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Legionella pneumophila

Bacille a Gram négatif

1¢re description en 1976 :
58¢me congres de 'American Legion a Philadelphie

221 cas de pneumopathie sévere dont 34 déces

Genre Legionella : au moins 65 especes
15 sérogroupes (antigénicité LPS)
Legionella pneumophila sérogroupe 1 : 90% des cas humains
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* Environnement aquatique naturel :
rivieres, lacs, sols humides, eaux thermales

 Milieux artificiels :

réseaux d’eau chaude sanitaire, tours de refroidissement, bains a
remous, nébuliseurs, fontaines décoratives, climatiseurs avec

réservoirs d’eau

* Conditions favorables :
* T° entre 25 et 45° (idéal 37°),
* micro-organismes, dépots organiques et minéraux (fer, zinc,
aluminium) favorisant la formation de biofilms




Transmission — Facteurs prédisposants

Inhalation d'eau contaminée diffusée en aérosol o

Gouttelettes de moins de 5 um B

Legionnaires’ disease

Pas de transmission inter-humaine

e Pas de contamination par ingestion d’eau contaminée

e Sujet agé, tabac, diabete, cancer, immunodépression, insuffisance
respiratoire, insuffisance cardiaque...




Manifestations cliniques

* Deux manifestations cliniques :

* infection aigué bénigne :
fievre de Pontiac guérissant spontanément sans traitement en 2 a 5 jours

* infection aigué pulmonaire grave :

Légionellose : pneumopathie avec fievre élevée, troubles digestifs et
psychiques ; parfois insuffisance respiratoire grave, insuffisance rénale
(déces)

Environ 1300 cas/an en France



Méthodes de diagnostic des cas de légionellose en France
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Bactérie intra-cellulaire

* Des amibes dans I’'environnement :

Acanthamoeba castellanii, Acanthamoeba
polyphaga, Hartmannella vermiformis,
Dictyostelium discoideum, and Naegleria spp

* Des macrophages alvéolaires chez
I"lhomme

Phagosome contenant |la bactérie appelé :

Legionella-containing vacuole (LCV)

and
amplification
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Contribution des amibes a |la maladie

Réservoir naturel de L. pneumophila qui ne se
multiplie pas dans |I'eau sous forme libre

Réservoir de divers pathogenes opportunistes

Environnement intracellulaire favorisant les
échanges génétiques entre divers organismes

Similarité entre les amibes et les macrophages
humains, rendant possible I'infection humaine

Pression de sélection propice a I'adaptation de
L. pneumophila et a I'évolution de son génome

Envir tor nasal a Protection

from chlorine
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Plasticité du génome de L. pneumophila

1 chromosome circulaire (~ 3,5 Mb) |
Paris Lens
~2500a3000 génes 211 /220 . .
HL06041035 Philadelphia
Forte variabilité génétique entre les souches de L. pneumophila \217 . 207
ore

. 0 T s _epe genome
Environ 10% de protéines spécifiques par souche / 2405 \

) . R . (211 S ~154)
Particularité : richesse en genes eucaryote-like o | o] oty
Retrouvés chez d’autres bactéries intracellulaires : Coxiella, Mycobactéries,

. . Alcoy
Rickettsies....
b E{sp:éce Legr‘onel;e.aj Leg:‘one:a.i’ Legione;ﬁ Rickettsia Wolbachia Listeria Francisella Shigella Salmonella Coxiella
acterienne pneumc_:p il pneumophita pr.!eumop _‘a bellii pipientis monocytogenes tularensis flexneri Typhimurium burnetii
Taxon Paris Lens Philadelphia-1
Bactérie 2380 (79%) 2287 (79,5%) 2345 (79,7%) 1047 (73,3%) 866 (72,5%) 2586 (90%) 1348 (84%) 4025 (96,2%) 4213 (95,2%) 1384 (68,6%)
Eucaryote 105 (3,5%) 99 (3,4%) 101 (3,4%) 98 (6,8%) 43 (3,5%) 10 (0,4%) 26 (1,6%) 0 (0%) 3 (0,06%) 55 (2,7%)
Archée 15 (0,5%) 14 (0,5%) 11 (0,4%) 7 (0,5%) 4(0,3%) 5 (0,2%) 10 (0,6%) 0 (0%) 2(0,04%) 18 (0,9%)
Virus 3(0,1%) 31(0,1%) 4(0,1%) 30 (2%) 30 (2,5%) 51(1,8%) 6(0,4%) 31(0,7) 38(0,86%) 1(0,05%)




Adaptation au parasitisme intra-cellulaire

* Mobilome de Legionella :

_Legfoneh'a )
plasmides, IS, transposons, flots de / I,f\\\Ge,ff,‘r’,fﬂ"i;’.‘jnd;\
pathogénicité | genome ! JEukmmyeterike |

\ roteins '
/ Tre?nsposorls/ ’
* Origine de ces genes ? "
/\ U8 @
v'Transfert horizontal de génes a partir . o
d’autres especes et d’autres parasites 0
; : 2P D07, i )
intracellulaires S S Global
‘/ 4 Other bacteria n Mimivirus
Compétence naturelle de L. C (¢
pneumophila qui pourrait étre a 'origine /

de I'incorporation d’ARN eucaryotes </Zj\

dépourvus d’introns (reverse Amosba
transcriptase chez L. pneumophila)

Gomez-Valero and Buchrieser, Cold Spring Harb Perspect Med, 2013



Internalisation par phagocytose ou macropinocytose

® © ERd '.d icl
© ®

Mitochondiria

Endoplasmic
reticulum
( Nucleus ) %\

Chauhan and Shames. Virulence 2021

Ribosomes/
o

Dot/lcm T4SS

*
31

Egress

(a) Phagocytose (b) Phagocytose (c) Macropinocytose
a spirale classique

@ @ L. pneumophila
Cellule héte U

Attachement initial de la bactérie facilité par
des facteurs bactériens (T1SS, adhésines, pili
type V) et certains récepteurs cellulaires
(CR1, CR3, récepteurs Fc)

Formation d’un phagophore par remodelage
et expansion membranaire, puis d’un
autophagosome entierement clos



Echappement a la voie d’endocytose classique

[
\ Acidification progressive de la vacuole
\  Endosome Endosome
\  précoce tardif Lysosome

IIH O EEA1 &_) LAMP1
@ NG Q N Q N

Bacterie / PI3P RAB5 v-ATPase RA

* Fusion phagosomes et endosomes/lysosomes

* Lyse bactérienne dans l'autolysosome par acidification médiée par des V-ATPases et
accumulation d’hydrolases et autres enzymes de dégradation



Un large arsenal de facteurs de virulence

e 2 systemes de sécrétion majeurs : T2SS et T4SS

v'Translocation de protéines a I'extérieur de la bactérie
v'Protéines nécessaires a la réplication bactérienne et/ou a la pathogeneése

~300 substrats

< 30 substrats

E
Sec/Tatcg_/

27

SST2 SST4A, - SST4B,
Lvh Dot/lcm




Un facteur de virulence essentiel :
le systeme de sécrétion de type IV, Dot/icm

« Commun a toutes les especes de Legionelles

(defective for organelle trafficking / intracellular multiplication)

27 genes dot et icm situés dans 2 régions distinctes du chromosome

Assure la biogénese des LCV

Essentiel pour la réplication intra-cellulaire

Translocation de > 300 protéines effectrices
directement dans le cytoplasme des cellules

hotes

Ghosal et al, EMBO reports, 2017



early stationary phase early intracellular phase LCV establishment
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Bock et al, mBio 2021 ; Park et al, mBio 2020



Visualisation par cryotomographie électronique de L. pneumophila
en phase de division cellulaire

stationary pre-division division

0.5 ym

B vacterial membranes [ ribosomes [ granules ) polar T4SSs [ 1ateral Tasss

Park et al, mBio, 2020



Un vaste répertoire de protéines effectrices qui imitent les
fonctions de la cellule hote

Environ 300 effecteurs / souche
10 % des genes de Legionella
Répertoire d’effecteurs large et divers

Environ 18000 effecteurs uniques recensés
chez Legionella spp

Redondance fonctionnelle majeure
Paralogues spécifiques d’un hote particulier ?

Fonction encore inconnue pour la majorité
d’entre eux

L. pneumophila
Philadelphia-1 genome
3.39 Mbp

— Effector gene forward
— Effector gene reverse

Effector-rich "~
hypervariable

ragion

Franco et al, Cellular Microbiol, 2009



Caractéristiques spécifiques des effecteurs du systéme Dot/icm

* Protéines eucaryote-like (GTPAses) ou a domaine

eucaryote-like (U-box, F-box, répétitions d’ankyrine...)

* Mimétisme des fonctions cellulaires eucaryotes

* Manipulation de multiples voies de signalisation de I’h6te

a I'lavantage de Legionella :

e Détournement du trafic vésiculaire intracellulaire

Echappement a la fusion lysosomale

Acquisition de nutriments issus de la cellule hote
Inhibition de la synthese protéique eucaryote
Fonctions anti-apoptotiques

Motif F-box impliqué dans les
interactions protéine-protéine

rf 1 00 Al (
@ el
€8 %
Domaine de répétitions ankyrine

impliqué dans les interactions
protéine-protéine

Motif U-box impliqué dans les
réactions de multi-ubiquitination



Modification de la maturation normale du phagosome

Avirulent bacterium

Q L. pneumophila

Early O S min
Endosome
Late , ‘
EIN’OSO")OQ 30 min
Lysosome , < .,..’:, ‘
oy v .:"; .“ 4-6 hrs

‘ S " - -

-
Nucleus
« »
Endoplasmic i
Reticulum
Macrophage

Release of
L. pneumophila

* Echappement a la fusion
phagosome-lysosome

e Survie et réplication dans
une vacuole dérivée du
réticulum endoplasmique
(LCV)

e Recrutement du RE a la
surface de la vacuole, puis
des ribosomes

* Réplication possible dans le
compartiment RE rugueux-
like



Interaction avec le réticulum endoplasmique

* Intervention de protéines eucaryote-like pour le
remodelage de la LCV :

* RalF
e SidM (DrrA)
e LidA

e Recrutement a la surface de la LCV et controle
de l'activation de petites GTPAses de |I'h6te
(Rab1l, Arfl) qui régulent le transport et Ia

sécréetion de vésicules entre RE et appareil de < corrar PP cor-an () Socrtoyvesic
GOI gi 4 GTP-Rab1 ’k GTP-Arf1 - Legionella bacterium

Legionella effector DrrA Legionella effector RalF

Ninio and Roy, Trends in Microbiology, 2007



Modulation de la composition lipidique de la LCV

Plasma membrane

Endocytic

pathway ()
> 4

Golgi » ) B
A @ TEN

Secretory \_/
pathway

Q Ptdins

'Q Pidins(3)P
Q Pdins(4)P
v Pdins(3.5)P,
q Pdins(4.5)P,

f;f Pidins(3.4.5)P, Nucleus

Swart and Hilbi, Front immunol, 2020

* Composition en phosphoinositides (Pl)
différente selon les compartiments
cellulaires

* PI3P: marqueur lipidique des phagosomes
et macropinosomes impliqué dans le
commencement de la dégradation
endocytique

* Des effecteurs limitent 'accumulation de
PI3P a la surface de la LCV au profit de
I"acquisition de PI14P (lipide principalement
retrouveé sur le Golgi et RE), par:

- métabolisation directe des PI

- recrutement d’enzymes cellulaires



Echappement a la voie d’endocytose classique

* Neutralisation du pH de la LCV par 2 AGE DU

précoces de l'infection

E. coli vivant 45-75 min 5,6
* Blocage de v-ATPases (pompes a proton)
de I’"hdte (LAMP-1, Rab7) L. pneumophila vivante 3-6 heures 7,4
 Acidification de la vacuole a un stade tardif L. pneumophila tuees 3-6 heures 3
de l'infection par acquisition de marqueurs -
L. pneumophila vivante 16-22 heures 5,6

endosomaux et lysosomaux



Interaction avec la machinerie d’ubiquitinylation de la cellule héte

* Processus de dégradation des protéines ,m»f ._ @
hautement spécifique et contrélé ‘Activation Conjugation (G 827

b

Ligation

* Basé sur le marquage des protéines a
dégrader par une ou plusieurs molécules
d’ubiquitine via une cascade enzymatique
(E1, E2, E3)

* Le substrat ubiquitinylé est adressé au
protéasome ou il est dégradé

Proteasomal

degradation
* Activité E3 ubiquitine ligase de certains
« méta-effecteurs » (LubX, SidJ) permettant -Jncubiqummm
la régulation temporelle d’autres effecteurs w




Interaction avec la machinerie d’ubiquitinylation de la cellule héte

L. pneumophila

5o I Golgi * Reécupération de nutriments (acides
o ”53@___“ aminés) par ubiquitination de protéines
" présentes a la surface de la LCV et

-
-
-
-

détournement du protéasome de |I'hote :

\ Vesicle tr'affjiv
- AnkB
— - Effecteurs de la famille SidE (SdeA,
ey SdeB, SdeC, SidE)
’ : - ' > lotC ‘

’ SidEs DUB_;S; LXse/LysfS/Lysés
[SRcEg sl f Sg fad) * Activité dé-ubiquitinase de certains
effecteurs (DupA/B, LotA/B/C, RavD)

 AnkB |

Kitao et al. Front Cell Infect Mi. 2020



Modulation de la réponse immunitaire innée a |'infection

* Réponse des macrophages a l'infection :
e Stimulation TLR/NLR
Production d’IL-1B, IL-12, IL-6

Production d’IFN-y par cellules NK
Activation des macrophages

 Différentes protéines effectrices (LegK1,

LnaB, MavC, Lgt, Sidl, SidL...) impliquées dans

la régulation de la voie NF-kB

Recrutement de polynucléaires neutrophiles

r~
Legionella pneumophila 0

4N
Lipoprotein %, J Flagell
TLRZT TLRS

—Fre) @D
mTORC1 A8C
l \ ’/ IL-1B
30 » IL-18
= Caspase-1
\ Regulation of Nucleus
aaaaaaaaaa
synthesis
o/ Proinflammatory ;
o cytokines (IL-6, TNF-c, ' v
(| i IL-17AFF, etc.) ‘ Pore formatio
—"‘_{‘ SOASONSONSOR SO SON (HD
Stri ponse : l
Pyroptosis

Chauhan and Shames. Virulence 2021



e Pas d’apoptose avant un stade avance de
réplication

» Différents effecteurs (SdhA, SidF, LegS2,
VipD... ) et mécanismes impliqués :
- activation de la voie NF-kB

- inhibition de protéines pro-apoptotiques

Fonctions anti-apoptotiques

CV
— >
mitochondria
Dot/lcm @

| Cytochrome ¢

release | \/

: <« BNIP3
; «— Bcl2-Rambo

/

L Caspase-3

’ \ \

D 4
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Caspase-1 — CELL DEATH

.

inflammatory
response

anti-apoptotic
Nucleaus genes

Isberg et al. Nat Rev Microbiol 2009



Extracellular

RavZ
Lpg1137
LpSPL

Autophagy
...l..
' 4 ®
L | Q »
oo o*®
LC3

Intracellular

LCV

l LeSHs?
: Legk7
a LegK1
i LnaB

» MavC
" Lgt1-3
= Sidl

@ Modulation of
5|gnallng pathways

RomA
Snpl

@Endocy‘tic maturation
(bacterial degradation)

SidM (DrrA)
SidD  RalF
LepB Ceg9
T45S AnkX Lseﬂ
>330 effectors  Lem3
.l'. LidA LegGl {MitF)
ER recruitment
\ and LCV maturation
e
.
[ ]
® ¢

Transcriptional
landscape
(immune

responses)

Nucleus

(7)Exit

Mod ulation of
cell death pathways

2 Apoptosis

"
\

Interactlon with the

ubiquitin pathway
LubX  SdeA
GobX  SdeB
RavN  SdeC
SidC SidE
LegU1 SidJ
LicA LotA (Lem21)
AnkB

Mondino et al, Annu. Rev. Pathol. Mech. Dis., 2020



Stades ultimes de l'infection

* Evolution de la vacuole
* Densité bactérienne élevée

e Déplétion en AA

e Passage a une forme virulente et cytotoxique
(infectieuse)

e Sortie des Légionelles de la vacuole

e Sortie de la cellule
* Par formation de pores et lyse de la cellule hote

* Par un mécanisme non lytique d’exocytose
(effecteurs LepA/LepB)

Transmission

to Humans
via aerosols

m

i“i ¢

Vesicles

-
Free L. pneumophila

Richards et al, virulence, 2013
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Endosomes (Early and Late)

Ribosome




Cycle de vie biphasique

* Forme transmissive (virulente) :

stimulation des genes codant les
protéines impliquées dans I'adhésion et
I'entrée de la bactérie ainsi que les
effecteurs sécrétés par le SST4 Dot/Icm
et le flagelle

* Forme réplicative (avirulente) :

stimulation de I'expression des genes
impliqués dans les voies métaboliques,
énergétiques ainsi que ceux impliqués
dans la division bactérienne

Phase transmissive
7~ Flagelle

» SST4 Dot/lem L. pneumoaophila

7 Effecteurs du S5T4 Dot/lcm e

£ S,
o D
______---f/ SST4 -5%@1«,\ T~
/-"" Dot/lem 27~ \
."f M |toch0r1.dr|e5 'I \ | Phase réplicative
' @86 \ | | 7 Tolérance a l'acidité
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|I Golai 7o) \ 7 Energie
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Abundant Nutrients: 2
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* Influencé par:
- La richesse en nutriments dans le milieu
- La densité bactérienne (quorum sensing)

* Régulateurs clé :

* Alarmone ppGpp (réponse stringente)
Facteur de transcription alternatif RpoS
Répresseur global CsrA
Systeme de quorum sensing Lqs

[amino acids]..

Virulence, stress response,
carbohydrate, fatty acid Virulence,
and amino acid metabolism, motility
PHB biosynthesis

Stress response,
virulence,
quorum sensing,
fitness

Oliva et al, Frontiers Cell Inf Microb, 2018




