ************ 

TGGTTACATCATCTTGGTTCAAAAGGATACTTGGATAATCTCGAACTCGTAAGAGCTGCC 
TGGTTACATCATCTTGGCTCAAAAGGATATTTGGATAATCTCGAACTCGTAAGAGCTGCC 
TGGTTACATCATCTTGGTTCAAAAGGATATTTGGATAATCTCGAACTCGTAAGAGCTGCT 
TGGTTACATCATCTTGGCTCAAAAGGATATTTGGATAATCTCGAACTCGTAAGAGCTGCC 
TGGTTACATCATCTTGGTTCAAAAGGATATTTGGATAATCTCGAACTCGTAAGAGCTGCT 
TGGTTACATCATCTTGGTTCAAAAGGATATTTGGATAATCTCGAACTCGTAAGAGCTGCT 
TGGTTACATCATCTTGGTTCAAAAGGATACTTGGATAATCTCGAACTCGTAAGAGCTGCC 
TGGTTACATCATCTTGGTTCAAAAGGATATTTGGATAATCTCGAACTCGTAAGAGCTGCT 
TGGTTACATCATCTTGGTTCAAAAGGATATTTGGATAATCTCGAACTCGTAAGAGCTGCT 
TGGTTACATCATCTTGGTTCAAAAGGATACTTGGATAATCTCGAACTCGTAAGAGCTGCC 
TGGTTACATCATCTTGGTTCAAAAGGATACTTGGATAATCTCGAACTCGTAAGAGCTGCC 
TGGTTACATCATCTTGGTTCAAAAGGATACTTGGATAATCTCGAACTCGTAAGAGCTGCC 
TGGTTACATCATCTTGGTTCAAAAGGATACTTGGATAATCTCGAACTCGTAAGAGCTGCC 
TGGTTACATCATCTTGGTTCAAAAGGATATTTGGATAATCTCGAACTCGTAAGAGCTGCT 
TGGTTACATCATCTTGGTTCAAAAGGATACTTGGATAATCTCGAACTCGTAAGAGCTGCC 
TGGTTACATCATCTTGGTTCAAAAGGATATTTGGATAATCTCGAACTCGTAAGAGCTGCT 
TGGTTACATCATCTTGGTTCAAAAGGATATTTGGATAATCTCGAACTCGTAAGAGCTGCC 
***************** *********** ***************************** 

TGTACTTTAAGTCAATTGGCTGGTCAGGATCATGCCACTGAAACAGGGCAAACTTGTTTA 
TGTACTTTAAGTCAATTGGCTGGTCAGGATCATGCTACTGAAACAGGGCAAACTTGTTTA 
TGTACTTTAAGTCAATTGGCTGGTCAGGATCATGCTACTGAAACAGGGCAAACTTGTTTA 
TGTACTTTAAGTCAATTGGCTGGTCAGGATCATGCTACTGAAACAGGGCAAACTTGTTTA 
TGTACTTTAAGTCAATTGGCTGGTCAGGATCATGCTACTGAAACAGGGCAAACTTGTTTA 
TGTACTTTAAGTCAATTGGCTGGTCAGGATCATGCTACTGAAACAGGGCAAACTTGTTTA 
TGTACTTTAAGTCAATTGGCTGGTCAGGATCATGCCACTGAAACAGGGCAAACTTGTTTA 
TGTACTTTAAGTCAATTGGCTGGTCAGGATCATGCTACTGAAACAGGGCAAACTTGTTTA 
TGTACTTTAAGTCAATTGGCTGGTCAGGATCATGCTACTGAAACAGGGCAAACTTGTTTA 
TGTACTTTAAGTCAATTGGCTGGTCAGGATCATGCCACTGAAACAGGGCAAACTTGTTTA 
TGTACTTTAAGTCAATTGGCTGGTCAGGATCATGCCACTGAAACAGGGCAAACTTGTTTA 
TGTACTTTAAGTCAATTGGCTGGTCAGGATCATGCCACTGAAACAGGGCAAACTTGTTTA 
TGTACTTTAAGTCAATTGGCTGGTCAGGATCATGCCACTGAAACAGGGCAAACTTGTTTA 
TGTACTTTAAGTCAATTGGCTGGTCAGGATCATGCTACTGAAACAGGGCAAACTTGTTTA 
TGTACTTTAAGTCAATTGGCTGGTCAGGATCATGCCACTGAAACAGGGCAAACTTGTTTA 
TGTACTTTAAGTCAATTGGCTGGTCAGGATCATGCTACTGAAACAGGGCAAACTTGTTTA 
TGTACTTTAAGTCAATTGGCTGGGCAGGATCATGCTACTGAAACAGGGCAAACTTGTTTA 
*********************** *********** ************************ 



Lp6 
13* 
6 
8 
5 
7 
10* 
12* 
Lp5 
Paris 
9* 
11* 
Lt* 
4 
16 
Lens 
Phi 

Lp6 
13* 
6 
8 
5 
7 
10* 
12* 
Lp5 
Paris 
9* 
11* 
Lt* 
4 
16 
Lens 
Phl 

Lp6 
13* 
6 
8 
5 
7 
10* 
12* 
Lp5 
Paris 
9* 
11* 
Lt* 
4 
16 
Lens 
Phi 
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CAACAAGGGCTATCAATGGCTGATTTACTTGCTGACCTGGAAGTAGATCAGGAAACTCTG 
CAACAAGGGTTATCAATGGCTGATTTACTTGCTGACCTGGAAGTAGATCAGGAAACTCTG 
CAACAAGGGTTATCAATGGCTGATTTACTTGCTGACCTGGAAGTAGATCAGGAAACTCTG 
CAACAAGGGTTATCAATGGCTGATTTACTTGCTGACCTGGAAGTAGATCAGGAAACTCTG 
CAACAAGGGTTATCAATGGCTGATTTACTTGCTGACCTGGAAG~AGATCAGGAAACTCTG 

CAACAAGGGTTATCAATGGCTGATTTACTTGCTGACCTGGAAGTAGATCAGGAAACTCTG 
CAACAAGGGCTATCAATGGCTGATTTACTTGCTGACCTGGAAGTAGATCAGGAAACTCTG 
CAACAAGGGTTATCAATGGCTGATTTACTTGCTGACCTGGAAGTAGATCAGGAAACTCTG 
CAACAAGGGTTATCAATGGCTGATTTACTTGCTGACCTGGAAGTAGATCAGGAAACTCTG 
CAACAAGGGCTATCAATGGCTGATTTACTTGCTGACCTGGAAGTAGATCAGGAAACTCTG 
CAACAAGGGCTATCAATGGCTGATTTACTTGCTGACCTGGAAGTAGATCAGGAAACTCTG 
CAACAAGGGCTATCAATGGCTGATTTACTTGCTGACCTGGAAGTAGATCAGGAAACTCTG 
CAACAAGGGCTATCAATGGCTGATTTACTTGCTGACCTGGAAGTAGATCAGGAAACTCTG 
CAACAAGGGTTATCAATGGCTGATTTACTTGCTGACCTGGAAGTAGATCAGGAAACTCTG 
CAACAAGGGCTATCAATGGCTGATTTACTTGCTGACCTGGAAGTAGATCAGGAAACTCTG 
CAACAAGGGTTATCAATGGCTGATTTACTTGCTGACCTGGAAGTAGATCAGGAAACTCTG 
CAACAAGGGTTATCAATGGCTGATTTACTTGCTGACCTGGAAGTAGATCAGGAAACTCTG 
********* ************************************************** 

GCTGCCGCTATTATTTTTGAAAATGTTCATTATGCGGATTTATCTATTGACGATGTTGAA 
GCTGCCGCTATTATTTTTGAAAATGTTCATTATGCGGATTTATCTATTGACGATGTTGAA 
GCTGCCGCTATTATTTTTGAAAATGTTCATTATGCGGATTTGTCTATTGACGATGTTGAA 
GCTGCCGCTATTATTTTTGAAAATGTTCATTATGCGGATTTATCTATTGACGATGTTGAA 
GCTGCCGCTATTATTTTTGAAAATGTTCATTATGCGGATTTGTCTATTGACGATGTTGAA 
GCTGCCGCTATTATTTTTGAAAATGTTCATTATGCGGATTTGTCTATTGACGATGTTGAA 
GCTGCCGCTATTATTTTTGAAAATGTTCATTATGCGGATTTATCTATTGACGATGTTGAA 
GCTGCCGCTATTATTTTTGAAAATGTTCATTATGCGGATTTGTCTATTGACGATGTTGAA 
GCTGCCGCTATTATTTTTGAAAATGTTCATTATGCGGATTTATCTATTGACGATGTTGAA 
GCTGCCGCTATTATTTTTGAAAATGTTCATTATGCGGATTTATCTATTGACGATGTTGAA 
GCTGCCGCTATTATTTTTGAAAATGTTCATTATGCGGATTTATCTATTGACGATGTTGAA 
GCTGCCGCTATTATTTTTGAAAATGTTCATTATGCGGATTTATCTATTGACGATGTTGAA 
GCTGCCGCTATTATTTTTGAAAATGTTCATTATGCGGATTTATCTATTGACGATGTTGAA 
GCTGCCGCTATTATTTTTGAAAATGTTCATTATGCGGATTTGTCTATTGACGATGTTGAA 
GCTGCCGCTATTATTTTTGAAAATGTTCATTATGCGGATTTATCTATTGACGATGTTGAA 
GCCGCCGCTATTATTTTTGAAAATGTTCATTATGCGGATTTATCTATTGATGATGTTGAA 
GCTGCCGCTATTATTTTTGAAAATGTTCATTATGCGGATTTATCTATTGACGATGTTGAA 
** ************************************** ******** ********* 

GAGCAATTGGGGCACAATATCGCTAAATTGGTCAAAGGCATAGAAAAAATGAGTGCCATG 
GAGCAATTGGGACACAATATCGCTAAATTGGTCAAAGGCATAGAAAAAATGAGTGCCATG 
GAGCAATTGGGGCACAATATCGCTAAATTGGTCAAAGGCATAGAAAAAATGAGTGCCATG 
GAGCAATTGGGACACAATATCGCTAAATTGGTCAAAGGCATAGAAAAAATGAGTGCCATG 
GAGCAATTGGGGCACAATATCGCTAAATTGGTCAAAGGCATAGAAAAAATGAGTGCCATG 
GAGCAATTGGGGCACAATATCGCTAAATTGGTCAAAGGCATAGAAAAAATGAGTGCCATG 
GAGCAATTGGGGCACAATATCGCTAAATTGGTTAAAGGCATAGAAAAAATGAGTGCCATG 
GAGCAATTGGGGCACAATATCGCTAAATTGGTCAAAGGCATAGAAAAAATGAGTGCCATG 
GAGCAATTGGGGCACAATATCGCTAAATTGGTCAAAGGCATAGAAAAAATGAGTGCCATG 
GAGCAATTGGGGCACAATATCGCTAAATTGGTCAAAGGCATAGAAAAAATGAGTGCCATG 
GAGCAATTGGGGCACAATATCGCTAAATTGGTCAAAGGCATAGAAAAAATGAGTGCCATG 
GAGCAATTGGGGCACAATATCGCTAAATTGGTCAAAGGCATAGAAAAAATGAGTGCCATG 
GAGCAATTGGGGCACAATATCGCTAAATTGGTCAAAGGCATAGAAAAAATGAGTGCCATG 
GAGCAATTGGGGCACAATATCGCTAAATTGGTCAAAGGCATAGAAAAAATGAGTGCCATG 
GAGCAATTGGGGCACAATATCGCTAAATTGGTCAAAGGCATAGAAAAAATGAGTGCCATG 
GAGCAATTGGGGCACAATATCGCTAAATTGGTCAAAGGCATAGAAAAAATGAGTGCCATG 
GAGCAATTGGGGCACAATATCGCTAAATTGGTCAAAGGCATAGAAAAAATGAGTGCCATG 
*********** ******************** *************************** 
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AACAATTTCCAGGCTTTAAATAAATACCCGCAAAACAAAAATCAAATTGACAATATTCGT 
AACAATTTCCAGGCTTTAAATAAATACCCGCAAAACAAAAATCAAATTGACAACATTCGT 
AACAATTTCCAGGCTTTAAATAAATACCCGCAAAATAAAAATCAAATTGACAATATTCGT 
AACAATTTCCAGGCTTTAAATAAATACCCGCAAAACAAAAATCAAATTGACAACATTCGT 
AACAATTTCCAGGCTTTAAATAAATACCCGCAAAATAAAAATCAAATTGACAATATTCGT 
AACAATTTCCAGGCTTTAAATAAATACCCGCAAAATAAAAATCAAATTGACAATATTCGT 
AACAATTTCCAGGCTTTAAATAAATACCCGCAAAACAAAAATCAAATTGACAATATTCGT 
AACAATTTCCAGGCTTTAAATAAATACCCGCAAAATAAAAATCAAATTGACAATATTCGT 
AACAATTTCCAGGCTTTAAATAAATACCCGCAAAACAAAAATCAAATTGACAATATTCGC 
AACAATTTCCAGGCTTTAAATAAATACCCGCAAAACAAAAATCAAATTGACAATATTCGT 
AACAATTTCCAGGCTTTAAATAAATACCCGCAAAACAAAAATCAAATTGACAATATTCGT 
AACAATTTCCAGGCTTTAAATAAATACCCGCAAAACAAAAATCAAATTGACAATATTCGT 
AACAATTTCCAGGCTTTAAATAAATACCCGCAAAACAAAAATCAAATTGACAATATTCGT 
AACAATTTCCAGGCTTTAAATAAATACCCGCAAAATAAAAATCAAATTGACAATATTCGT 
AACAATTTCCAGGCTTTAAATAAATACCCGCAAAACAAAAATCAAATTGACAATATTCGT 
AACAATTTCCAGGCTTTAAATAAATATCCGCAAAACAAAAATCAAATTGACAATATTCGC 
AACAATTTCCAGGCTTTAAATAAATACCCGCAAAACAAAAATCAAATTGACAATATTCGC 
************************** ******** ***************** ***** 

AAAATGCTCCTTGCGATGGTTGATGATGTGCGAGTTGTTTTAATCAAGCTGGCGGAGTGT 
AAAATGCTCCTTGCGATGGTTGATGATGTGCGAGTTGTTTTAATCAAGCTGGCAGAGTGT 
AAAATGCTCCTTGCGATGGTTGATGATGTGCGAGTTGTTTTAATCAAGCTGGCAGAGTGT 
AAAATGCTCCTTGCGATGGTTGATGATGTGCGAGTTGTTTTAATCAAGCTGGCAGAGTGT 
AAAATGCTCCTTGCGATGGTTGATGATGTGCGAGTTGTTTTAATCAAGCTGGCAGAGTGT 
AAAATGCTCCTTGCGATGGTTGATGATGTGCGAGTTGTTTTAATCAAGCTGGCAGAGTGT 
AAAATGCTCCTTGCGATGGTTGATGATGTGCGAGTTGTTTTAATCAAGCTGGCGGAGTGT 
AAAATGCTCCTTGCGATGGTTGATGATGTGCGAGTTGTTTTAATCAAGCTGGCAGAGTGT 
AAAATGCTTCTTGCGATGGTTGATGATGTGCGAGTTGTTTTAATCAAGCTGGCAGAGTGT 
AAAATGCTCCTTGCGATGGTTGATGATGTGCGAGTTGTTTTAATCAAGCTGGCGGAGTGT 
AAAATGCTCCTTGCGATGGTTGATGATGTGCGAGTTGTTTTAATCAAGCTGGCGGAGTGT 
AAAATGCTCCTTGCGATGGTTGATGATGTGCGAGTTGTTTTAATCAAGCTGGCGGAGTGT 
AAAATGCTCCTTGCGATGGTTGATGATGTGCGAGTTGTTTTAATCAAGCTGGCGGAGTGT 
AAAATGCTCCTTGCGATGGTTGATGATGTGCGAGTTGTTTTAATCAAGCTGGCAGAGTGT 
AAAATGCTCCTTGCGATGGTTGATGATGTGCGAGTTGTTTTAATCAAGCTGGCGGAGTGT 
AAAATGCTTCTTGCGATGGTTGATGATGTGCGAGTTGTTTTAATCAAGCTGGCAGAGTGT 
AAAATGCTTCTTGCGATGGTTGATGATGTGCGAGTTGTTTTAATCAAGCTGGCAGAGTGT 
******** ******************************************** ****** 

TTATGTATTTTAAGAACAGCAGGGCATCTGTCTGAAACAGTACGCAAACAGCTGGCAACC 
TTATGTATTTTAAGAACAGCAGGGCATCTGTCTGAAACGGTACGTAAACAGCTGGCAACT 
TTATGTATTTTAAGAACAGCAGGGCATCTGTCTGAAACCGTACGTAAACAACTGGCAACC 
TTATGTATTTTAAGAACAGCAGGGCATCTGTCTGAAACGGTACGTAAACAGCTGGCAACT 
TTATGTATTTTAAGAACAGCAGGGCATCTGTCTGAAACCGTACGTAAACAACTGGCAACC 
TTATGTATTTTAAGAACAGCAGGGCATCTGTCTGAAACCGTACGTAAACAACTGGCAACC 
TTATGTATTTTAAGAACAGCAGGGCATCTGTCTGAAACAGTACGCAAACAGCTGGCAACC 
TTATGTATTTTAAGAACAGCAGGGCATCTGTCTGAAACCGTACGTAAACAACTGGCAACC 
TTATGTATTTTAAGAACAGCAGGGCATCTGTCTGAAACGGTACGTAAACAGCTGGCAACC 
TTATGTATTTTAAGAACAGCAGGGCATCTGTCTGAAACAGTACGCAAACAGCTGGCAACC 
TTATGTATTTTAAGAACAGCAGGGCATCTGTCTGAAACAGTACGCAAACAGCTGGCAACC 
TTATGTATTTTAAGAACAGCAGGGCATCTGTCTGAAACAGTACGCAAACAGCTGGCAACC 
TTATGTATTTTAAGAACAGCAGGGCATCTGTCTGAAACAGTACGCAAACAGCTGGCAACC 
TTATGTATTTTAAGAACAGCAGGGCATCTGTCTGAAACCGTACGTAAACCACTGGCAACC 
TTATGTATTTTAAGAACAGCAGGGCATCTGTCTGAAACAGTACGCAAACAGCTGGCAACC 
TTATGTATTTTAAGAACAGCAGGGCATCTTTCTGAAACGATACGTAAACAGCTGGCAACC 
TTATGTATTTTAAGAACAGCAGGGCATCTGTCTGAAACGGTACGTAAACAGCTGGCAACC 
***************************** ******** **** **** ******** 
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GAAGCCATGGAAATTTATGCGCCTTTAGCTAACCGCTTGGGAATAGGGGCAATCAAGTGG 
GAAGCCATGGAAATTTACGCGCCTTTAGCTAACCGCTTGGGAATAGGGGCAATCAAGTGG 
GAAGCCATGGAAATTTACGCGCCTTTAGCTAACCGCTTGGGAATAGGGGCAATCAAGTGG 
GAAGCCATGGAAATTKACGCGCCTTTAGCWAACCGCTTGGGAATAGGGGCAATCAAGTGG 
GAAGCCATGGAAATTTACGCGCCTTTAGCTAACCGCTTGGGAATAGGGGCAATCAAGTGG 
GAAGCCATGGAAATTTACGCGCCTTTAGCTAACCGCTTGGGAATAGGGGCAATCAAGTGG 
GAAGCCATGGAAATTTATGCGCCTTTAGCTAACCGCTTGGGAATAGGGGCAATCAAGTGG 
GAAGCCATGGAAATTTACGCGCCTTTAGCTAACCGCTTGGGAATAGGGGCAATCAAGTGG 
GAAGCCATGGAAATTTACGCGCCTTTAGCTAACCGCTTGGGAATAGGGGCAATCAAGTGG 
GAAGCCATGGAAATTTATGCGCCTTTAGCTAACCGCTTGGGAATAGGGGCAATCAAGTGG 
GAAGCCATGGAAATTTATGCGCCTTTAGCTAACCGCTTGGGAAT~GGGGCAATCAAGTGG 

GAAGCCATGGAAATTTATGCGCCTTTAGCTAACCGCTTGGGAATAGGGGCAATCAAGTGG 
GAAGCCATGGAAATTTATGCGCCTTTAGCTAACCGCTTGGGAATAGGGGCAATCAAGTGG 
GAAGCCATGGAAATTTACGCGCCTTTAGCTAACCGCTTGGGAATAGGGGCAATCAAGTGG 
GAAGCCATGGAAATTTATGCGCCTTTAGCTAACCGCTTGGGAATAGGGGCAATCAAGTGG 
GAAGCCATGGAAATTTACGCGCCTTTAGCTAACCGCTTGGGAATAGGGGCAATCAAGTGG 
GAAGCCATGGAAATTTACGCGCCTTTAGCTAACCGCTTGGGAATAGGGGCAATCAAGTGG 
*************** * *********** ****************************** 

GAAATGGAAGATTTGGCTTTCCGGCATTTGCATCCAGAAGAATACAAGGCGATTGCCAAG 
GAAATGGAAGATTTGGCTTTCCGTCATTTGCATCCAGAAGAATATAAGGCGATTGCCAAG 
GAAATGGAAGATTTGGCTTTCCGGCATTTGCATCCAGAAGAATATAAGGCGATTGCCAAG 
GAAATGGAAGATTTGGCTTTCCGTCATTTGCATCCAGAAGAATATAAGGCGATTGCCAAG 
GAAATGGAAGATTTGGCTTTCCGGCATTTGCATCCAGAAGAATATAAGGCGATTGCCAAG 
GAAATGGAAGATTTGGCTTTCCGGCATTTGCATCCAGAAGAATATAAGGCGATTGCCAAG 
GAAATGGAAGATTTGGCTTTCCGGCATTTGCATCCAGAGGAATACAAGGCGATTGCCAAG 
GAAATGGAAGATTTGGCTTTCCGGCATTTGCATCCAGAAGAATATAAGGCGATTGCCAAG 
GAAATGGAAGATTTGGCTTTCCGGCATTTGCATCCAGAAGAATATAAGGCGATTGCCAAG 
GAAATGGAAGATTTGGCTTTCCGGCATTTGCATCCAGAGGAATACAAGGCGATTGCCAAG 
GAAATGGAAGATTTGGCTTTCCGGCATTTGCATCCAGAGGAATACAAGGCGATTGCCAAG 
GAAATGGAAGATTTGGCTTTCCGGCATTTGCATCCAGAGGAATACAAGGCGATTGCCAAG 
GAAATGGAAGATTTGGCTTTCCGGCATTTGCATCCAGAGGAATACAAGGCGATTGCCAAG 
GAAATGGAAGATTTGGCTTTCCGGCATTTGCATCCAGAAGAATATAAGGCGATTGCCAAG 
GAAATGGAAGATTTGGCTTTCCGGCATTTGCATCCAGAGGAATACAAGGCGATTGCCAAG 
GAAATGGAAGATTTGGCTTTCCGGCATTTGCACCCAGAAGAATATAAGGCGATTGCCAAG 
GAAATGGAAGATTTGGCTTTCCGGCATTTGCATCCAGAAGAATATAAGGCGATTGCCAAG 
*********************** ******** ***** ***** *************** 

GGCTTGAAGGCTAAACGATTGGAAAGGGACAGCTTTGTCAATCGCATTGTCGAACAGCTT 
GGATTGAAGGCTAAACGATTGGAAAGGGACAGCTTTGTCAATCGCATTGTCGAACAGCTT 
GGATTGAAGGCTAAACGATTGGAAAGGGACAGCTTTGTCAATCGCATTGTCGAACAGCTT 
GGATTGAAGGCTAAACGATTGGAAAGGGACAGCTTTGTCAATCGCATTGTCGAACAGCTT 
GGATTGAAGGCTAAACGATTGGAAAGGGACAGCTTTGTCAATCGCATTGTCGAACAGCTT 
GGATTGAAGGCTAAACGATTGGAAAGGGACAGCTTTGTCAATCGCATTGTCGAACAGCTT 
GGCTTGAAGGCTAAACGATTGGAAAGGGACAGCTTTGTCAATCGCATTGTCGAACAGCTT 
GGATTGAAGGCTAAACGATTGGAAAGGGACAGCTTTGTCAATCGCATTGTCGAACAGCTT 
GGATTGAAGGCTAAACGATTGGAAAGGGACAGCTTTGTCAATCGCATTGTCGAACAGCTT 
GGCTTGAAGGCTAAACGATTGGAAAGGGACAGCTTTGTCAATCGCATTGTCGAACAGCTT 
GGCTTGAAGGCTAAACGATTGGAAAGGGACAGCTTTGTCAATCGCATTGTCGAACAGCTT 
GGCTTGAAGGCTAAACGATTGGAAAGGGACAGCTTTGTCAATCGCATTGTCGAACAGCTT 
GGCTTGAAGGCTAAACGATTGGAAAGGGACAGCTTTGTCAATCGCATTGTCGAACAGCTT 
GGATTGAAGGCTAAACGATTGGAAAGGGACAGCTTTGTCAATCGCATTGTCGAACAGCTT 
GGCTTGAAGGCTAAACGATTGGAAAGGGACAGCTTTGTCAATCGCATTGTCGAACAGCTT 
GGATTGAAGGCTAAACGATTGGAAAGGGACAGCTTTGTCAATCGCATTGTCGAACAGCTT 
GGATTGAAGGCTAAACGATTGGAAAGGGACAGCTTTGTCAATCGCATTGTCGAACAGCTT 
** ********************************************************* 
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GAACATCAGATTCGAGCAACAGGAGCTCGCCACTTTGCCGTTTATGGTCGCTCAAAACAT 
GAACATCAGATTCGAGCAACAGGAGCTCGCCACTTTGCCGTTTATGGTCGCTCAAAACAT 
GAACATCAGATTCGAGCAACAGGAGCTCGCCATTTTGCTGTTTATGGTCGCTCAAAACAT 
GAACATCAGATTCGAGCAACAGGAGCTCGCCACTTTGCCGTTTATGGTCGCTCAAAACAT 
GAACATCAGATTCGAGCAACAGGAGCTCGCCATTTTGCTGTTTATGGTCGCTCAAAACAT 
GAACATCAGATTCGAGCAACAGGAGCTCGCCATTTTGCTGTTTATGGTCGCTCAAAACAT 
GAACATCAGATTCGAGCAACAGGAGCTCGCCACTTTGCCGTTTATGGTCGCTCAAAACAT 
GAACATCAGATTCGAGCAACAGGAGCTCGCCATTTTGCTGTTTATGGTCGCTCAAAACAT 
GAACATCAGATTCGAGCAACAGGAGCTCGCCATTTTGCCGTTTATGGTCGCTCAAAACAT 
GAACATCAGATTCGAGCAACAGGAGCTCGCCACTTTGCCGTTTATGGTCGCTCAAAACAT 
GAACATCAGATTCGAGCAACAGGAGCTCGCCACTTTGCCGTTTATGGTCGCTCAAAACAT 
GAACATCAGATTCGAGCAACAGGAGCTCGCCACTTTGCCGTTTATGGTCGCTCAAAACAT 
GAACATCAGATTCGAGCAACAGGAGCTCGCCACTTTGCCGTTTATGGTCGCTCAAAACAT 
GAACATCAGATTCGAGCAACAGGAGCTCGCCATTTTGCTGTTTATGGTCGCTCAAAACAT 
GAACATCAGATTCGAGCAACAGGAGCTCGCCACTTTGCCGTTTATGGTCGCTCAAAACAT 
GAACATCAGATTCGAGCAACAGGAGCTCGCCACTTTGCCGTTTATGGTCGCTCAAAACAT 
GAACATCAGATTCGAGCAACAGGAGCTCGCCACTTTGCCGTTTATGGTCGCTCAAAACAT 
******************************** ***** ********************* 

ATCCATAGTATTTATAAAAAGATGAAGCGCAAAAATGTATCATTAGACGAGATATATGAT 
ATCCATAGTATTTATAAAAAGATGAAGCGCAAAAATGTATCATTAGACGAGATATATGAT 
ATCCATAGTATTTATAAAAAGATGAAGCGCAAAAACGTATCATTAGACGAGATATATGAT 
ATCCATAGTATTTATAAAAAGATGAAGCGCAAAAATGTATCATTAGACGAGATATATGAT 
ATCCATAGTATTTATAAAAAGATGAAGCGCAAAAACGTATCATTAGACGAGATATATGAT 
ATCCATAGTATTTATAAAAAGATGAAGCGCAAAAACGTATCATTAGACGAGATATATGAT 
ATCCATAGTATTTATAAAAAGATGAAGCGCAAAAATGTATCATTAGACGAGATATATGAT 
ATCCATAGTATTTATAAAAAGATGAAGCGCAAAAACGTATCATTAGACGAGATATATGAT 
ATCCATAGTATTTATAAAAAGATGAAGCGCAAAAACGTATCATTAGACGAGATATATGAT 
ATCCATAGTATTTATAAAAAGATGAAGCGCAAAAATGTATCATTAGACGAGATATATGAT 
ATCCATAGTATTTATAAAAAGATGAAGCGCAAAAATGTATCATTAGACGAGATATATGAT 
ATCCATAGTATTTATAAAAAGATGAAGCGCAAAAATGTATCATTAGACGAGATATATGAT 
ATCCATAGTATTTATAAAAAGATGAAGCGCAAAAATGTATCATTAGACGAGATATATGAT 
ATCCATAGTATTTATAAAAAGATGAAGCGCAAAAACGTATCATTAGACGAGATATATGAT 
ATCCATAGTATTTATAAAAAGATGAAGCGCAAAAATGTATCATTAGACGAGATATATGAT 
ATCCATAGTATTTATAAAAAGATGAAGCGTAAAAATGTATCATTAGACGAAATATATGAT 
ATCCATAGTATTTATAAAAAGATGAAGCGTAAAAATGTATCATTAGACGAGATATATGAT 
***************************** ***** ************** ********* 

GCAACAGCGGTTCGTATTCTGGTAGATACTGAAGCACAATGTTACGAAGTGTTGGGTATG 
GCCACAGCGGTTCGTATTCTGGTAGATACTGAAGCACAATGTTACGAAGTGTTAGGCATG 
GCAACAGCGGTGCGTATTCTGGTAGATACTGAAGCACAATGTTACGAAGTGTTAGGAATG 
GCCACAGCGGTTCGTATTCTGGTAGATACTGAAGCACAATGTTACGAAGTGTTAGGCATG 
GCAACAGCGGTGCGTATTCTGGTAGATACTGAAGCACAATGTTACGAAGTGTTAGGAATG 
GCAACAGCGGTGCGTATTCTGGTAGATACTGAAGCACAATGTTACGAAGTGTTAGGAATG 
GCAACAGCGGTTCGTATTCTGGTAGATACTGAAGCACAATGTTACGAAGTGTTGGGTATG 
GCAACAGCGGTGCGTATTCTGGTAGATACTGAAGCACAATGTTACGAAGTGTTAGGAATG 
GCAACAGCGGTTCGTATTCTGGTAGATACTGAAGCACAATGTTACGAAGTGTTAGGAATG 
GCAACAGCGGTTCGTATTCTGGTAGATACTGAAGCACAATGTTACGAAGTGTTGGGTATG 
GCAACAGCGGTTCGTATTCTGGTAGATACTGAAGCACAATGTTACGAAGTGTTGGGTATG 
GCAACAGCGGTTCGTATTCTGGTAGATACTGAAGCACAATGTTACGAAGTGTTGGGTATG 
GCAACAGCGGTTCGTATTCTGGTAGATACTGAAGCACAATGTTACGAAGTGTTGGGTATG 
GCAACAGCGGTGCGTATTCTGGTAGATACTGAAGCACAATGTTACGAAGTGTTAGGAATG 
GCAACAGCGGTTCGTATTCTGGTAGATACTGAAGCACAATGTTACGAAGTGTTGGGTATG 
GCAACAGCGGTTCGTATTCTGGTAGATACTGAAGCACAATGTTACGAAGTGTTAGGCATG 
GCAACAGCGGTTCGTATTCTGGTAGATACTGAAGCACAATGTTACGAAGTGTTAGGCATG 
** ******** ***************************************** ** *** 
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GTTCATACTTTGTGGAAGCAAATTCCAGCAGAGTTTGATGATTACATCATCAATCCAAAA 
GTTCATACTTTGTGGAAGCAAATTCCAGCAGAGTTTGATGATTACATCATCAATCCAAAA 
GTTCATACTTTGTGGAAGCAAATTCCAGCAGAGTTTGATGATTACATCATCAATCCAAAA 
GTTCATACTTTGTGGAAGCAAATTCCAGCAGAGTTTGATGATTACATCATCAATCCAAAA 
GTTCATACTTTGTGGAAGCAAATTCCAGCAGAGTTTGATGATT~.CATCATCAATCCAAAA 

GTTCATACTTTGTGGAAGCAAATTCCAGCAGAGTTTGATGATTACATCATCAATCCAAAA 
GTTCATACTTTGTGGAAGCAAATTCCAGCAGAGTTTGATGATTACATCATCAATCCAAAA 
GTTCATACTTTGTGGAAGCAAATTCCAGCAGAGTTTGATGATTACATCATCAATCCAAAA 
GTTCATACTTTGTGGAAGCAAATTCCAGCAGAGTTTGATGATTACATCATCAATCCAAAA 
GTTCATACTTTGTGGAAGCAAATTCCAGCAGAGTTTGATGATTACATCATCAATCCAAAA 
GTTCATACTTTGTGGAAGCAAATTCCAGCAGAGTTTGATGATTACATCATCAATCCAAAA 
GTTCATACTTTGTGGAAGCAAATTCCAGCAGAGTTTGATGATTACATCATCAATCCAAAA 
GTTCATACTTTGTGGAAGCAAATTCCAGCAGAGTTTGATGATTACATCATCAATCCAAAA 
GTTCATACTTTGTGGAAGCAAATTCCAGCAGAGTTTGATGATTACATCATCAATCCAAAA 
GTTCATACTTTGTGGAAGCAAATTCCAGCAGAGTTTGATGATTACATCATCAATCCAAAA 
GTTCATACTTTGTGGAAGCAAATTCCAGCAGAGTTTGATGATTACATCATCAATCCAAAA 
GTTCATACTTTGTGGAAGCAAATTCCAGCAGAGTTTGATGATTACATCATCAATCCAAAA 
************************************************************ 

TCCAATGGCTATCAGTCTCTTCATACCGCGGTAGAGGGTCCGGAAGGAAGAGTTTTTGAA 
TCCAATGGCTATCAGTCTCTTCATACCGCAGTAGAGGGTCCGGAAGGAAGAGTTTTTGAA 
TCCAATGGCTATCAGTCTCTTCATACCGCAGTAGAGGGTCCGGAAGGAAGAGTTTTTGAA 
TCCAATGGCTATCAGTCTCTTCATACCGCAGTAGAGGGTCCGGAAGGAAGAGTTTTTGAA 
TCCAATGGCTATCAGTCTCTTCATACCGCAGTAGAGGGTCCGGAAGGAAGAGTTTTTGAA 
TCCAATGGCTATCAGTCTCTTCATACCGCAGTAGAGGGTCCGGAAGGAAGAGTTTTTGAA 
TCCAATGGCTATCAGTCTCTTCATACCGCGGTAGAGGGTCCGGAAGGAAGAGTTTTTGAA 
TCCAATGGCTATCAGTCTCTTCATACCGCAGTAGAGGGTCCGGAAGGAAGAGTTTTTGAA 
TCCAATGGCTATCAGTCTCTGCATACCGCAGTAGAGGGTCCGGAAGGAAGAGTTTTTGAA 
TCCAATGGCTATCAGTCTCTTCATACCGCGGTAGAGGGTCCGGAAGGAAGAGTTTTTGAA 
TCCAATGGCTATCAGTCTCTTCATACCGCGGTAGAGGGTCCGGAAGGAAGAGTTTTTGAA 
TCCAATGGCTATCAGTCTCTTCATACCGCGGTAGAGGGTCCGGAAGGAAGAGTTTTTGAA 
TCCAATGGCTATCAGTCTCTTCATACCGCGGTAGAGGGTCCGGAAGGAAGAGTTTTTGAA 
TCCAATGGCTATCAGTCTCTTCATACCGCAGTAGAGGGTCCGGAAGGAAGAGTTTTTGAA 
TCCAATGGCTATCAGTCTCTTCATACCGCGGTAGAGGGTCCGGAAGGAAGAGTTTTTGAA 
TCCAATGGCTATCAGTCTCTGCATACCGCAGTAGAGGGTCCGGAAGGAAGAGTTTTTGAA 
TCCAATGGCTATCAGTCTCTTCATACCGCAGTAGAGGGTCCGGAAGGAAGAGTTTTTGAA 
******************** ******** ****************************** 

GTGCAAATCAGAACTTTTCATATGCATGATTTAGCAGAAATGGGTGTGGCAGCCCATTGG 
GTGCAAATCAGAACTTTTCATATGCATGATTTAGCAGAAATGGGTGTGGCAGCCCATTGG 
GTGCAAATCAGAACTTTTCATATGCATGATTTAGCAGAAATGGGTGTGGCAGCCCATTGG 
GTGCAAATCAGAACTTTTCATATGCATGATTTAGCAGAAATGGGTGTGGCAGCCCATTGG 
GTGCAAATCAGAACTTTTCATATGCATGATTTAGCAGAAATGGGTGTGGCAGCCCATTGG 
GTGCAAATCAGAACTTTTCATATGCATGATTTAGCAGAAATGGGTGTGGCAGCCCATTGG 
GTACAAATCAGAACTTTTCATATGCATGATTTAGCAGAAATGGGTGTGGCAGCCCATTGG 
GTGCAAATCAGAACTTTTCATATGCATGATTTAGCAGAAATGGGTGTGGCAGCCCATTGG 
GTGCAAATCAGAACTTTTCATATGCATGATTTAGCAGAAATGGGTGTGGCAGCCCATTGG 
GTACAAATCAGAACTTTTCATATGCATGATTTAGCAGAAATGGGTGTGGCAGCCCATTGG 
GTACAAATCAGAACTTTTCATATGCATGATTTAGCAGAAATGGGTGTGGCAGCCCATTGG 
GTACAAATCAGAACTTTTCATATGCATGATTTAGCAGAAATGGGTGTGGCAGCCCATTGG 
GTGCAAATCAGAACTTTTCATATGCATGATTTAGCAGAAATGGGTGTGGCAGCCCATTGG 
GTGCAAATCAGAACTTTTCATATGCATGATTTAGCAGAAATGGGTGTGGCAGCCCATTGG 
GTACAAATCAGAACTTTTCATATGCATGATTTAGCAGAAATGGGTGTGGCAGCCCATTGG 
GTGCAAATCAGAACTTTTCATATGCATGATTTAGCAGAAATGGGTGTGGCAGCCCATTGG 
GTGCAAATCAGAACTTTTCATATGCATGATTTAGCAGAAATGGGTGTGGCAGCCCATTGG 
** ********************************************************* 
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AAATATAAAGAGGGCGCGGTATCACAAAAAGAGAGCCATGAGCGTAAAATAGAATGGTTA 
AAATATAAAGAGGGTGCGGTATCACAAAAAGAGAGCCATGAGCGCAAAATAGAATGGTTA 
AAATATAAAGAGGGCGCGGTATCACAAAAAGAGAGCCATGAGCGCAAAATAGAATGGTTA 
AAATATAAAGAGGGTGCGGTATCACAAAAAGAGAGCCATGAGCGCAAAATAGAATGGTTA 
AAATATAAAGAGGGCGCGGTATCACAAAAAGAGAGCCATGAGCGCAAAATAGAATGGTTA 
AAATATAAAGAGGGCGCGGTATCACAAAAAGAGAGCCATGAGCGCAAAATAGAATGGTTA 
AAATATAAAGAGGGCGCGGTATCACAAAAAGAGAGCCATGAGCGTAAAATAGAATGGTTA 
AAATATAAAGAGGGCGCGGTATCACAAAAAGAGAGCCATGAGCGCAAAATAGAATGGTTA 
AAATATAAAGAGGGCGCGGTATCACAAAAAGAGAGCCATGAGCGCAAAATAGAATGGTTA 
AAATATAAAGAGGGCGCGGTATCACAAAAAGAGAGCCATGAGCGTAAAATAGAATGGTTA 
AAATATAAAGAGGGCGCGGTATCACAAAAAGAGAGCCATGAGCGTAAAATAGAATGGTTA 
AAATATAAAGAGGGCGCGGTATCACAAAAAGAGAGCCATGAGCGTAAAATAGAATGGTTA 
AAATATAAAGAGGGCGCGGTATCACAAAAAGAGAGCCATGAGCGTAAAATAGAATGGTTA 
AAATATAAAGAGGGCGCGGTATCACAAAAAGAGAGCCATGAGCGCAAAATAGAATGGTTA 
AAATATAAAGAGGGCGCGGTATCACAAAAAGAGAGCCATGAGCGTAAAATAGAATGGTTA 
AAATATAAAGAGGGCGCTGTATCACAAAAAGAGAGCCATGAGCGCAAAATAGAATGGTTA 
AAATATAAAGAGGGCGCGGTATCACAAAAAGAGAGCCATGAGCGCAAAATAGAATGGTTA 
************** ** ************************** *************** 

AGAGACGTTTTGGCATGGCACCAGGAAATGGCGGCTAATAAAGGTGTTGCAGAAAACGTT 
AGAGACGTTTTGGCGTGGCACCAGGAAATGGCGGCTAATAAAGGTGTCGCAGAAAACGTT 
AGAGACGTTTTGGCGTGGCACCAGGAAATGGCGGCTAATAAAGGTGTCGCAGAAAACGTT 
AGAGACGTTTTGGCGTGGCACCAGGAAATGGCGGCTAATAAAGGTGTCGCAGAAAACGTT 
AGAGACGTTTTGGCGTGGCACCAGGAAATGGCGGCTAATAAAGGTGTCGCAGAAAACGTT 
AGAGACGTTTTGGCGTGGCACCAGGAAATGGCGGCTAATAAAGGTGTCGCAGAAAACGTT 
AGAGACGTTTTGGCATGGCACCAGGAAATGGCGGCTAATAAAGGTGTCGCAGAAAACGTT 
AGAGACGTTTTGGCGTGGCACCAGGAAATGGCGGCTAATAAAGGTGTCGCAGAAAACGTT 
AGAGACGTTTTGGCGTGGCACCAGGAAATGGCGGCTAATAAAGGTGTCGCAGAAAACGTT 
AGAGACGTTTTGGCATGGCACCAGGAAATGGCGGCTAATAAAGGTGTCGCAGAAAACGTT 
AGAGACGTTTTGGCATGGCACCAGGAAATGGCGGCTAATAAAGGTGTCGCAGAAAACGTT 
AGAGACGTTTTGGCATGGCACCAGGAAATGGCGGCTAATAAAGGTGTCGCAGAAAACGTT 
AGAGACGTTTTGGCATGGCACCAGGAAATGGCGGCTAATAAAGGTGTTGCAGAAAACGTT 
AGAGACGTTTTGGCGTGGCACCAGGAAATGGCGGCTAATAAAGGTGTCGCAGAAAACGTT 
AGAGACGTTTTGGCATGGCACCAGGAAATGGCGGCTAATAAAGGTGTCGCAGAAAACGTT 
AGAGACGTTTTGGCGTGGCACCAGGAAATGGCGGCTAATAAAGGTGTCGCAGAAAACGTT 
AGAGACGTTTTGGCGTGGCACCAGGAAATGGCAGCTAATAAAGGTGTCGCAGAAAACGTT 
************** ***************** ************** ************ 

ACGACCGAGTTTCTTGAAGACAGAGTGTATGTATTTACTCCCGATGGCGATGTGTTGGAT 
ACGACTGAGTTTCTTGAAGACAGAGTGTATGTATTTACTCCCGATGGTGATGTGTTGGAT 
ACGACTGAGTTTCTTGAAGACAGAGTGTATGTATTTACTCCCGATGGTGATGTGTTGGAT 
ACGACTGAGTTTCTTGAAGACAGAGTGTATGTATTTACTCCCGATGGTGATGTGTTGGAT 
ACGACTGAGTTTCTTGAAGACAGAGTGTATGTATTTACTCCCGATGGTGATGTGTTGGAT 
ACGACTGAGTTTCTTGAAGACAGAGTGTATGTATTTACTCCCGATGGTGATGTGTTGGAT 
ACGACCGAGTTTCTTGAAGACAGAGTGTATGTATTTACTCCCGATGGCGATGTGTTGGAT 
ACGACTGAGTTTCTTGAAGACAGAGTGTATGTATTTACTCCCGATGGTGATGTGTTGGAT 
ACGACTGAGTTTCTTGAAGACAGAGTGTATGTATTTACTCCCGATGGCGATGTGTTGGAT 
ACGACCGAGTTTCTTGAAGACAGAGTGTATGTATTTACTCCCGATGGCGATGTGTTGGAT 
ACGACCGAGTTTCTTGAAGACAGAGTGTATGTATTTACTCCCGATGGCGATGTGTTGGAT 
ACGACCGAGTTTCTTGAAGACAGAGTGTATGTATTTACTCCCGATGGCGATGTGTTGGAT 
ACGACCGAGTTTCTTGAAGACAGAGTGTATGTATTTACTCCCGATGGCGATGTGTTGGAT 
ACGACTGAGTTTCTTGAAGACAGAGTGTATGTATTTACTCCCGATGGTGATGTGTTGGAT 
ACGACCGAGTTTCTTGAAGACAGAGTGTATGTATTTACTCCCGATGGCGATGTGTTGGAT 
ACGACCGAGTTTCTTGAAGACAGAGTGTATGTATTTACTCCCGATGGCGATGTATTGGAT 
ACGACTGAGTTTCTTGAAGACAGAGTGTATGTATTTACTCCCGATGGCGATGTGTTGGAT 
***** ***************************************** ***** ****** 
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TTACCCCATGGGGTGACTCCTTTGGATTTTGCTTATCATGTGCATAGTAATTTGGGACAT 
TTACCCCATGGGGTGACTCCTTTGGATTTTGCTTATCATGTGCATAGTAATTTGGGACAT 
TTACCCCATGGGGTGACTCCTTTGGATTTTGCTTATCATGTGCATAGTAATTTGGGACAT 
TTACCCCATGGGGTGACTCCTTTGGATTTTGCTTATCATGTGCATAGTAATTTGGGACAT 
TTACCCCATGGGGTGACTCCTTTGGATTTTGCTTATCATGTGCATAGTAATTTGGGACAT 
TTACCCCATGGGGTGACTCCTTTGGATTTTGCTTATCATGTGCATAGTAATTTGGGACAT 
TTACCCCATGGGGTGACTCCTTTGGATTTTGCTTATCATGTGCATAGTAATTTGGGACAT 
TTACCCCATGGGGTGACTCCTTTGGATTTTGCTTATCATGTGCATAGTAATTTGGGACAT 
TTACCCCATGGGGTGACTCCTTTGGATTTTGCTTATCATGTGCATAGTAATTTGGGACAT 
TTACCCCATGGGGTGACTCCTTTGGATTTTGCTTATCATGTGCATAGTAATTTGGGACAT 
TTACCCCATGGGGTGACTCCTTTGGATTTTGCTTATCATGTGCATAGTAATTTGGGACAT 
TTACCCCATGGGGTGACTCCTTTGGATTTTGCTTATCATGTGCATAGTAATTTGGGACAT 
TTACCCCATGGGGTGACTCCTTTGGATTTTGCTTATCATGTGCATAGTAATTTGGGACAT 
TTACCCCATGGGGTGACTCCTTTGGATTTTGCTTATCATGTGCATAGTAATTTGGGACAT 
TTACCCCATGGGGTGACTCCTTTGGATTTTGCTTATCATGTGCATAGTAATTTGGGACAT 
TTACCCCATGGGGTGACTCCTTTGGATTTTGCTTATCATGTGCATAGTAATTTGGGACAT 
TTACCCCATGGGGTGACTCCTTTGGATTTTGCTTATCATGTGCATAGTAATTTGGGACAT 
************************************************************ 

CGTTGCCGAGGTGCCAAGGTTAATGGTCATATTGTCCCATTGACTTATCAATTGAAAACA 
CGTTGCCGAGGTGCCAAGGTTAATGGTCATATTGTCCCATTGACTTATCAATTGAAAACA 
CGTTGCCGAGGTGCCAAGGTTAATGGGCATATTGTCCCATTGACTTATCAATTGAAAACA 
CGTTGCCGAGGTGCCAAGGTTAATGGTCATATTGTCCCATTGACTTATCAATTGAAAACA 
CGTTGCCGAGGTGCCAAGGTTAATGGGCATATTGTCCCATTGACTTATCAATTGAAAACA 
CGTTGCCGAGGTGCCAAGGTTAATGGGCATATTGTCCCATTGACTTATCAATTGAAAACA 
CGTTGCCGAGGTGCCAAGGTTAATGGTCATATTGTCCCATTGACTTATCAATTGAAAACA 
CGTTGCCGAGGTGCCAAGGTTAATGGGCATATTGTCCCATTGACTTATCAATTGAAAACA 
CGTTGCCGAGGTGCCAAGGTTAATGGTCATATTGTCCCATTGACTTATCAATTGAAAACA 
CGTTGCCGAGGTGCCAAGGTTAATGGTCATATTGTCCCATTGACTTATCAATTGAAAACA 
CGTTGCCGAGGTGCCAAGGTTAATGGTCATATTGTCCCATTGACTTATCAATTGAAAACA 
CGTTGCCGAGGTGCCAAGGTTAATGGTCATATTGTCCCATTGACTTATCAATTGAAAACA 
CGTTGCCGAGGTGCCAAGGTTAATGGTCATATTGTCCCATTGACTTATCAATTGAAAACA 
CGTTGCCGAGGTGCCAAGGTTAATGGGCATATTGTCCCATTGACTTATCAATTGAAAACA 
CGTTGCCGAGGTGCCAAGGTTAATGGTCATATTGTCCCATTGACTTATCAATTGAAAACA 
CGTTGCCGAGGTGCCAAGGTTAATGGTCATATTGTCCCATTGACTTATCAATTGAAAACA 
CGTTGCCGAGGTGCCAAGGTTAATGGTCATATTGTCCCATTGACTTATCAATTGAAAACA 
************************** ********************************* 

GGAGACAGGGTTGAAGTACTGACTGGAAAAGAAATCAAACCATCAAGGGATTGGATTAAT 
GGAGACAGGGTTGAAGTACTGACTGGAAAAGAAATCAAACCATCAAGGGATTGGATTAAT 
GGAGACAGGGTTGAAGTACTGACTGGAAAAGAAATCAAACCATCAAGGGATTGGATTAAT 
GGAGACAGGGTTGAAGTACTGACTGGAAAAGAAATCAAACCATCAAGGGATTGGATTAAT 
GGAGACAGGGTTGAAGTACTGACTGGAAAAGAAATCAAACCATCAAGGGATTGGATTAAT 
GGAGACAGGGTTGAAGTACTGACTGGAAAAGAAATCAAACCATCAAGGGATTGGATTAAT 
GGAGACAGGGTTGAAGTACTGACTGGAAAAGAAATCAAACCATCAAGGGATTGGATTAAT 
GGAGACAGGGTTGAAGTACTGACTGGAAAAGAAATCAAACCATCAAGGGATTGGATTAAT 
GGAGACAGGGTTGAAGTACTGACTGGAAAAGAAATCAAACCATCAAGGGATTGGATTAAT 
GGAGACAGGGTTGAAGTACTGACTGGAAAAGAAATCAAACCATCAAGGGATTGGATTAAT 
GGAGACAGGGTTGAAGTACTGACTGGAAAAGAAATCAAACCATCAAGGGATTGGATTAAT 
GGAGACAGGGTTGAAGTACTGACTGGAAAAGAAATCAAACCATCAAGGGATTGGATTAAT 
GGAGACAGGGTTGAAGTACTGACTGGAAAAGAAATCAAACCATCAAGGGATTGGATTAAT 
GGAGACAGGGTTGAAGTACTGACTGGAAAAGAAATCAAACCATCAAGGGATTGGATTAAT 
GGAGACAGGGTTGAAGTACTGACTGGAAAAGAAATCAAACCATCAAGGGATTGGATTAAT 
GGAGACAGGGTTGAAGTACTGACGGGAAAAGAAATCAAGCCATCAAGGGATTGGATTAAT 
GGAGATAGGGTTGAAGTACTGACTGGAAAAGAAATCAAACCATCAAGGGATTGGATTAAT 
***** ***************** ************** ********************* 
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CCTCATCTGAATTATTTAAAGACCGCAAGAGCCAAGGCTAAAGTATTGCATTGGTTTAAA 
CCTCATCTGAATTATTTAAAGACCGCAAGAGCCAAGGCTAAAGTATTGCATTGGTTTAAA 
CCCCATCTGAATTATTTAAAGACTGCAAGAGCCAAGGCTAAAGTATTGCATTGGTTTAAA 
CCTCATCTGAATTATTTAAAGACCGCAAGAGCCAAGGCTAAAGTATTGCATTGGTTTAAA 
CCCCATCTGAATTATTTAAAGACTGCAAGAGCCAAGGCTAAAGTATTGCATTGGTTTAAA 
CCCCATCTGAATTATTTAAAGACTGCAAGAGCCAAGGCTAAAGTATTGCATTGGTTTAAA 
CCTCATCTGAATTATTTAAAGACCGCAAGAGCCAAGGCTAAAGTATTGCATTGGTTTAAA 
CCCCATCTGAATTATTTAAAGACTGCAAGAGCCAAGGCTAAAGTATTGCATTGGTTTAAA 
CCTCATCTGAATTATTTAAAGACCGCAAGAGCCAAGGCTAAAGTATTGCATTGGTTTAAA 
CCTCATCTGAATTATTTAAAGACCGCAAGAGCCAAGGCTAAAGTATTGCATTGGTTTAAA 
CCTCATCTGAATTATTTAAAGACCGCAAGAGCCAAGGCTAAAGTATTGCATTGGTTTAAA 
CCTCATCTGAATTATTTAAAGACCGCAAGAGCCAAGGCTAAAGTATTGCATTGGTTTAAA 
CCTCATCTGAATTATTTAAAGACCGCAAGAGCCAAGGCTAAAGTATTGCATTGGTTTAAA 
CCCCATCTGAATTATTTAAAGACTGCAAGAGCCAAGGCTAAAGTATTGCATTGGTTTAAA 
CCTCATCTGAATTATTTAAAGACCGCAAGAGCCAAGGCTAAAGTATTGCATTGGTTTAAA 
CCTCATCTGAATTATTTAAAGACTGCAAGAGCCAAGGCTAAAGTATTGCATTGGTTTAAA 
CCTCATCTGAATTATTTAAAGACCGCAAGAGCCAAGGCTAAAGTATTGCATTGGTTTAAA 
** ******************** ************************************ 

ATGCAAGATTATGAAGATAATGTGAGAGATGGTCGTGAGTTATTGGAGAAGGAATTAAAA 
ATGCAAGATTATGAAGATAATGTGAGAGATGGTCGTGAGTTATTGGAAAAAGAATTAAAA 
ATGCAAGATTATGAAGATAATGTGAGAGATGGTCGTGAGTTATTGGAAAAGGAATTAAAA 
ATGCAAGATTATGAAGATAATGTGAGAGATGGTCGTGAGTTATTGGAAAAAGAATTAAAA 
ATGCAAGATTATGAAGATAATGTGAGAGATGGTCGTGAGTTATTGGAAAAGGAATTAAAA 
ATGCAAGATTATGAAGATAATGTGAGAGATGGTCGTGAGTTATTGGAAAAGGAATTAAAA 
ATGCAAGATTATGAAGATAATGTGAGAGATGGTCGTGAGTTATTGGAGAAGGAATTAAAA 
ATGCAAGATTATGAAGATAATGTGAGAGATGGTCGTGAGTTATTGGAAAAGGAATTAAAA 
ATGCAAGATTATGAAGATAATGTGAGAGATGGTCGTGAGTTATTGGAGAAGGAATTAAAA 
ATGCAAGATTATGAAGATAATGTGAGAGATGGTCGTGAGTTATTGGAGAAGGAATTAAAA 
ATGCAAGATTATGAAGATAATGTGAGAGATGGTCGTGAGTTATTGGAGAAGGAATTAAAA 
ATGCAAGATTATGAAGATAATGTGAGAGATGGTCGTGAGTTATTGGAGAAGGAATTAAAA 
ATGCAAGATTATGAAGATAATGTGAGAGATGGTCGTGAGTTATTGGAGAAGGAATTAAAA 
ATGCAAGATTATGAAGATAATGTGAGAGATGGTCGTGAGTTATTGGAAAAGGAATTAAAA 
ATGCAAGATTATGAAGATAATGTGAGAGATGGTCGTGAGTTATTGGAGAAGGAATTAAAA 
ATGCAAGATTATGAAGATAATGTGAGAGATGGTCGTGAGTTATTGGAGAAGGAATTAAAG 
ATGCAAGATTATGAAGATAATGTGAGAGATGGTCGTGAGTTATTGGAGAAGGAATTAAAA 
*********************************************** ** ******** 

TCTTTAGGTATTAAATCGGATAAACTCAATGAAGTGATTACGGCATTGAATTATAAAAAG 
TCATTAGGTATTAAATCGGATAAACTCAATGAAGTTATTACGGCATTGAATTATAAAAAG 
TCTTTAGGTATTAAATCGGATAAACTCAATGAAGTTATTACGGCATTGAATTATAAAAAG 
TCATTAGGTATTAAATCGGATAAACTCAATGAAGTTATTACGGCATTGAATTATAAAAAG 
TCTTTAGGTATTAAATCGGATAAACTCAATGAAGTTATTACGGCATTGAATTATAAAAAG 
TCTTTAGGTATTAAATCGGATAAACTCAATGAAGTTATTACGGCATTGAATTATAAAAAG 
TCTTTAGGTATTAAATCGGATAAACTCAATGAAGTGATTACGGCATTGAATTATAAAAAG 
TCTTTAGGTATTAAATCGGATAAACTCAATGAAGTTATTACGGCATTGAATTATAAAAAG 
TCTTTAGGTATTAAATCGGATAAACTCAATGAAGTGATTACGGCATTGAATTATAAAAAG 
TCTTTAGGTATTAAATCGGATAAACTCAATGAAGTGATTACGGCATTGAATTATAAAAAG 
TCTTTAGGTATTAAATCGGATAAACTCAATGAAGTGATTACGGCATTGAATTATAAAAAG 
TCTTTAGGTATTAAATCGGATAAACTCAATGAAGTGATTACGGCATTGAATTATAAAAAG 
TCTTTAGGTATTAAATCGGATAAACTCAATGAAGTGATTACGGCATTGAATTATAAAAAG 
TCTTTAGGTATTAAATCGGATAAACTCAATGAAGTTATTACGGCATTGAATTATAAAAAG 
TCTTTAGGTATTAAATCGGATAAACTCAATGAAGTGATTACGGCATTGAATTATAAAAAG 
TCTTTAGGTATTAAATCGGATAAACTCAATGAAGTGATTACGGCATTGAATTATAAAAAG 
TCTTTAGGTATTAAATCGGATAAACTCAATGAAGTTATTACGGCATTGAATTATAAAAAG 
** ******************************** ************************ 
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GCGGATGATCTTTATGCCAGCTTGGGACGAGGTGATATTAAAATAGGTCAGATTGTTAAT 
GCGGATGATCTTTATGCCAGCTTGGGACGAGGTGATATTAAAATAGGTCAGATTGTTAAT 
GCGGATGATCTTTATGCCAGTTTGGGACGAGGTGATATTAAAATAGGTCAGATTGTTAAT 
GCGGATGATCTTTATGCCAGCTTGGGACGAGGTGATATTAAAATAGGTCAGATTGTTAAT 
GCGGATGATCTTTATGCCAGTTTGGGACGAGGTGATATTAAAATAGGTCAGATTGTTAAT 
GCGGATGATCTTTATGCCAGTTTGGGACGAGGTGATATTAAAATAGGTCAGATTGTTAAT 
GCGGATGATCTTTATGCCAGCTTGGGACGAGGTGATATTAAAATAGGTCAGATTGTTAAT 
GCGGATGATCTTTATGCCAGTTTGGGACGAGGTGATATTAAAATAGGTCAGATTGTTAAT 
GCGGATGATCTTTATGCCAGTTTGGGGCGAGGTGATATTAAAATAGGTCAGATTGTTAAT 
GCGGATGATCTTTATGCCAGCTTGGGACGAGGTGATATTAAAATAGGTCAGATTGTTAAT 
GCGGATGATCTTTATGCCAGCTTGGGACGAGGTGATATTAAAATAGGTCAGATTGTTAAT 
GCGGATGATCTTTATGCCAGCTTGGGACGAGGTGATATTAAAATAGGTCAGATTGTTAAT 
GCGGATGATCTTTATGCCAGCTTGGGACGAGGTGATATTAAAATAGGTCAGATTGTTAAT 
GCGGATGATCTTTATGCCAGTTTGGGACGAGGTGATATTAAAATAGGTCAGATTGTTAAT 
GCGGATGATCTTTATGCCAGCTTGGGACGAGGTGATATTAAAATAGGTCAGATTGTTAAT 
GCGGATGATCTTTATGCCAGTTTGGGGCGAGGTGATATTAAAATAGGTCAGATTGTTAAT 
GCGGATGATCTTTATGCCAGCTTGGGACGAGGTGATATTAAAATAGGTCAAATTGTTAAT 
******************** ***** *********************** ********* 

CGATTGGCACCTCCAGATACTTCAGAACAAAATTTACAGAAGTTTGTAAGACAACAACAA 
CGATTGGCACCTCCAGATACTTCAGAACAAAATTTACAGAAGTTTGTAAGACAACAACAA 
CGATTGGCACCTCCAGATACTTCAGAACAAAATTTACAGAAGTTTGTAAGACAACAACAA 
CGATTGGCACCTCCAGATACTTCAGAACAAAATTTACAGAAGTTTGTAAGACAACAACAA 
CGATTGGCACCTCCAGATACTTCAGAACAAAATTTACAGAAGTTTGTAAGACAACAACAA 
CGATTGGCACCTCCAGATACTTCAGAACAAAATTTACAGAAGTTTGTAAGACAACAACAA 
CGATTGGCACCTCCAGATACTTCAGAACAAAATTTACAGAAGTTTGTAAGACAACAACAA 
CGATTGGCACCTCCAGATACTTCAGAACAAAATTTACAGAAGTTTGTAAGACAACAACAA 
CGATTGGCACCCCCAGATACTTCAGAACAAAATTTACAGAAGTTTGTAAGACAACAACAA 
CGATTGGCACCTCCAGATACTTCAGAACAAAATTTACAGAAGTTTGTAAGACAACAACAA 
CGATTGGCACCTCCAGATACTTCAGAACAAAATTTACAGAAGTTTGTAAGACAACAACAA 
CGATTGGCACCTCCAGATACTTCAGAACAAAATTTACAGAAGTTTGTAAGACAACAACAA 
CGATTGGCACCTCCAGATACTTCAGAACAAAATTTACAGAAGTTTGTAAGACAACAACAA 
CGATTGGCACCTCCAGATACTTCAGAACAAAATTTACAGAAGTTTGTAAGACAACAACAA 
CGATTGGCACCTCCAGATACTTCAGAACAAAATTTACAGAAGTTTGTAAGACAACAACAA 
CGATTGGCACCCCCAGATGCTTCAGAACAAAATTTACAGAAGTTTGTAAGACAACAACAA 
CGATTGGCACCTCCAGATACTTCAGAACAAAATTTACAGAAGTTTGTAAGACAGCAACAA 
*********** ****** ********************************** ****** 

AAACCAGAGGTCACAGGGAGTGATCTTCGTATTGAGGGAGTTGGGAACTTATTGACATTT 
AAACCAGAGGTCACAGGGAGTGATCTTCGTATTGAGGGAGTTGGGAACTTATTGACATTT 
AAACCAGAGGTCACAGGGAGTGATCTTCGCATTGAGGGAGTTGGGAACTTATTGACATTT 
AAACCAGAGGTCACAGGGAGTGATCTTCGTATTGAGGGAGTTGGGAACTTATTGACATTT 
AAACCAGAGGTCACAGGGAGTGATCTTCGCATTGAGGGAGTTGGGAACTTATTGACATTT 
AAACCAGAGGTCACAGGGAGTGATCTTCGCATTGAGGGAGTTGGGAACTTATTGACATTT 
AAACCAGAGGTCACAGGGAGTGATCTTCGTATTGAGGGAGTTGGGAACTTATTGACATTT 
AAACCAGAGGTCACAGGGAGTGATCTTCGCATTGAGGGAGTTGGGAACTTATTGACATTT 
AAACCAGAGGTCACAGGGAGTGATCTTCGCATTGAGGGAGTTGGGAACTTATTGACATTT 
AAACCAGAGGTCACAGGGAGTGATCTTCGTATTGAGGGAGTTGGGAACTTATTGACATTT 
AAACCAGAGGTCACAGGGAGTGATCTTCGTATTGAGGGAGTTGGGAACTTATTGACATTT 
AAACCAGAGGTCACAGGGAGTGATCTTCGTATTGAGGGAGTTGGGAACTTATTGACATTT 
AAACCAGAGGTCACAGGGAGTGATCTTCGTATTGAGGGAGTTGGGAACTTATTGACATTT 
AAACCAGAGGTCACAGGGAGTGATCTTCGCATTGAGGGAGTTGGGAACTTATTGACATTT 
AAACCAGAGGTCACAGGGAGTGATCTTCGTATTGAGGGAGTTGGGAACTTATTGACATTT 
AAACCAGAGGTCACAGGGAGTGATCTTCGTATTGAGGGAGTTGGGAACTTATTGACATTT 
AAACCAGAGGTCACAGGGAGTGATCTTCGTATTGAGGGAGTTGGGAACTTATTGACATTT 
***************************** ****************************** 
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ATGGCGAGATGCTGCCAACCTGTTCCCGGTGATGAAATAGTAGGATACATCACGATTGGA 
ATGGCGAGATGCTGCCAACCTGTTCCCGGTGATGAAATAGTAGGATATATCACGATTGGA 
ATGGCGAGATGCTGCCAACCTGTTCCAGGTGATGAAATAGTAGGATACATCACGATTGGA 
ATGGCGAGATGCTGCCAACCTGTTCCCGGTGATGAAATAGTAGGATATATCACGATTGGA 
ATGGCGAGATGCTGCCAACCTGTTCCAGGTGATGAAATAGTAGGATACATCACGATTGGA 
ATGGCGAGATGCTGCCAACCTGTTCCAGGTGATGAAATAGTAGGATACATCACGATTGGA 
ATGGCGAGATGCTGCCAACCTGTTCCCGGTGATGAAATAGTAGGATACATCACGATTGGA 
ATGGCGAGATGCTGCCAACCTGTTCCAGGTGATGAAATAGTAGGATACATCACGATTGGA 
ATGGCGAGATGCTGCCAACCTGTTCCTGGTGATGAAATAGTAGGATACATCACGATTGGA 
ATGGCGAGATGCTGCCAACCTGTTCCCGGTGATGAAATAGTAGGATACATCACGATTGGA 
ATGGCGAGATGCTGCCAACCTGTTCCCGGTGATGAAATAGTAGGATACATCACGATTGGA 
ATGGCGAGATGCTGCCAACCTGTTCCCGGTGATGAAATAGTAGGATACATCACGATTGGA 
ATGGCGAGATGCTGCCAACCTGTTCCCGGTGATGAAATAGTAGGATACATCACGATTGGA 
ATGGCGAGATGCTGCCAACCTGTTCCAGGTGATGAAATAGTAGGATACATCACGATTGGA 
ATGGCGAGATGCTGCCAACCTGTTCCCGGTGATGAAATAGTAGGATACATCACGATTGGA 
ATGGCGAGATGCTGCCAACCTGTTCCTGGTGATGAAATAGTAGGATACATCACGATTGGA 
ATGGCAAGATGCTGCCAACCTGTTCCCGGTGATGAAATAGTAGGATACATCACGATTGGA 
***** ******************** ******************** ************ 

AGGGGGGTTTCCGTTCATCGAAAAGATTGTCCTAATATTATACATGCCAGTGAAAAGCAA 
AGGGGGGTTTCCGTTCATCGAAAAGATTGTCCTAATATTATACATGCCAGTGAAAAGCAA 
AGGGGGGTTTCCGTTCATCGAAAAGATTGCCCTAATATTATACATGCCAGTGAAAAGCAA 
AGGGGGGTTTCCGTTCATCGAAAAGATTGTCCTAATATTATACATGCCAGTGAAAAGCAA 
AGGGGGGTTTCCGTTCATCGAAAAGATTGCCCTAATATTATACATGCCAGTGAAAAGCAA 
AGGGGGGTTTCCGTTCATCGAAAAGATTGCCCTAATATTATACATGCCAGTGAAAAGCAA 
AGGGGGGTTTCCGTTCATCGAAAAGATTGTCCTAATATTATACATGCCAGTGAAAAGCAA 
AGGGGGGTTTCCGTTCATCGAAAAGATTGCCCTAATATTATACATGCCAGTGAAAAGCAA 
AGGGGGGTTTCCGTTCATCGAAAAGATTGTCCTAATATTATACATGCCAGTGAAAAGCAA 
AGGGGGGTTTCCGTTCATCGAAAAGATTGCCCTAATATTATACATGCCAGTGAAAAGCAA 
AGGGGGGTTTCCGTTCATCGAAAAGATTGCCCTAATATTATACATGCCAGTGAAAAGCAA 
AGGGGGGTTTCCGTTCATCGAAAAGATTGCCCTAATATTATACATGCCAGTGAAAAGCAA 
AGGGGGGTTTCCGTTCATCGAAAAGATTGTCCTAATATTATACATGCCAGTGAAAAGCAA 
AGGGGGGTTTCCGTTCATCGAAAAGATTGCCCTAATATTATACATGCCAGTGAAAAGCAA 
AGGGGGGTTTCCGTTCATCGAAAAGATTGCCCTAATATTATACATGCCAGTGAAAAGCAA 
AGGGGGGTTTCCGTTCATCGAAAAGATTGTCCTAATATTATACATGCCAGTGAAAAGCAA 
AGGGGGGTTTCCGTTCATCGAAAAGATTGTCCTAATATTATACATGCCAGTGAAAAGCAA 
***************************** ****************************** 

AAGCGACGGTTTATTCAGGTGAATTGGGGTACAGCAACACGGGAAAATTATGTTGTTGAT 
AAGCGACGGTTTATTCAGGTGAATTGGGGTACAGCAACACGGGAAAATTATGTTGTTGAT 
AAGCGACGGTTTATTCAGGTGAATTGGGGTACAGCAACACGGGAAAATTATGTTGTTGAT 
AAGCGACGGTTTATTCAGGTGAATTGGGGTACAGCAACACGGGAAAATTATGTTGTTGAT 
AAGCGACGGTTTATTCAGGTGAATTGGGGTACAGCAACACGGGAAAATTATGTTGTTGAT 
AAGCGACGGTTTATTCAGGTGAATTGGGGTACAGCAACACGGGAAAATTATGTTGTTGAT 
AAGCGACGGTTTATTCAGGTGAATTGGGGTACAGCAACACGGGAAAATTATGTTGTTGAT 
AAGCGACGGTTTATTCAGGTGAATTGGGGTACAGCAACACGGGAAAATTATGTTGTTGAT 
AAGCGACGGTTTATTCAGGTGAATTGGGGCACAGCAACACGGGAAAATTATGTTGTTGAT 
AAGCGACGGTTTATTCAGGTGAATTGGGGTACAGCAACACGGGAAAATTATGTTGTTGAT 
AAGCGACGGTTTATTCAGGTGAATTGGGGTACAGCAACACGGGAAAATTATGTTGTTGAT 
AAGCGACGGTTTATTCAGGTGAATTGGGGTACAGCAACACGGGAAAATTATGTTGTTGAT 
AAGCGACGGTTTATTCAGGTGAATTGGGGTACAGCAACACGGGAAAATTATGTTGTTGAT 
AAGCGACGGTTTATTCAGGTGAATTGGGGTACAGCAACACGGGAAAATTATGTTGTTGAT 
AAGCGACGGTTTATTCAGGTGAATTGGGGTACAGCAACACGGGAAAATTATGTTGTTGAT 
AAGCGACGGTTTATTCAGGTGAATTGGGGTACAGCAACACGGGAAAATTATGTTGTTGAT 
AAGCGACGGTTTATTCAGGTGAATTGGGGTACAGCAACACGGGAAAATTATGTTGTTGAT 
***************************** ****************************** 



Lp6 
13* 
6 
8 
5 
7 
10* 
12* 
Lp5 
Paris 
9* 
11* 
Lt* 
4 
16 
Lens 
Phi 

Lp6 
13* 
6 
8 
5 
7 
10* 
12* 
Lp5 
Paris 
9* 
11* 
Lt* 
4 
16 
Lens 
Phi 

Lp6 
13* 
6 
8 
5 
7 
10* 
12* 
Lp5 
Paris 
9* 
11* 
Lt* 
4 
16 
Lens 
Phi 

96 

GTGTTGATTAAAGCCTTTGATCGCTCCGAGTTATTGAAGGATGTTACTTCGCTGCTTTCA 
GTGTTGATTAAAGCCTTTGATCGCTCCGAGTTATTGAAGGATGTTACTTCGCTGCTTTCA 
GTGCTGATTAAGGCCTTTGATCGTTCCGAGTTATTGAAGGATGTTACTTCGCTGCTTTCA 
GTGTTGATTAAAGCCTTTGATCGCTCCGAGTTATTGAAGGATGTTACTTCGCTGCTTTCA 
GTGCTGATTAAGGCCTTTGATCGTTCCGAGTTATTGAAGGATGTTACTTCGCTGCTTTCA 
GTGCTGATTAAGGCCTTTGATCGTTCCGAGTTATTGAAGGATGTTACTTCGCTGCTTTCA 
GTGTTGATTAAAGCCTTTGATCGCTCCGAGTTATTGAAGGATGTTACTTCGCTGCTTTCA 
GTGCTGATTAAGGCCTTTGATCGTTCCGAGTTATTGAAGGATGTTACTTCGCTGCTTTCA 
GTGCTGATTAAGGCCTTTGATCGTTCCGAGTTATTGAAGGATGTTACTTCGCTGCTTTCA 
GTGCTGATTAAGGCCTTTGATCGTTCCGAGTTATTGAAGGATGTTACTTCGCTGCTTTCA 
GTGCTGATTAAGGCCTTTGATCGTTCCGAGTTATTGAAGGATGTTACTTCGCTGCTTTCA 
GTGCTGATTAAGGCCTTTGATCGTTCCGAGTTATTGAAGGATGTTACTTCGCTGCTTTCA 
GTGTTGATTAAAGCCTTTGATCGCTCCGAGTTATTGAAGGATGTTACTTCGCTGCTTTCA 
GTGCTGATTAAGGCCTTTGATCGTTCCGAGTTATTGAAGGATGTTACTTCGCTGCTTTCA 
GTGCTGATTAAGGCCTTTGATCGTTCCGAGTTATTGAAGGATGTTACTTCGCTGCTTTCA 
GTGCTGATTAAGGCCTTTGATCGTTCCGAGTTATTGAAGGATGTTACTTCGCTGCTTTCA 
GTGTTGATTAAAGCCTTTGATCGCTCCGAGTTATTGAAGGATGTTACTTCGCTGCTTTCA 
*** ******* *********** ************************************ 

AATGAAAAAGCCCATGTTTATGCTTTACAGACCCAGAGCAATAAACATGAAAATATGGCT 
AATGAAAAAGCCCATGTTTATGCTTTACAGACCCAGAGCAATAAACATGAAAATATGGCT 
AATGAAAAAGCCCATGTTTATGCTTTACAGACCCATAGCAATAAACATGAAAATATGGCT 
AATGAAAAAGCCCATGTTTATGCTTTACAGACCCAGAGCAATAAACATGAAAATATGGCT 
AATGAAAAAGCCCATGTTTATGCTTTACAGACCCATAGCAATAAACATGAAAATATGGCT 
AATGAAAAAGCCCATGTTTATGCTTTACAGACCCATAGCAATAAACATGAAAATATGGCT 
AATGAAAAAGCCCATGTTTATGCTTTACAGACCCAGAGCAATAAACATGAAAATATGGCT 
AATGAAAAAGCCCATGTTTATGCTTTACAGACCCATAGCAATAAACATGAAAATATGGCT 
AATGAAAAAGCCCATGTTTATGCTTTACAGACCCATAGCAATAAACATGAAAATATGGCT 
AATGAAAAAGCCCATGTTTATGCTTTACAGACCCATAGCAATAAACATGAAAATATGGCT 
AATGAAAAAGCCCATGTTTATGCTTTACAGACCCATAGCAATAAACATGAAAATATGGCT 
AATGAAAAAGCCCATGTTTATGCTTTACAGACCCATAGCAATAAACATGAAAATATGGCT 
AATGAAAAAGCCCATGTTTATGCTTTACAGACCCAGAGCAATAAACATGAAAATATGGCT 
AATGAAAAAGCCCATGTTTATGCTTTACAGACCCATAGCAATAAACATGAAAATATGGCT 
AATGAAAAAGCCCATGTTTATGCTTTACAGACCCATAGCAATAAACATGAAAATATGGCT 
AATGAAAAAGCCCATGTTTATGCTTTACAGACCCATAGCAATAAACATGAAAATATGGCT 
AATGAAAAAGCCCATGTTTATGCTTTACAGACCCATAGCAATAAACATGAAAATATGGCT 
*********************************** ************************ 

TACATCACTTTAACTGTTGAGATCGATGGTTTAAACAGTTTGTCGCGCTTATTAACTAAG 
TATATCACTTTAACTGTTGAGATCGATGGTTTAAACAGTTTGTCGCGCTTATTAACTAAG 
TATATCACTTTAACTGTTGAGATCGATGGTTTAAACAGTTTGTCGCGCTTATTAACTAAA 
TATATCACTTTAACTGTTGAGATCGATGGTTTAAACAGTTTGTCGCGCTTATTAACTAAG 
TATATCACTTTAACTGTTGAGATCGATGGTTTAAACAGTTTGTCGCGCTTATTAACTAAA 
TATATCACTTTAACTGTTGAGATCGATGGTTTAAACAGTTTGTCGCGCTTATTAACTAAA 
TACATCACTTTAACTGTTGAGATCGATGGTTTAAACAGTTTGTCGCGCTTATTAACTAAG 
TATATCACTTTAACTGTTGAGATCGATGGTTTAAACAGTTTGTCGCGCTTATTAACTAAA 
TATATCACTTTAACTGTTGAGATCGATGGTTTAAACAGTTTGTCGCGCTTATTAACTAAA 
TATATCACTTTAACTGTTGAGATCGATGGTTTAAACAGTTTGTCGCGCTTATTAACTAAG 
TATATCACTTTAACTGTTGAGATCGATGGTTTAAACAGTTTGTCGCGCTTATTAACTAAG 
TATATCACTTTAACTGTTGAGATCGATGGTTTAAACAGTTTGTCGCGCTTATTAACTAAG 
TACATCACTTTAACTGTTGAGATCGATGGTTTAAACAGTTTGTCGCGCTTATTAACTAAG 
TATATCACTTTAACTGTTGAGATCGATGGTTTAAACAGTTTGTCGCGCTTATTAACTAAA 
TATATCACTTTAACTGTTGAGATCGATGGTTTAAACAGTTTGTCGCGCTTATTAACTAAG 
TATATCACTTTAACTGTTGAGATCGATGGTTTAAACAGTTTGTCGCGCTTATTAACTAAA 
TATATCACTTTAACTGTTGAGATCGATGGTTTAAACAGTTTGTCGCGCTTATTAACTAAA 
** ******************************************************** 
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TTGGAGCAAATTCCTAACGTGCTGGAAGCAAGAAGGCAATTATAG 
TTGGAGCAAATTCCTAACGTGCTGGAAGCAAGAAGGCAATTATAA 
CTGGAGCAAATTCCTAACGTGCTGGAAGCAAGAAGGCAATTATAG 
TTGGAGCAAATTCCTAACGTGCTGGAAGCAAGAAGGCAATTATAA 
CTGGAGCAAATTCCTAACGTGCTGGAAGCAAGAAGGCAATTATAG 
CTGGAGCAAATTCCTAACGTGCTGGAAGCAAGAAGGCAATTATAG 
TTGGAGCAAATTCCTAACGTGCTGGAAGCAAGAAGGCAATTATAG 
CTGGAGCAAATTCCTAACGTGCTGGAAGCAAGAAGGCAATTATAG 
CTGGAGCAAATTCCTAACGTGCTGGAAGCAAGAAGGCAATTATAG 
TTGGAGCAAATTCCTAACGTGCTGGAAGCAAGAAGGCAATTATAG 
TTGGAGCAAATTCCTAACGTGCTGGAAGCAAGAAGGCAATTATAG 
TTGGAGCAAATTCCTAACGTGCTGGAAGCAAGAAGGCAATTATAG 
TTGGAGCAAATTCCTAACGTGCTGGAAGCAAGAAGGCAATTATAG 
CTGGAGCAAATTCCTAACGTGCTGGAAGCAAGAAGGCAATTATAG 
TTGGAGCAAATTCCTAACGTGCTGGAAGCAAGAAGGCAATTATAG 
CTGGAGCAAATTCCTAACGTGCTGGAAGCAAGAAGGCAATTATAG 
CTGGAGCAAATTCCTAACGTGCTGGAAGCAAGAAGGCAATTATAG 

******************************************* 
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Etude du polymorphisme de séquence nucléique des gènes 

impl~qués dans la réponse stringente chez Legionella pneumophila 

La légionellose est une maladie infectieuse émergente dans les pays industrialisés. Elle 

correspond à une pneumonie contractée suite à l'inhalation d'aérosols contaminés. Legionella 

pneumophila 1 est le principal agent pathogène responsable. Ce sérotype est hétérogène sur le 

plan de la virulence. Aussi, il serait intéressant en matière de santé publique de pouvoir 

détecter les souches les plus virulentes et/ou potentiellement responsables d'épidémies. 

La technique de Sequence Based Typing (SBT) se prête particulièrement à cet objectif. 

Plusieurs études ont déjà fait des propositions de gènes marqueurs pour séparer les souches 

selon leur pouvoir pathogène. Nous proposons ici d'étudier la variabilité des gènes relA, rpoS 

et spoT, impliqués dans la réponse stringente de Legionella nécessaire à son cycle de 

multiplication intracellulaire. Il s'agit d'évaluer leur valeur en tant que marqueur de virulence 

et/ou épidémiologique en utilisant une technique de typage par SBT. 

RelA, RpoS et spoT sont étudiés chez L. pneumophila Paris, Lens et Philadelphia. RelA est 

séquencé chez 14 souches supplémentaires. Les trois gènes présentent une forte conservation 

de leur séquence. RelA permet de distinguer huit allèles pour 17 souches testées. Ces allèles 

sont corrélés aux pulsotypes définis antérieurement par PFGE (le pulsotype Paris notamment) 

mais ne permettent pas de séparer les isolats en fonction des deux critères étudiés : source de 

la souche, clinique ou environnementale et profil épidémiologique, sporadique, épidémique 

ou endémique. Des travaux préliminaires ont été menés sur le modèle cellulaire THP-1 de 

façon à caractériser la virulence intrinsèque des souches sélectionnées. 

Il ressort de ce travail que relA possède un pouvoir discriminant im.téressant en SBT puisqu'il 

permet de distinguer huit allèles au sein de 17 souches tout en respectant les pulsotypes. 

Toutefois, la mise en place d'un modèle permettant la caractérisation phénotypique des 

souches sur le plan de la virulence, tel que le modèle de oo-culture macrophagique, nous 

semble nécessaire à la validation d'un marqueur génotypique de virulence. 

Mots clefs : Legionella pneumophila, réponse stringente, relA, variabilité génétique, 

virulence 
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