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Amoebae can promote the survival of Francisella species in the aquatic 

environment 
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�R�X�W�V�L�G�H���D�P�R�H�E�D�H�����D�Q�G���Z�H�U�H���Q�R�W���V�L�J�Q�L�I�L�F�D�Q�W�O�\���G�L�I�I�H�U�H�Q�W���E�H�W�Z�H�H�Q���W�K�H���P�X�W�D�Q�W���D�Q�G���:�7���V�W�U�D�L�Q�V���R�Y�H�U��

�W�L�P�H�����)�L�J�X�U�H���6����������

�'�X�U�L�Q�J�� �L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�� �L�Q�� �6�0�� �R�I��A. polyphaga���� �W�K�H�� �L�Q�W�U�D���D�P�R�H�E�L�F�� �&�)�8�� �F�R�X�Q�W�V�� �R�I��F. novicida �:�7��

�D�Q�G�� �¨�)�3�,�¨�)�1�,�� �G�H�F�U�H�D�V�H�G�� �S�U�R�J�U�H�V�V�L�Y�H�O�\�� �D�Q�G�� �V�L�P�L�O�D�U�O�\�� �R�Y�H�U�� �W�L�P�H�� �G�H�V�S�L�W�H�� �E�D�F�W�H�U�L�D�O�� �F�R�X�Q�W�V��

�V�O�L�J�K�W�O�\���K�L�J�K�H�U���I�R�U��F. novicida���¨�)�3�,�¨�)�1�,�����)�L�J�X�U�H���6����������

�)�L�Q�D�O�O�\���� �G�X�U�L�Q�J�� �F�R���F�X�O�W�X�U�H�� �Z�L�W�K�R�X�W�� �L�Q�V�H�U�W�V����A. polyphaga�� �H�Q�K�D�Q�F�H�G�� �W�K�H�� �V�X�U�Y�L�Y�D�O�� �R�I�� �H�L�W�K�H�U��F. 

novicida �:�7���R�U��F. novicida���¨�)�3�,�¨�)�1�,���L�Q���D���V�L�P�L�O�D�U���P�D�Q�Q�H�U�����,�Q���F�R�Q�W�U�D�V�W�����W�K�H���E�D�F�W�H�U�L�D�O���F�R�X�Q�W���R�I��

�W�K�H�V�H�� �W�Z�R�� �V�W�U�D�L�Q�V�� �S�U�R�J�U�H�V�V�L�Y�H�O�\�� �D�Q�G�� �V�L�P�L�O�D�U�O�\�� �G�H�F�U�H�D�V�H�G�� �R�Y�H�U�� �W�L�P�H�� �L�Q�� �D�P�R�H�E�D���I�U�H�H�� �P�H�G�L�X�P��

���)�L�J�X�U�H���6����������

 



 
 

�$�0�2�(�%�$�(���$�1�'���)�5�$�1�&�,�6�(�/�/�$���&�2���&�8�/�7�8�5�(���,�1���6�3�5�,�1�*���:�$�7�(�5��

�7�R���E�H�W�W�H�U���P�L�P�L�F���W�K�H���Q�D�W�X�U�D�O���F�R�Q�G�L�W�L�R�Q�V���R�I��Francisella���V�S�����V�X�U�Y�L�Y�D�O���L�Q���D�T�X�D�W�L�F���H�Q�Y�L�U�R�Q�P�H�Q�W�V����F. 

novicida�� �8�������� �D�Q�G��A. castellanii���F�R���F�X�O�W�X�U�H�V�� �Z�H�U�H�� �S�H�U�I�R�U�P�H�G�� �L�Q���V�S�U�L�Q�J���Z�D�W�H�U�� �D�Q�G�� �D�W�� �U�R�R�P��

�W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�H�����G�X�U�L�Q�J���������G�D�\�V������

�,�Q���F�R���F�X�O�W�X�U�H���Z�L�W�K���D�P�R�H�E�D�H����F. novicida �V�K�R�Z�H�G���H�Q�K�D�Q�F�H�G���V�X�U�Y�L�Y�D�O���F�R�P�S�D�U�H�G���W�R���D�P�R�H�E�D���I�U�H�H��

�Z�D�W�H�U���V�D�P�S�O�H�V�����U�H�J�D�U�G�O�H�V���R�I���G�R�V�H�V�����'�X�U�L�Q�J���W�K�H���R�E�V�H�U�Y�H�G���S�H�U�L�R�G�����E�D�F�W�H�U�L�D�O���F�R�X�Q�W�V�� �L�Q���F�R���F�X�O�W�X�U�H��

�Z�H�U�H���K�L�J�K�H�U���L�Q���F�R�P�S�D�U�L�V�R�Q���W�R���V�D�P�S�O�H�V���Z�L�W�K���Q�R���D�P�R�H�E�D�H�����S�����������������D�W���'�������'���������'���������D�Q�G���'���� ����

�1�6�� �D�W���'������ �D�Q�G�� �'�������I�R�U��F. novicida �D�W�����������&�)�8���P�O �D�Q�G���S�� ���� �����������D�W���'������ �'���������D�Q�G���'���������S�� ����

�������������D�W���'���������S�����������������D�W���'�������D�Q�G���1�6���D�W���'�������I�R�U��F. novicida �D�W�����������&�)�8���P�O�������)�L�J�X�U�H���������$������

�0�R�U�H�R�Y�H�U����F. novicida���V�X�U�Y�L�Y�H�G���I�R�U���D���O�R�Q�J�H�U���S�H�U�L�R�G���R�I���W�L�P�H���L�Q���W�K�H���S�U�H�V�H�Q�F�H���R�I���D�P�R�H�E�D�H������

�8�Q�O�L�N�H���S�U�H�Y�L�R�X�V���P�R�G�H�O�V�����L�Q���W�K�H���V�S�U�L�Q�J���Z�D�W�H�U���F�R���F�X�O�W�X�U�H���P�R�G�H�O�����D�P�R�H�E�L�F���F�R�X�Q�W�V���Z�H�U�H���Q�R�W���V�W�D�E�O�H��

�G�X�U�L�Q�J�� �W�K�H�� �H�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�V�� �D�Q�G�� �G�H�F�U�H�D�V�H�G�� �S�U�R�J�U�H�V�V�L�Y�H�O�\���� �%�H�V�L�G�H�V���� �L�Q�� �F�R���F�X�O�W�X�U�H�� �P�R�G�H�O�V���� �D�P�R�H�E�L�F��

�F�R�X�Q�W�V���G�H�F�U�H�D�V�H�G���V�O�L�J�K�W�O�\���I�D�V�W�H�U���L�Q���F�R�P�S�D�U�L�V�R�Q���W�R���F�R�Q�W�U�R�O���Z�D�W�H�U���V�D�P�S�O�H�V���Z�L�W�K���Q�R���E�D�F�W�H�U�L�D�����1�6��

�D�W�� �'�������S�� ���� �����������D�W�� �'���������S�� ���� �����������D�W�� �'���������S�� ���� �������������D�W�� �'���������1�6���D�W�� �'�������D�Q�G�� �'������ �I�R�U��A. 

castellanii���D�W�����������F�H�O�O�V���P�O���D�Q�G���1�6���D�W���'�������S�����������������D�W���'���������S�������������������D�W���'���������S�����������������D�W���'���������S��

���������������D�W���'�������D�Q�G���1�6���D�W���'�������I�R�U��A. castellanii���D�W�����������F�H�O�O�V���P�O�������)�L�J�X�U�H���������%��������

�0�R�U�S�K�R�O�R�J�\���R�I��F. novicida�����D�I�W�H�U���������G�D�\�V���L�Q�F�X�E�D�W�L�R�Q���D�O�R�Q�H���L�Q���V�S�U�L�Q�J���Z�D�W�H�U���R�U���L�Q���F�R���L�Q�F�X�E�D�W�L�R�Q��

�Z�L�W�K��A. castellanii �L�Q�� �V�S�U�L�Q�J�� �Z�D�W�H�U�� �Z�D�V�� �D�O�V�R�� �V�W�X�G�L�H�G���E�\���W�U�D�Q�V�P�L�V�V�L�R�Q�� �H�O�H�F�W�U�R�Q�� �P�L�F�U�R�V�F�R�S�\��

���7�(�0�������0�X�O�W�L�S�O�H�� �P�R�U�S�K�R�O�R�J�L�F�D�O�� �F�K�D�Q�J�H�V�� �R�I��F. novicida���F�H�O�O�V���Z�H�U�H���R�E�V�H�U�Y�H�G�� �D�I�W�H�U�� �������G�D�\�V��

�L�Q�F�X�E�D�W�L�R�Q�� �L�Q�� �D�P�R�H�E�D���I�U�H�H�� �V�S�U�L�Q�J�� �Z�D�W�H�U���� �%�D�F�W�H�U�L�D�� �V�K�R�Z�H�G�� �G�L�V�R�U�J�D�Q�L�]�H�G�� �F�\�W�R�S�O�D�V�P�� �V�H�S�D�U�D�W�H�G��

�I�U�R�P�� �W�K�H�� �F�H�O�O�� �Z�D�O�O���� �Z�L�W�K�� �P�X�O�W�L�S�O�H�� �F�O�X�P�S�L�Q�J�� �D�Q�G�� �K�L�J�K�O�\�� �X�Q�G�H�I�L�Q�H�G�� �F�H�O�O�� �Z�D�O�O�����,�Q�� �F�R�Q�W�U�D�V�W����

F.novicida���F�R���F�X�O�W�X�U�H�G�� �Z�L�W�K�� �D�P�R�H�E�D�H�� �L�Q�� �V�S�U�L�Q�J�� �Z�D�W�H�U���Z�H�U�H�� �U�R�X�Q�G�O�\�� �V�K�D�S�H�G�� �D�Q�G�� �V�K�R�Z�H�G���Z�H�O�O��

�S�U�H�V�H�U�Y�H�G�� �F�H�O�O�� �V�W�U�X�F�W�X�U�H�V�� �Z�L�W�K�� �V�P�R�R�W�K�� �D�Q�G�� �L�Q�W�D�F�W�� �F�H�O�O�� �Z�D�O�O���� �V�L�P�L�O�D�U�� �W�R�� �W�K�H�� �F�R�Q�W�U�R�O�� �E�D�F�W�H�U�L�D��

�J�U�R�Z�Q���R�Q���%�&�<�(���D�J�D�U�����)�L�J�X�U�H��������������

��



 
 

DISCUSSION  

�7�K�H�� �D�L�P�� �R�I�� �R�X�U�� �V�W�X�G�\�� �Z�D�V�� �W�R�� �H�Y�D�O�X�D�W�H��in vitro �V�X�U�Y�L�Y�D�O�� �R�U�� �H�Y�H�Q�� �S�U�R�O�L�I�H�U�D�W�L�R�Q�� �R�I��

Francisella �V�S�H�F�L�H�V�� �L�Q�� �W�K�H�� �S�U�H�V�H�Q�F�H�� �R�I�� �D�P�R�H�E�D�H�� �R�Y�H�U�� �D�Q�� �H�[�W�H�Q�G�H�G�� �S�H�U�L�R�G���� �7�K�L�V�� �F�R�X�O�G�� �K�H�O�S�� �W�R��

�X�Q�G�H�U�V�W�D�Q�G�� �W�K�H�L�U�� �O�R�Q�J���W�H�U�P�� �V�X�U�Y�L�Y�D�O�� �L�Q�� �Q�D�W�X�U�D�O�� �D�T�X�D�W�L�F�� �H�Q�Y�L�U�R�Q�P�H�Q�W�V���� �7�K�H�U�H�I�R�U�H���� �Z�H�� �V�H�W���X�S��

�G�L�I�I�H�U�H�Q�W�� �P�R�G�H�O�V�� �R�I�� �L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�V�� �E�H�W�Z�H�H�Q��F. tularensis����F. philomiragia�����R�U��F. novicida�� �Z�L�W�K��

�W�Z�R���D�P�R�H�E�D���V�S�H�F�L�H�V�� A. castellanii���D�Q�G��A. polyphaga������

�: �H���I�L�U�V�W�� �H�Y�D�O�X�D�W�H�G�� �W�K�H�� �L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�V�� �E�H�W�Z�H�H�Q��Francisella�� �D�Q�G�� �D�P�R�H�E�D�H�� �X�V�L�Q�J�� �W�K�H��

�$�P�R�H�E�D���3�O�D�W�H���7�H�V�W�����$�3�7�������7�K�L�V���V�F�U�H�H�Q�L�Q�J���W�H�V�W���Z�D�V���G�H�Y�H�O�R�S�H�G�� �E�\�� �$�O�E�H�U�V��et al�����������W�R���V�W�X�G�\���W�K�H��

�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�V�� �E�H�W�Z�H�H�Q��L. pneumophila�� �D�Q�G�� �D�P�R�H�E�D�H�����������7�K�H�� �$�3�7�� �H�Y�D�O�X�D�W�H�V�� �W�K�H�� �D�E�L�O�L�W�\�� �R�I���D��

�V�S�H�F�L�I�L�F���E�D�F�W�H�U�L�D�O���V�W�U�D�L�Q���W�R���S�D�V�V���W�K�U�R�X�J�K���D���O�D�\�H�U���R�I���D�P�R�H�E�D�H���W�R���I�R�U�P���F�R�O�R�Q�L�H�V���R�Q���D�Q���D�J�D�U���S�O�D�W�H����

�$�� �Q�H�J�D�W�L�Y�H�� �$�3�7�� �X�V�X�D�O�O�\�� �L�Q�G�L�F�D�W�H�V�� �W�K�D�W���W�K�H�� �W�H�V�W�H�G�� �E�D�F�W�H�U�L�X�P�� �L�V�� �X�Q�D�E�O�H�� �W�R�� �N�L�O�O�� �D�P�R�H�E�D�H�� �H�L�W�K�H�U��

�G�L�U�H�F�W�O�\���R�U���W�K�U�R�X�J�K�� �L�Q�W�U�D���D�P�R�H�E�L�F�� �P�X�O�W�L�S�O�L�F�D�W�L�R�Q�����&�R�Q�Y�H�U�V�H�O�\�����D���S�R�V�L�W�L�Y�H���W�H�V�W���X�V�X�D�O�O�\�� �L�Q�G�L�F�D�W�H�V��

�W�K�D�W���W�K�H�� �E�D�F�W�H�U�L�X�P���L�V���D�E�O�H���W�R���U�H�V�L�V�W���W�K�H���D�W�W�D�F�N���E�\�� �D�P�R�H�E�D�H���D�Q�G���S�R�V�V�L�E�O�\�� �P�X�O�W�L�S�O�\���Z�L�W�K�L�Q���W�K�H�V�H��

�S�U�R�W�R�]�R�D���������,�Q�W�H�U�H�V�W�L�Q�J�O�\���� �Z�H�� �R�E�V�H�U�Y�H�G�� �D�� �S�R�V�L�W�L�Y�H�� �$�3�7�� �I�R�U�� �D�O�O�� �W�H�V�W�H�G��Francisella�� �V�W�U�D�L�Q�V�� �E�X�W��

�Z�L�W�K�� �Y�D�U�\�L�Q�J�� �U�H�V�X�O�W�V�����:�H�� �R�E�V�H�U�Y�H�G�� �D�� �V�W�U�R�Q�J�� �J�U�R�Z�W�K�� �Z�L�W�K��F. philomiragia, �D�� �P�H�G�L�X�P�� �J�U�R�Z�W�K��

�Z�L�W�K��F. novicida���D�Q�G���W�K�H���F�O�L�Q�L�F�D�O���V�W�U�D�L�Q�V���R�I��F. tularensis�����D�Q�G���W�K�H���Z�H�D�N�H�V�W���J�U�R�Z�W�K���Z�L�W�K���W�K�H���/�9�6��

�V�W�U�D�L�Q�����$�V���I�R�U��F. philomiragia�����R�X�U���U�H�V�X�O�W�V���D�U�H���L�Q���D�J�U�H�H�P�H�Q�W���Z�L�W�K���W�K�R�V�H���U�H�S�R�U�W�H�G���E�\���9�H�U�K�R�H�Y�H�Q��

et al�������� �V�K�R�Z�L�Q�J�� �K�L�J�K�H�U�� �U�H�V�L�V�W�D�Q�F�H�� �R�I��F. philomiragia�� �F�R�P�S�D�U�H�G�� �W�R��F. novicida�� �L�Q�� �D�Q��A. 

castellanii�� �$�3�7�� �P�R�G�H�O���D�Q�G�� �W�K�R�V�H�� �R�I�� �7�K�H�O�D�X�V��et al.�������� �V�K�R�Z�L�Q�J�� �W�K�D�W��F. philomiragia�� �Z�D�V�� �W�K�H��

�O�H�D�V�W�� �H�G�L�E�O�H��Francisella�� �V�S�H�F�L�H�V�� �I�R�U�� �W�K�H�� �F�L�O�L�D�W�H��Tetrahymena pyriformis�����5�H�J�D�U�G�L�Q�J��F. 

tularensis���V�X�E�V�S����holarctica �V�W�U�D�L�Q�V�����/�9�6�� �Z�D�V�� �O�H�V�V�� �H�I�I�L�F�L�H�Q�W���W�R�� �U�H�V�L�V�W���W�R���D�P�R�H�E�D�H���W�K�D�Q�� �W�K�H��

�F�O�L�Q�L�F�D�O�� �V�W�U�D�L�Q�V���� �7�K�L�V�� �P�L�J�K�W�� �E�H�� �G�X�H�� �W�R�� �W�K�H�� �D�W�W�H�Q�X�D�W�H�G�� �Y�L�U�X�O�H�Q�F�H�� �R�I�� �W�K�L�V���Y�D�F�F�L�Q�H���V�W�U�D�L�Q����

�,�Q�W�H�U�H�V�W�L�Q�J�O�\�����W�K�H�� �V�L�[���F�O�L�Q�L�F�D�O�� �V�W�U�D�L�Q�V�� �R�I��F. tularensis �V�X�E�V�S�� holarctica �G�L�V�S�O�D�\�H�G�� �V�L�P�L�O�D�U��

�U�H�V�X�O�W�V�����V�X�J�J�H�V�W�L�Q�J�� �D�� �K�R�P�R�J�H�Q�R�X�V�� �D�P�R�H�E�D���U�H�V�L�V�W�D�Q�F�H���E�H�W�Z�H�H�Q�� �V�W�U�D�L�Q�V�� �R�I�� �W�K�L�V���V�X�E�V�S�H�F�L�H�V����

�F�R�U�U�H�O�D�W�L�Q�J�� �Z�L�W�K�� �W�K�H�� �O�R�Z�� �J�H�Q�H�W�L�F�� �G�L�Y�H�U�V�L�W�\�� �R�I�� �)�U�H�Q�F�K�� �7�\�S�H�� �%�� �V�W�U�D�L�Q�V�����������2�Y�H�U�D�O�O�����W�K�H���$�3�7��
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�)�L�J�� ������Co-culture with inserts of A. castellanii and A. polyphaga with Francisella sp. in 

SM.��
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�)�L�J��������Confocal microscopy of A. polyphaga infected by F. tularensis Ft6. 
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�)�L�J��������Growth kinetics of F. novicida (A) and A. castellanii (B) in spring water.��
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�)�L�J��������Morphology and structure of F. novicida, after 15 days incubation in spring water 

(A), co-incubation with A. castellanii in spring water (B), and as a control after growth 

on BCYE agar (C) by TEM.��
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Figure S1. Example of Amoeba Plate Test results of Acanthamoeba castellanii and 

several bacteria at day 9 ��

�$����Francisella philomiragia �$�7�&�&�������������������%����F. novicida �8�����������&����F. tularensis �/�9�6�����'����F. 

tularensis �)�W�������(����Legionella pneumophila �&�,�3�������������7�����)����Staphylococcus epidermidis 
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Figure S2. Extracellular growth of Francisella sp. in several culture media��
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Figure S3. Study of T6SS impact in three models.��
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Table S1. Francisella���V�S�����V�W�U�D�L�Q�V���X�V�H�G���L�Q���W�K�L�V���V�W�X�G�\��

�6�W�U�D�L�Q�V�� �6�R�X�U�F�H��
F. tularensis�� �V�X�E�V�S����holarctica�� �/�9�6��
�1�&�7�&������������ 

�5�H�I�H�U�H�Q�F�H�� �V�W�U�D�L�Q�� �J�L�Y�H�Q�� �E�\�� �W�K�H���&�5�6�6�$���� �*�U�H�Q�R�E�O�H����
�)�U�D�Q�F�H��

F. tularensis���V�X�E�V�S����holarctica �)�W�� �+�X�P�D�Q�����E�O�R�R�G�����)�U�D�Q�F�H����������������
F. tularensis���V�X�E�V�S����holarctica���)�W�� �+�X�P�D�Q�����E�O�R�R�G�����)�U�D�Q�F�H����������������
F. tularensis���V�X�E�V�S����holarctica���)�W�� �+�X�P�D�Q�����F�R�Q�M�X�Q�F�W�L�Y�D�����)�U�D�Q�F�H����������������
F. tularensis���V�X�E�V�S����holarctica���)�W���� �+�X�P�D�Q�����K�H�D�U�����)�U�D�Q�F�H����������������
F. tularensis���V�X�E�V�S����holarctica���)�W���� �+�X�P�D�Q�����O�\�P�S�K�D�G�H�Q�R�S�D�W�K�\�����)�U�D�Q�F�H����������������
F. tularensis���V�X�E�V�S����holarctica���)�W���� �+�X�P�D�Q�����K�L�S���S�U�R�V�W�K�H�V�L�V�����)�U�D�Q�F�H����������������
F. philomiragia���$�7�&�&������������ �5�H�I�H�U�H�Q�F�H���V�W�U�D�L�Q���I�U�R�P���W�K�H���$�7�&�&��
F. philomiragia���)�W���� �+�X�P�D�Q�����E�O�R�R�G�����)�U�D�Q�F�H����������������
F. novicida���8�����������&�,�3�������������� �5�H�I�H�U�H�Q�F�H���V�W�U�D�L�Q���I�U�R�P���W�K�H���&�,�3����
F. novicida �4FPI ���:�H�L�V�V��et al.����������������

F. novicida �4FNI ���5�L�J�D�U�G��et al.����������������
F. novicida �4FPI �4FNI �7�K�L�V���V�W�X�G�\��
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