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Introduction générale 

Les produits issus de milieux aquatiques (pêche et aquaculture) constituent 

aujourd’hui une part importante de la production alimentaire à l’échelle mondiale. Ce secteur 

représente un flux financier du même ordre de grandeur que le secteur de la production de 

viande (FAO, 2008). En réponse à l’épuisement des stocks de pêche et face à une croissance 

démographique importante (en Asie notamment, et en Chine plus particulièrement), la 

production piscicole mondiale a considérablement augmenté depuis ces 50 dernières années. 

Elle correspond actuellement au tiers des poissons consommés dans le monde et tend vers 

l’équilibre de la consommation de poisson (½ pêche, ½ aquaculture) dans les années qui 

viennent (FAO, 2008). .  

L’essor de l’aquaculture qui voit une production d’espèces très diverses, repose en grande 

partie sur l’élevage de poissons d’eau douce et de mollusques. En 2004, les espèces aquacoles 

les plus produites dans le monde étaient l’huître japonaise Crassostrea gigas (4,4 millions de 

tonnes), la carpe argenteée Hypophthalmichthys molitrix (4,0 millions de tonnes), et la « carpe 

herbivore » Ctenopharyngodon idellus (Chevassus-au-Louis and Lazard, 2009). En Europe, la 

France a été un des premier pays à développer la pisciculture de façon intensive, avec 

principalement l’élevage de salmonidés et de poissons marins tels que le bar, la daurade 

royale et le turbot. L’élevage de Truite arc-en-ciel, qui constitue l’essentiel de la production 

salmonicole française, en fait l’un des leaders pour la production de cette espèce (36 000 

tonnes/an, soit plus de 90% de la production salmonicole totale), placée au deuxième rang 

européen après l’Italie en 2007 (AGRESTE, 2011). 

Avec les années, la salmoniculture française a dû s’adapter à un contexte difficile : contraintes 

environnementales plus fortes, mise aux normes réglementaires des élevages, concurrence 

commerciale mais aussi, menaces pathogènes. En effet, l’apparition de maladies au sein d’un 

élevage peut causer d’importantes pertes physiques et économiques aux conséquences 

pouvant atteindre des niveaux dramatiques.  

La transmission des maladies infectieuses en milieu aquatique peut être très importante du fait 

de la continuité de la circulation des agents pathogènes au travers de l’eau d’un site à l’autre, 

et également au travers des échanges commerciaux (œufs et poissons). Parmi les bactéries 

ichtyopathogènes, Flavobacterium psychrophilum est l’une des plus virulentes en France. 

Cette bactérie est en effet responsable de la « flavobactériose des eaux froides », qui a été 



2 

 

identifiée comme la deuxième maladie la plus déclarée après la furonculose (Guichard, 2004). 

Peu de données sur la variabilité génétique ainsi que sur les modalités de diffusion de l’agent 

F. psychrophilum dans le contexte français existent. C’est dans l’optique de répondre à ce 

besoin de connaissances, nécessaire à long terme pour aider à une gestion efficace concernant 

le contrôle de la maladie, que nous avons mené ces travaux de thèse.  

Dans un premier chapitre de revue bibliographique sur les origines de la variabilité génétique 

au sein des populations bactériennes, ainsi que les principales méthodes qui permettent de la 

caractériser, nous présenterons les intérêts et objectifs du travail de thèse. Les matériels et 

méthodes utilisés pour ces travaux seront présentés dans le deuxième chapitre. Enfin, le 

troisième chapitre sera consacré aux résultats de l’étude, exposés selon trois points : (i) 

variabilité génétique de F. psychrophilum dans les principaux bassins de production 

salmonicole en France, (ii) variabilité génétique dans un ensemble de sites piscicoles présents 

dans un même bassin versant et, (iii) comparaison des méthodes utilisées pour l’étude de la 

variabilité génétique de cet agent. 
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CHAPITRE I.  

Synthèse bibliographique 
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1. Introduction 

Les populations bactériennes ne sont pas statiques, mais évoluent au cours du temps et 

dans l'espace. Ainsi, au sein de ces populations bactériennes peuvent apparaître au niveau 

génomique, des variations résultant de modifications dans une portion codante ou non codante 

de séquences ADN qui peuvent faire émerger de nouveaux allèles ou de nouveaux caractères 

dans une population. Chaque variation de séquences peut, ou non, s’exprimer au niveau 

phénotypique (Wisniewski-Dyé and Vial, 2008). Ces variations génèrent une diversité intra-

populationnelle qui constitue un élément important pour une meilleure adaptation à 

l'écosystème dans lequel les populations se développent, comme par exemple dans le cas de 

bactéries pathogènes, pour permettre d’échapper aux défenses immunitaires de l’hôte (Hall, 

1991; Wisniewski-Dyé and Vial, 2008). 

Historiquement, la recherche de variations dans les populations naturelles de bactéries a 

concerné des caractères exprimés phénotypiquement et accessibles par observation directe des 

colonies bactériennes, tels que la morphologie, la couleur etc… Le développement des 

techniques de biologie moléculaire a permis l’étude de la variabilité génétique ou génotypage 

de nombreux organismes procaryotes et eucaryotes, et ce à grande échelle avec l'essor récent 

des outils de séquençage haut débit (Van Belkum et al., 2007). L’étude de la variabilité 

génétique constitue par exemple un moyen de définir des niveaux de similarité et de parenté 

entre les isolats bactériens d’une même espèce, qui revêt un intérêt majeur en épidémiologie 

et en phylogénie.  

Lorsqu’une infection bactérienne survient dans une population humaine ou animale donnée, la 

première et la plus urgente étape, pour une prise en charge appropriée, est l’identification de 

l’agent infectieux. La seconde étape que constitue la maîtrise de l’infection, passe par 

l’identification du foyer initial d’une infection et l’explication des scénarii impliqués dans la 

dissémination de l’agent. Le génotypage constitue un outil essentiel pour répondre à cette 

seconde attente. A une échelle locale (hôpital, communauté, élevage…), en plus d’identifier 

l’origine de l’épidémie et les vecteurs de la diffusion (personnel en milieu hospitalier, 

objets/outils contaminés…), l’étude de la variabilité génétique entre isolats bactériens permet 

de différencier l’accumulation indépendante de cas d’infections d’une véritable diffusion 

épidémique. Dans le contexte d’une accumulation de cas, les infections peuvent être dues à 
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des problèmes d’hygiène générale ou de pression de sélection, alors que dans un contexte 

épidémique, il y a une source commune de contamination (ou réservoir du germe) de laquelle 

proviennent les contaminations. A une échelle plus étendue (région, pays, continent), l’étude 

de la variabilité génétique de populations bactériennes permet une surveillance 

épidémiologique dans le temps et/ou l’espace. Ceci permet afin d’observer la présence d’un 

variant génétique dominant, et d’associer des polymorphismes génétiques à certains caractères 

de résistance aux antibiotiques ou même à des signes cliniques. Les éléments de connaissance 

ainsi apportés par le typage moléculaire peuvent permettre de comprendre l’émergence et la 

dissémination d’une maladie et de mettre en place des mesures sanitaires appropriées pour 

limiter la propagation. 

En dehors du contexte épidémiologique, le génotypage a aussi un intérêt sur le plan du 

diagnostic individuel, puisqu’il peut permettre de distinguer les infections chroniques des ré-

infections, et dans les études de phylogénies dans lesquelles il permet d’observer les niveaux 

de similarités entre isolats (utile pour reconnaître la transmission de lignées clonales au cours 

du temps), d’identifier des facteurs de pathogénicité, et de déterminer la vitesse d’une horloge 

moléculaire. 
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2. Variabilité génétique chez les bactéries  

2.1. Origines de la diversité génétique 

Le support génétique de l’information peut être modifié par des phénomènes de 

mutations, de répétitions de séquences plus ou moins longues, ou de transferts de matériel 

génétique entre bactéries apparentées ou non.  

2.1.1. Mutations  

2.1.1.1. Caractéristiques  

Les mutations correspondent à des modifications d’une ou plusieurs bases 

nucléotidiques et apparaissent rarement dans une population bactérienne. La mutagénèse in 

vivo est un phénomène complexe impliquant des enzymes jouant un rôle dans les 

métabolismes précurseurs de l’ADN, la réplication, la réparation et la recombinaison (Maki, 

2002). Dans ces cas, on parle de mutations spontanées, par opposition aux mutations induites 

qui résultent de l’exposition des cellules à des facteurs mutagènes tels que rayons X, rayons 

UV, ou encore agents intercalants de l’ADN. Les mutations surviennent de manière aléatoire 

dans les génomes, même si elles semblent plus fréquentes dans certaines régions (« hotspot ») 

(Rogozin and Pavlov, 2003). Elles n’affectent qu’une faible proportion de cellules dans une 

population. Ceci est mesurable par le taux de mutation qui correspond à la probabilité pour 

une bactérie de muter pendant une unité de temps définie, correspondant à son temps de 

génération. Le taux de mutation moyen est de l’ordre de 10
-8

 à 10
-6 

pour les bactéries. Pour un 

caractère donné, le taux de mutation est fixe, alors que le nombre de mutants d’une souche 

donnée fluctue en fonction des conditions de pression de sélection). D’autre part, les 

mutations acquises sont transmissibles à la descendance, ce qui n’empêche pas que le 

phénotype initial puisse être rétabli dans la descendance par le biais de mutations inverses 

(Wisniewski-Dyé and Vial, 2008).  

On peut classer les mutations en 2 grandes catégories, qui sont présentées ici dans l'ordre 

croissant d’importance de leur impact sur le caractère exprimé. 
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2.1.1.2. Mutations sans changement du cadre de lecture : 

substitutions  

Une substitution est le remplacement d’une base nucléotidique par une autre. Il existe 

différents types de mutations par substitution  (Figure 1):  

- mutation silencieuse: la substitution d’une ou plusieurs bases dans un codon conduit à 

une mutation silencieuse (ou synonyme) si la nature de l’acide aminé codé n’est pas 

changée (fait de la dégénérescence du code génétique) 

- mutation conservative : la substitution entraîne le remplacement d’un acide aminé par 

un autre du même groupe (acide par exemple), avec souvent peu de conséquences sur 

la protéine 

- mutation faux sens : elle se produit lorsque la substitution d’une base d’un codon se 

traduit par un remplacement d’acide aminé de groupes différents, par opposition à la 

mutation conservative 

- mutation non-sens : la substitution d’une base entraîne le changement d’un codon en 

un codon stop, ce qui induit la production d’une protéine tronquée dont l'activité peut 

alors être modifiée. 

Ces trois derniers types de mutations sont dites non synonymes par opposition à la première. 
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Figure 1 : Schématisation des différents types de mutations de bases nucléotidiques (C. 

Siekoula-Nguedia) 

 

2.1.1.3. Mutations avec changement du cadre de lecture : 

insertions et délétions de bases 

Ces événements ont des répercussions sur tous les codons situés en aval et conduisent 

à la production d’une protéine anormale (Figure 2). Le plus souvent, la protéine est tronquée à 

cause de l’apparition précoce d'un codon stop. Dans le cas où le nombre de paires de bases 

délétées ou ajoutées dans une séquence codante est un multiple trois, le cadre de lecture n’est 

pas altéré. Toutefois, la protéine produite est raccourcie ou rallongée d’un ou plusieurs acides 

aminés, et peut voir ainsi sa fonction altérée.  

Ces mutations peuvent aussi avoir lieu dans les zones promotrices non codantes et ainsi, 

influencer le niveau d'expression du gène situé en aval.  
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Insertion

CA AC G TA AC G

Thr Asp Gln

A G

Gln

T

C

Décalage du cadre de lecture

GA AC G AT CT A

Thr Val Ser

A

Ala

G

Délétion

CA AC G TA AC G

Thr Asp Gln

A G

Gln

Décalage du cadre de lecture

GA AC G AC CG A

Thr Ala Ala

Séquences 

de bases nucléotidiques

Séquence d’acides aminés

 

Figure 2 : Schématisation des événements d’insertion et de délétion de bases nucléotidiques 

(C. Siekoula-Nguedia) 

2.1.2. Transfert et intégration de matériel génétique exogène : 

parasexualité des bactéries 

Les génomes bactériens peuvent se diversifier via des échanges de matériel génétique. 

Ce transfert de matériel génétique se fait selon trois modes possibles :  

- la transformation : transfert d’ADN nu, présent dans l’environnement direct de la 

bactérie (mode largement utilisé en génie génétique pour l’introduction de plasmides 

dans les souches bactériennes), 

- la conjugaison : transfert d’ADN d’une bactérie à l’autre au travers de pili sexuels,  

- la transduction : transfert d’ADN entre deux bactéries par l’intermédiaire d’un virus 

(bactériophage). 

 

A la suite du transfert d’ADN s’opère le processus de « recombinaison » qui permet 

l’intégration de la molécule d’ADN exogène (exogénote provenant de l’environnement ou 

d’une bactérie donneuse) dans le chromosome d’une cellule receveuse (l’endogénote). Il 

existe différents types de recombinaisons : 

- recombinaison générale ou homologue : échange d’une paire de séquences double brins 

d’ADN nécessairement homologues, à n’importe quel endroit du génome. Ce 

phénomène permet de maintenir l’intégrité d’un génome par le remplacement d’une 
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séquence endommagée. En génie génétique, la recombinaison homologue est utilisée 

pour remplacer un gène ou une séquence, de manière ciblée. 

- recombinaison site spécifique : échange de paires de séquences non nécessairement 

homologues, catalysé par une ou plusieurs protéines les reconnaissant spécifiquement. 

Ce type de recombinaison est très important lors de l’intégration des génomes viraux 

dans les chromosomes bactériens et participe fortement aux échanges de gènes de 

virulence et de résistance.  

- recombinaison transpositionnelle ou illégitime : échange de séquences non homologues. 

C’est le mécanisme recombinatoire générant le plus de diversité à cause du caractère 

aléatoire des réarrangements. La recombinaison illégitime s’opère lors du déplacement, 

au sein de génomes bactériens, de segments d’ADN non codants (dits séquences 

d’insertion) seuls ou bordant des gènes entiers fonctionnels (transposons).  

2.1.3. Répétitions de séquences 

L’avènement du séquençage de nombreux génomes de bactéries a permis de mettre en 

évidence la très grande variété de séquences répétées. La taille des fragments constitutifs 

d’une séquence répétée varie d’une à plusieurs centaines de paires de bases. Ces fragments 

sont constitués soit d'un type unique de nucléotides (poly T), soit de plusieurs multimères. Les 

répétitions multimériques sont construites à partir d’unités nucléotiques identiques 

(répétitions homogènes), d’unités mixtes (répétitions hétérogènes), ou de répétitions 

dégénérées de motifs. Les unités d’une séquence répétée peuvent être reproduites en tandem 

(c'est-à-dire répétées les unes derrière les autres) à un seul locus, ou dispersées de manière 

aléatoire dans le génome. Les répétitions dispersées dans le génome sont de différentes 

natures, dont les principales familles sont résumées dans le tableau suivant (Tableau 1). 

Les séquences répétées sont générées au travers de processus de recombinaison intra-

chromosomique, par transfert de gènes, ou générées lors de la réplication de l'ADN par une 

ADN polymérase. La distribution et l’abondance des séquences répétées varient beaucoup 

entre espèces. En effet, un génome tel que celui de Mycoplasma pneumoniae, de taille 

pourtant très réduite (0,8 Mb), comprend 6% de séquences répétées (Himmelreich et al., 

1997) alors que Campylobacter jejuni n’en possède presque pas (4 séquences répétées pour 

un génome de 1,6 Mb) (Parkhill et al., 2000).  
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Tableau 1 : Familles de séquences répétées chez les procaryotes (d'après Treangen et al., 

2009). 

Type de séquence Caractéristiques 

REP ou PU  

(Repetitive Extragenic 

Palindromic or 

Palindromic Units) 

21-65 pb 

Palindrome imparfait 

Séquence extragénique 

Probablement transcrite 

BIME 

(Bacterial Interspersed 

Mosaic Element) 

40-500 pb 

Mosaïque de combinaisons de séquences REP séparées par 

d'autres motifs  

CRISPR 

(Clustered Regularly 

Interspaced Short 

Palindromic Repeats) 

Répétitions directes non contigües (de 24-47 pb) séparées par 

des espaceurs de tailles similaires (26-72 pb) 

MITE 

(Miniature Inverted 

Repeat Transposable 

Elements) 

100-200 pb 

Elément non-autonome 

ERIC ou IRU 

(Enterobacterial 

Repetitive Intergenic 

Consensus ou Intergenic 

Repeat Unit) 

69-127 pb 

Large séquence palindromique 

Probablement transcrite 

IS 

(Insertion Sequence) 

0,7-3,5 pb;  

Elément autonome; 

Souvent bordé par des séquences inversées (10-40 pb) 

Code pour la transposase 

Impliqué dans la transposition conservative ou replicative 

Tn 

(Transposon) 

Elément autonome; 

Code pour la transposase et d'autres produits (résistance aux 

antibiotiques, facteurs de virulence) 

Composite (Classe I): Bordé par deux IS (identiques ou 

différentes, directes ou inversées); impliqué dans la transposition 

conservative 

Non-Composite (Classe II): Bordé par deux séquences 

inversées (Tn3, Tn9); impliquée dans la transposition replicative, 

code pour la résolvase 
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2.1.4. Remaniements chromosomiques 

Il existe différents types de remaniements chromosomiques : (i) les duplications qui se 

produisent à l’intérieur d’un gène, (ii) les inversions correspondant au changement 

d’orientation d’un gène et, (iii) les délétions concernant des fragments de gènes plus 

importants en taille que quelques nucléotides, et qui entrainent souvent des effets létaux. 

 

2.2. Etude de la variabilité génétique : le génotypage 

Le typage de bactéries correspond d’une manière générale, à leur classification d’après un 

certain nombre de caractéristiques. A cet effet, le phénotypage (utilisation des caractères 

morphologiques et phénotypiques) et le génotypage (basé sur l’analyse d’acides nucléiques) 

constituent les deux systèmes de typage distincts pour ce genre d’étude. Le génotypage 

présente l’avantage qu’une majorité d’isolats est typable, contrairement au phénotypage pour 

lequel les caractères étudiés ont une plus grande propension à présenter une variabilité 

insuffisante pour discriminer les souches (Wisniewski-Dyé and Vial, 2008). Comme annoncé 

en introduction, l’étude de la variabilité génétique au sein d’une population bactérienne 

répond au besoin de déterminer les liens génétiques entre isolats bactériens à des fins 

d’analyse de diversité ou encore, d’analyses phylogénétiques ou épidémiologiques. 

2.2.1. Critères de choix d’une méthode de génotypage 

Le choix d’une méthode de génotypage repose sur différents critères à la fois de 

performance et de faisabilité (Li et al., 2009; Van Belkum et al., 2007). Parmi les critères les 

plus importants de performance, on retrouve : 

- la typabilité : c’est la capacité d’une méthode à assigner un type à un isolat ; ceci 

correspond au pourcentage d’isolats typables sur le nombre total d’isolats typés. Pour 

qu’une méthode soit utilisée en routine, l’idéal est que le plus grand nombre possible 

d’isolats bactériens soient typables par celle-ci ;  

- le pouvoir discriminant ou de résolution: il s’agit de la capacité d’une méthode à 

assigner un type différent à deux souches non apparentées, échantillonnées au hasard 
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dans une population d’une espèce donnée ; il est souvent exprimé par l’index de 

Simpson (idéalement égal à 1, mais généralement une erreur de 5% est acceptée) ; 

- la reproductibilité : c’est l’aptitude d’une méthode à attribuer le même type génétique à 

un isolat testé à des moments différents et dans des conditions différentes ; elle peut 

néanmoins être influencée à plusieurs niveaux (variabilité dans les protocoles, la 

préparation du matériel, les conditions de culture, les réactifs etc…). C’est un critère 

important pour la comparaison des résultats entre laboratoires et pour la mise en place de 

bases des données qui doivent reposer sur des données solides. 

D’autres critères, d’importance variable selon les contextes, sont des éléments importants à 

considérer pour le choix d’une méthode. Il s’agit de la facilité d’interprétation des résultats 

obtenus, le coût, la rapidité, la facilité de la réalisation, la disponibilité des sondes ou amorces 

spécifiques connues et du degré d’urgence de l’étude (Li et al., 2009). Le choix du (des) 

marqueur(s) de variabilité génétiques, développé dans le paragraphe 2.3.2, est aussi 

primordial.  

Malgré le nombre important de méthodes de génotypage actuelles, aucune méthode n’est 

idéale car elles ont toutes leurs avantages et leur inconvénients (Van Belkum et al., 2001), et 

leur choix dépend de la finalité des travaux engagés.  

2.2.2. Principales méthodes d’étude de la variabilité génétique  

Actuellement, les méthodes d’étude de la variabilité génétique des espèces 

bactériennes peuvent être classées en trois catégories : (i) celles basées sur le polymorphisme 

de longueur de fragments électrophorétiques, (ii) celles basées sur l’analyse de séquences 

d’ADN et (iii) celles basées sur l’hybridation moléculaire. De nombreuses méthodes mettent 

en œuvre plusieurs de ces catégories. L’organisation schématique des étapes de ces méthodes 

est présentée sur la Figure 3. 
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Figure 3 : Diagramme des méthodes de génotypage basées sur le polymophisme de longueur (traduit de Li et al., 2009).  
1
 ER : enzyme de restriction, 

2
 VNTR : Variable Number of Tandem Repeats, 

3
 FR : fragment de restriction. 
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2.2.2.1.  Méthodes basées sur l’analyse du polymorphisme de 

longueur de fragments d’ADN 

La variabilité génétique entre isolats d’une espèce bactérienne peut être observée par 

comparaison de profils électrophorétiques générés soit par digestion enzymatique de leur 

génome, soit par amplification par PCR de cibles, ou par la combinaison des deux. 

2.2.2.1.1. Restriction enzymatique : RFLP et PFGE 

La restriction d’ADN est réalisée par une enzyme qui reconnaît un motif (succession 

définie de nucléotides) au sein d’une séquence et y opère une coupure. La distance entre deux 

sites de clivage correspond à la taille du fragment généré. Ces méthodes permettent de mettre 

en évidence les mutations au niveau des sites de restriction et les insertions et délétions entre 

sites de restriction. Elles s’appliquent à l’ADN non amplifié, et nécessitent le passage par une 

étape de culture. 

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) 

La méthode RFLP a été mise au point en 1980 pour la construction d’une carte 

génétique pour le génome humain (Botstein et al., 1980). Cette technique repose sur la 

digestion d’ADN génomique par une endonucléase de restriction à coupures fréquentes. Les 

fragments résultants, de longueurs différentes selon les isolats bactériens, sont séparés sur un 

gel d’électrophorèse, puis transférés sur une membrane de nitrocellulose ou de nylon 

(principe du Southern blot). L’hybridation de l’ADN digéré est réalisée par une sonde 

nucléique dont la nature dépend de la cible recherchée (gène, élément mobile…). Les 

fragments cibles sont alors révélés selon la nature du marquage de la sonde : au contact d’un 

film sensible à la radioactivité si la sonde est radioactive (sonde « chaude ») ou, par réaction 

enzymatique colorée spécifique si la sonde est marquée chimiquement (sonde « froide »). Le 

nombre et la taille des bandes d’hybridation observables sont alors fonction du nombre de 

sites de restriction présents dans la cible.  

Le ribotypage est une application de l’approche RFLP mise au point pour la première fois en 

1986 (Grimont and Grimont, 1986), où la sonde utilisée correspond au locus de l’ADN 

ribosomique (ADNr 16S ou 23S). Elle a depuis été largement développée et appliquée aussi 

bien au typage de levures telles que les espèces du genre Saccharomyces (McCullough et al., 
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1998), que de bactéries telles qu’Escherichia coli (Parveen et al., 1999) ou encore Listeria 

monocytogenes (Wiedmann et al., 1996). 

La RFLP est une méthode relativement peu couteuse. Elle présente néanmoins l’inconvénient 

de nécessiter de grandes quantités d’ADN génomique de haute qualité et se montre longue à 

mettre en œuvre notamment du fait de l’étape de Southern blot. 

PFGE (Pulse Field Gel Electrophoresis) 

Considérée actuellement comme la méthode « gold standard » pour le typage 

moléculaire de nombreux pathogènes, l’électrophorèse en champ pulsé de l’ADN fait appel la 

restriction enzymatique de l’ADN génomique.  

Développée en 1984 (Schwartz and Cantor, 1984), cette méthode permet de séparer, grâce au 

champ pulsé où l’orientation du champ électrique est alternée au cours du temps, des 

fragments d’ADN de très grande taille (plus de 50 kb). Pour éviter les cassures mécaniques de 

l’ADN, les cellules bactériennes sont enrobées dans de l’agarose (« plug ») et vont subir une 

étape de lyse in situ. L’ADN ainsi libéré est alors digéré par une endonucléase de restriction 

générant un faible nombre de coupure. Ensuite, le « plug » contenant l’ADN bactérien digéré 

est placé en haut d’un gel d’agarose coloré au Bromure d’éthidium, auquel un champ pulsé est 

appliqué. La migration produit un profil de restriction ou pulsotype, propre à chaque souche 

bactérienne, visualisé sous UV. Les photos de gels sont analysées grâce à des logiciels qui 

permettent alors de comparer les profils de restriction et de déterminer la proximité 

génotypique des souches.  

Bien que largement utilisée, la PFGE peut s’avérer longue à mettre en œuvre et souffre d’un 

manque de reproductibilité inter- (voire intra-) laboratoires. De plus, les bandes de poids 

moléculaires très proches peuvent ne pas être différenciées. 

Cette méthode d’analyse sera plus explicitée dans la suite de ce travail (Chapitre II). 
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2.2.2.1.2. Amplification par PCR : RAPD, AP-PCR, Rep-PCR, 

MLVA, DGE et HRM 

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) 

Cette méthode s’applique au génome entier de bactéries et nécessite une étape de 

culture. La connaissance de la séquence d’intérêt est inutile car le principe de cette technique 

repose sur l’usage d’amorces aléatoires de séquences courtes (9 à 10 pb) qui s’hybrident sur 

tout le génome en utilisant des conditions de faible stringence (température d’hybridation de 

35°C en moyenne) (Welsh and McClelland, 1990; Williams et al., 1990). Les sites 

d’hybridation des amorces voient leurs positions et leurs nombres varier entre isolats d’une 

même espèce bactérienne. Les fragments amplifiés sont séparés par électrophorèse puis les 

profils sont comparés.  

La RAPD est une méthode peu coûteuse, rapide, sensible, mais peut montrer des soucis de 

reproductibilité entre laboratoires, voire au sein d’un même laboratoire. Ses résultats sont 

principalement influencés par la séquence et la température d’hybridation des amorces, ainsi 

que la pureté et la concentration des ADN.  

AP-PCR (Arbitrariy Primed PCR) 

Cette technique a été utilisée pour la première fois en 1990 pour la caractérisation des 

souches bactériennes du genre Staphylococcus et des souches de l’espèce Streptococcus 

pyogenes (Welsh and McClelland, 1990). Son principe est semblable à celui de la RAPD car 

les amorces utilisées (20 pb) sont sélectionnées au hasard et s’hybrident de manière peu 

spécifique dans le génome au cours d’une première série de cycles (2 à 3) où la température 

d’appariement est basse (de l’ordre de 40°C) (Welsh and McClelland, 1990). Une deuxième 

série de cycles est ensuite appliquée, avec une température d’appariement plus élevée (50 à 

65°C). Le nombre de fragments obtenus dépend du nombre d’amorces appariées. 

Malgré sa mise en œuvre rapide, les principaux reproches faits à cette méthode sont son 

manque de spécificité et de reproductibilité (MacPherson et al., 1993). 

Rep-PCR (Repetitive sequencing-based PCR) 

Le polymorphisme de longueur des séquences répétées présentes au sein des génomes 

(voir paragraphe 2.1.3) peut être utilisé pour le génotypage d’espèces bactériennes. Il s’agit en 
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particulier des éléments nommés REP, ERIC et BOX qui ont donné lieu au développement 

des protocoles REP-PCR, ERIC-PCR et BOX-PCR, respectivement (Gevers et al., 2001; 

Versalovic et al., 1991). Les séquences amplifiées sont séparées par électrophorèse sur gel ou 

par électrophorèse capillaire, pour lesquelles des conditions optimisées peuvent augmenter la 

résolution de la séparation des fragments. 

Ces méthodes Rep-PCR sont peu coûteuses, rapides et plus reproductibles que la RAPD, du 

fait que les amorces utilisées sont spécifiques. Elles ne nécessitent pas une étape d’extraction 

d’ADN (Snelling et al., 1996) et peuvent rencontrer des limites dues à des artéfacts et des 

contaminations. 

MLVA (Multi-Locus VNTR Analysis) 

L’analyse MLVA correspond à l’étude du polymorphisme de longueur de différents 

loci VNTRs (Variable Number of Tandem Repeats) pour lesquels le nombre de répétitions 

constitue le polymorphisme. Les séquences répétées en tandem sont ciblées par des amorces 

dont la conception est facilitée par la connaissance de séquences répétées déjà identifiées dans 

les génomes séquencés (entièrement ou partiellement) et disponibles dans les banques de 

données. L’estimation de la taille des fragments d'ADN générés par PCR peut être obtenue 

après électrophorèse sur gel d’agarose (comparaison à un marqueur de taille) ou 

électrophorèse capillaire (comparaison des positions de pics). L'électrophorèse capillaire est 

une option particulièrement attrayante parce qu’elle permet d’atteindre une mesure 

extrêmement précise de la taille des fragments. Les nombres de répétitions des différents loci 

VNTR sont combinés pour donner un profil propre à chaque isolat analysé et l’ensemble des 

profils MLVA est comparé. L’approche MLVA s’est avérée appropriée dans la recherche de 

diversité génétique au sein d’espèces bactériennes très monomorphes telles que Bacillus 

anthracis et Yersinia pestis (Keim et al., 2000; Le Fleche et al., 2001). 

Une fois les cibles identifiées, la mise en œuvre de l’analyse de VNTR peut être rapide, 

notamment avec la possibilité de réaliser des PCR multiplexes (Sobral et al., 2012). Les 

résultats sont reproductibles et le partage de données est possible grâce à leur enregistrement 

dans des banques de données. On peut noter que la différence (ou non) de poids moléculaire 

entre les produits d’amplification ne reflète pas toujours le véritable nombre de répétitions du 

fait d’insertions et délétions qui peuvent survenir au sein des séquences répétées. Ceci peut 
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être vérifié par séquençage et peut être évité par sélection de loci appropriés (en fonction de 

leur taille). 

2.2.2.1.3. Restriction enzymatique associée à la PCR : AFLP 

et PCR-RFLP 

PCR-RFLP 

La PCR-RFLP est, comme le ribotypage, un développement de la méthode RFLP où le 

produit de l’amplification par PCR (Polymerase Chain Reaction) d’une séquence d’intérêt, est 

digéré par une enzyme de restriction. Les fragments obtenus sont séparés par électrophorèse 

et les profils de bandes sont alors comparés. Comme pour le ribotypage, l’ADNr 16S peut 

constituer la séquence cible : il s’agit de la technique ARDRA (Amplified Ribosomal DNA 

Restriction Analysis) développée, à l’origine, pour distinguer les sous-espèces de 

Streptococcus uberis (Jayarao et al., 1991). 

Le pouvoir discriminant de cette méthode dépend du locus amplifié et de sa variabilité. Elle 

présente néanmoins l’avantage de ne consommer que de faibles quantités d’ADN par rapport 

à la RFLP par Southern blot. De plus, le typage d’isolats sans étape de culture est possible 

grâce à une approche de PCR nichée (Rimbara et al., 2005).   

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) 

L’AFLP (Vos et al., 1995) implique une première étape de digestion d’ADN 

génomique (d’où une étape de culture obligatoire) par deux endonucléases de restriction dont 

l’une coupe fréquemment l’ADN, l’autre ayant une fréquence de coupure plus faible. Dans 

une deuxième étape, des adaptateurs oligonucléotidiques doubles brins, spécifiques de chaque 

site de restriction, sont ligués à l’extrémité des fragments générés. Ensuite les fragments de 

restriction sont amplifiés sélectivement par PCR, par utilisation d’amorces complémentaires 

des adaptateurs. Enfin, les fragments amplifiés sont séparés par électrophorèse sur gel de 

polyacrylamide (conditions dénaturantes), ou par électrophorèse capillaire, et les différents 

profils sont comparés. Cette technique ne nécessite pas d’information préalable de séquence 

génomique. 
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2.2.2.1.4. Méthodes d’analyse des profils 

électrophorétiques 

La parenté entre les isolats analysés est déduite de la similarité des profils de bandes 

après séparation électrophorétique des produits de restriction enzymatique ou des produits 

d’amplification par PCR. Selon leur complexité mais aussi le nombre d’isolats à analyser, la 

similarité des profils peut être déduite par observation directe des différences en nombre de 

bandes (exemple des profils de PCR-RFLP) ou par calculs de pourcentages de similarité entre 

les profils (cas de la PFGE). Ces pourcentages de similarité sont générés par des programmes 

informatiques dédiés à cet effet. Pour une même étude, le pourcentage de similarité entre les 

profils peut être influencé par l’opérateur qui décide du positionnement des bandes lors de la 

digitalisation des photographies de gels d’électrophorèse, et les isolats seront catégorisés en 

fonction d’un seuil de tolérance choisi.  

Dans le cas de la méthode PFGE, un système d’interprétation (critères de Tenover) des profils 

obtenus a été proposé en 1995 (Tenover et al., 1995), pour lequel : 

- si on n’observe aucune différence dans les profils considérés, les isolats référents sont 

« non distinguables » et appartiennent au même clone 

- si on observe 1 à 4 bandes de différence, un seul évènement de mutation est à l’origine 

de la diversité entre les isolats analysés qui sont étroitement liés 

- si on observe 5 à 8 bandes de différence, celles-ci seraient le résultat de deux 

évènements de mutation et les isolats référents seraient « possiblement » liés. 

Ces critères de Tenover décrits initialement ont été revus en 2007 (Van Belkum et al., 2007). 

Finalement, (i) les isolats avec des profils différant de 1 à 4 bandes sont des sous-types d’un 

même type génétique, (ii) les isolats différant de 5 bandes à plus sont des types différents et 

(iii) la déduction de la relation épidémiologique entre 2 ou plusieurs isolats d’après les sous-

types identifiés par la PFGE exige une réflexion approfondie et le couplage avec d’autres 

informations (par exemple caractéristiques cliniques et épidémiologiques de l'épidémie). 

L’analyse visuelle des différences du nombre de bandes entre profils s’applique généralement 

à un nombre limité de profils. Pour un nombre important de profils, on procède à une analyse 
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de similarité assistée par ordinateur, où le pourcentage de similarité est estimé par des 

coefficients tels que le coefficient de DICE (Dice, 1945) ou le coefficient de Jaccard (Jaccard, 

1908). 

Dans le cas des méthodes où des profils de restriction sont couplés à une amplification par 

PCR, les isolats dont les profils présentent une ou plusieurs bandes de différence 

appartiennent à des types génétiques différents. Les mesures de similarité sont donnée des 

coefficients tels que le coefficient de Pearson ou le coefficient qui sont utilisés.  

Pour l’analyse des profils MLVA, l’approche la plus couramment utilisée est le « minimum 

spanning tree », basé sur des algorithmes tels que les algorithmes BURST, qui prédisent la 

parenté entre isolats sur la base des variations sur un ou deux loci (Feil et al., 2004). 

2.2.2.2. Méthodes combinant amplification par PCR et gradient 

de dénaturation 

2.2.2.2.1. DGE (Denaturing Gradient Electrophoresis) 

Dans le procédé DGE, les amplifiats (de même poids moléculaire) d’un locus d’intérêt 

sont séparés par électrophorèse sur gel polyacrylamide, où un gradient d’agent dénaturant 

entraine la séparation des doubles brins d’ADN de manière séquence-dépendante (les doubles 

brins se séparent en fonction de leur composition en bases AT et GC, et donc en fonction de 

leur température de fusion). Le polymorphisme dans les séquences, généré par mutation, est 

alors à l’origine de différents encombrements stériques desquels résultent différents profils de 

migration (Muyzer et al., 1993). Les agents dénaturants peuvent être de différentes natures en 

fonction desquelles sont définies des déclinaisons de la techniques DGE :  

- pour un agent chimique (tel que l’urée), on parle de méthode DGGE (Denaturing 

Gradient Gel electrophoresis) (Myers et al., 1987) ; 

- pour un gradient de température, on parle de la méthode TTGE (Temporal Temperature 

Gel electrophoresis) (Yoshino et al., 1991). 

Une des cibles moléculaires utilisée pour le typage de communautés bactériennes par DGE est 

l’ARNr 16S, car il est présent chez toutes les espèces (Muyzer et al., 1993; Nakatsu et al., 

2000). 
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Les méthodes DGE requièrent des équipements particuliers et peuvent être appliquées à 

l’étude d’échantillons environnementaux. Toutefois, dans ce cas, seules les espèces 

dominantes sont mises en évidence lorsque des amorces universelles sont utilisées (Ogier et 

al., 2002). L’un des avantages de ces méthodes est que le séquençage de bandes particulières 

est possible. 

2.2.2.2.2. HRM (Hight Resolution Melting) analysis 

Avec la HRM, la discrimination d’isolats bactériens se fait via les différences de 

températures de fusion des séquences cibles (Wittwer, 2001), comme la DGE. Cette méthode 

combine la PCR en temps réel et l’analyse de courbe de fusion. L’amplification par PCR est 

réalisée en présence d’un colorant qui fluoresce fortement dans sa forme liée à l’ADN double 

brin. Lorsque l’amplification est terminée, un gradient de température est appliqué aux 

produits PCR qui sont alors progressivement dénaturés. Cette dénaturation entraîne la 

libération du colorant, traduite par une diminution de la fluorescence, elle-même corrélée à la 

température de fusion. La fluorescence émise est mesurée pour générer une courbe de fusion 

caractéristique. Le profil de fusion qui en résulte reflète le mélange d'amplicons présents. Des 

aspects tels que la teneur en GC, la longueur de séquence et l’hétérozygotie viendront 

s'ajouter aux caractéristiques de la courbe fusion pour chaque amplicon. Les profils qui en 

résultent permettent de détecter les mutations. 

Les cibles amplifiées sont souvent des loci à évolution rapide (notion développée dans le 

paragraphe 2.3.2) tels que les loci CRISPR (Bratchikov and Mauricas, 2011; Price et al., 

2007) ou les gènes codant pour les protéines de surface tels que le gène wsp (Wolbachia 

Surface Protein) ches les bactéries endosymbiotiques du genre Wolbachia (Henri and Mouton, 

2012). 

La HRM est une méthode rapide, sensible, spécifique et applicable aux échantillons 

environnementaux totaux. Elle nécessite un équipement de PCR en temps réel. 
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2.2.2.3. Méthodes basées sur l’analyse de séquences 

Les méthodes basées sur l’analyse de séquences (Figure 4) voient leur intérêt principal 

résider dans le fait que l’analyse de la variabilité génétique repose sur des méthodes 

reproductibles dont les résultats sont échangeables via les banques de données en ligne.  

 

 

Figure 4: Diagramme des méthodes de génotypage basées sur le séquençage de marqueurs 

génétiques (gène spécifique, gènes de ménage, régions intergéniques) (adapté de Li et al., 

2009). 

2.2.2.3.1. Analyse des SNP (Single Nucleotide 

Polymorphism) 

L’analyse SNP implique l’identification d’une base nucléotidique variable au sein 

d’une population et de position connue. Cette méthode consiste à analyser les 

polymorphismes rares (moins d’un nucléotide toutes les 300 bases), le long du chromosome 

bactérien (Van Belkum et al., 2007). Elle est applicable aux échantillons environnementaux 
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grâce à une approche de PCR nichée, et aux cultures bactériennes pures. Pour ces deux cas, 

l’extraction d’ADN est nécessaire.  

Le choix d’une cible appropriée pour l’analyse de SNP dépend de l’espèce bactérienne 

étudiée. L’analyse de SNPs peut concerner la totalité du génome d’une bactérie ou un locus 

particulier. La plupart des gènes cibles codent pour des protéines de surface ou des facteurs de 

virulence, à l’exemple des gènes mce1 et mce4 de Mycobacterium tuberculosis, associés à la 

virulence chez cette espèce (Pasricha et al., 2011). 

2.2.2.3.2. MLST (Multi Locus Sequence Typing) 

La MLST est une méthode d’analyse de SNP applicable seulement chez des espèces 

génétiquement hétérogènes où plusieurs SNPs sont localisés dans la portion des loci 

considérés (Maiden et al., 1998). Il s’agit en effet d’une approche basée sur le séquençage 

partiel de gènes indispensables pour le métabolisme d’une bactérie. Ces gènes dits « de 

ménage » ou « housekeeping genes » présentent des taux de mutation faibles. Dans ce type 

d’analyse, en général 5 à 10 gènes sont amplifiés et séquencés. Pour un isolat donné, 

l’ensemble des allèles identifiés pour chaque locus correspond à un profil allélique ou 

« Sequence Type » (ST). Les profils alléliques des différents isolats d’intérêt sont comparés et 

la distance génétique entre eux est évaluée. Par ailleurs, c’est une technique qui permet 

d’observer l’assortiment aléatoire des allèles de gènes de ménage généré par le phénomène de 

recombinaison dans une population, autorisant ainsi la possibilité de définir une struture 

génétique de la population (Smith et al., 1993; Turner and Feil, 2007). 

Le typage par MLST a l’avantage de ne pas présenter d’ambiguïté dans l’analyse des résultats 

comme pour d’autres techniques qui font appel à l’analyse de profils de migration. De plus, 

les résultats sont reproductibles intra- et inter- laboratoires et les données stockables dans des 

banques de données internationales (www.mlst.net). Même si cette méthode est de plus en 

plus utilisée pour le typage bactérien (Hamouda et al., 2010; Maatallah et al., 2011; Martino 

et al., 2011), elle reste trop coûteuse pour être utilisée en routine dans les laboratoires du fait 

du coût du séquençage. 

Cette méthode d’analyse sera plus explicitée dans la suite de ce travail (Chapitre II). 

http://www.mlst.net/
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2.2.2.3.3. MST (Multispacer Typing) 

La méthode MST a été développée pour la première fois chez Yersinia pestis 

(Drancourt et al., 2004). Elle a été utilisée ensuite avec succès chez d’autres espèces 

pathogènes telles que Coxiella burnetii (Glazunova et al., 2005) et Mycobacterium 

tuberculosis (Djelouadji et al., 2008). En MST, les cibles analysées sont des régions 

intergéniques non codantes. Il s’agit de régions très variables sélectionnées d’après un 

alignement soit de séquences génomiques de plusieurs souches d’une même espèce, soit de 

souches d’espèces proches. Le principe de cette méthode est semblable à celui de la MLST, 

où après amplification et séquençage d’un certain nombre de marqueurs, la combinaison des 

variations alléliques de tous ces marqueurs correspond à un génotype MST. 

La MST peut nécessiter une étape de culture et présente l’avantage que les amorces peuvent 

être choisies pour être complémentaires des régions conservées dans les génomes. 

2.2.2.3.4. Méthode d’analyse des résultats 

L’analyse des résultats de SNP ou de MLST repose sur l’alignement de séquences 

ADN par des outils bioinformatiques appropriés qui permettent d’observer les différences et 

classer les isolats en types génétiques (ST générés par la MLST par exemple). Un pré-requis 

important à l’interprétation des résultats est la qualité des séquences qui peut être visualisée 

sur les chromatogrammes. 

Dans le cas de la MLST, la parenté des isolats analysés est estimée par des algorithmes 

BURST (Feil et al., 2004) qui générent des liens sur la base des variations observables sur un 

ou deux loci, comme dans l’interprétation des résultats de MLVA. Dans un contexte 

épidémique, ils font apparaître des complexes clonaux regroupant des isolats génétiquement 

très proches.  

2.2.2.4. Méthodes basées sur l’hybridation moléculaire 

L’hybridation moléculaire est utilisée pour la détection de mutations car elle est basée 

sur le principe de complémentarité des bases nucléotidiques entre une sonde de séquence 

connue et une cible ADN. L’identité et l’abondance de la cible sont données grâce à un 

système de sondes fixées sur un support solide (membrane, verre, plastique ou métal), 
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auxquelles vont s’hybrider les cibles complémentaires marquées par différents colorants 

fluorescents : il s’agit des systèmes de puces. Ces systèmes sont souvent très coûteux et des 

ambiguïtés dans l'interprétation des ratios d'hybridation et de contre-hybridation de gènes 

paralogues constituent d'importantes limites à cette technique (Garaizar et al., 2006). 

Le diagramme des systèmes de puces à ADN est présenté sur la Figure 5. 

 

 

Figure 5: Diagramme des méthodes de génotypage basées sur l’hybridation ADN-ADN 

(adapté de Li et al., 2009).  

2.2.2.4.1. Macropuces à ADN 

Dans ce système, jusqu’à 500 sondes sont fixées sur support (en général de nylon ou 

de nitrocellulose). Il s’agit de gènes complets amplifiés par PCR ou provenant de banques 

d’ADNc. Les gènes associés à la résistance aux antibiotiques, à l’exemple des gènes rpoB, 

katG, inhA et ahpC associés à la résistance à la rifampicine et l’isoniazide chez 
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Mycobacterium tuberculosis, (Zhang et al., 2007) ou encore les loci CRISPR (Mokrousov et 

al., 2009) font partie des cibles étudiées grâce aux macropuces d’ADNc. 

Son pouvoir discriminant peut être limité à cause du nombre de cibles étudiées, même si c’est 

une méthode rapide et spécifique. 

2.2.2.4.2. Micropuces ADN 

Le nombre de cibles étudiées (jusqu’à 1000000) est plus important que pour les 

macropuces. Ces cibles peuvent représenter la plupart des gènes d’un microorganisme et le 

nombre d’isolats analysables peut être important. C’est donc un système de génotypage à haut 

débit (Garaizar et al., 2006). Les sondes utilisées sont choisies d’après des génomes de 

souches de référence chez lesquelles certains gènes peuvent être absents alors qu’ils sont bien 

présents dans d’autres souches de la même espèce : il s’agit des gènes accessoires (Lefebure 

and Stanhope, 2007). Ceci peut avoir pour conséquence la sous estimation de la diversité 

génétique au sein d’une population.  

Micropuce à ADN complémentaire (ADNc) 

Dans le système de micropuces à ADNc, les sondes sont des gènes amplifiés par PCR 

ou présents dans les banques d’ADNc. Il peut s’agir de gènes associés à la virulence, au 

sérotype, à la résistance aux antibiotiques… Une micropuce à ADNc peut contenir la totalité 

des séquences codantes d’un génome (Hinchliffe et al., 2003).  

Micropuce oligonucléotidique 

Dans ce cas, les sondes sont des oligonucléotides de 30 à 70 pb. Les micropuces 

oligonucléotidiques permettent de détecter les SNPs et les petites délétions. En effet, les 

sondes correspondent à plusieurs fragments d’un même gène. Leurs faibles longueurs font des 

micropuces oligonucléotidiques des systèmes plus discriminants que les micropuces à ADNc 

(Garaizar et al., 2006). 
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2.2.3. Bilan des avantages et inconvénients des différentes 

méthodes 

D’une manière générale, les techniques faisant appel à l’amplification par PCR 

présentent l’avantage d’être sensibles et spécifiques car la PCR permet de travailler sur de 

faibles quantités de bactéries et sur de l’ADN dégradé ou ancien. Ceci peut s’avérer profitable 

dans les études de bactéries fastidieuses telles que Mycobacterium tuberculosis qui nécessite 

près de 3 semaines de culture, ou dans le cadre d’étude d’isolats anciens. Dans certains cas où 

la disponibilité des échantillons est limitée, ou pour des échantillons environnementaux 

totaux, ils permettent de s’affranchir des problèmes liés à la disponibilité d’isolats (non-

cultivabilité et mort cellulaire). Mais dans les faits, aucune technique de génotypage ne se 

montre parfaitement satisfaisante au vu de tous les critères de choix énoncés (Van Belkum et 

al., 2001). Seul le séquençage de génomes entiers reste la technique qui permettrait d’émettre 

des conclusions définitives quant à la clonalité de souches bactériennes. Les avantages et 

inconvénients des techniques de génotypage sont résumés dans le Tableau 2.  
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Tableau 2 : Caractères des principales méthodes de génotypage (inspiré de Van Belkum et al., 2001) 

Technique de 
génotypage 

"Typabilité" Reproductibilité Pouvoir 
discriminant 

Facilité de mise en 
œuvre 

Facilité 
d'interprétation 

Accessibilité de 
la méthode 

Coût Utilisation 
actuelle 

PFGE excellente bonne excellent bonne bonne variable élevé élevée 

RFLP excellente variable variable bonne passable variable moyen faible 

RAPD excellente faible faible bonne faible bonne moyen faible 

Rep-PCR excellente variable variable bonne bonne bonne moyen moyenne 

MLVA excellente excellente excellent excellente excellente bonne faible moyenne 

HRM/ DGE excellente bonne variable bonne bonne variable élevé moyenne 

AFLP excellente bonne excellent bonne passable faible élevé élevée 

PCR-RFLP excellente variable Variable bonne excellente bonne faible moyenne 

SNP excellente excellente Bon bonne bonne variable élevé élevée 

MLST excellente excellente Excellent bonne excellente bonne élevé élevée 

MST excellente excellente excellent bonne excellente bonne élevé moyenne 
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2.3. Variabilité génétique et structures de population 

2.3.1. Notion d’espèce bactérienne 

Alors que la définition de l’espèce chez les eucaryotes est basée sur la biologie de la 

reproduction, la notion d’espèce chez les bactéries est définie plutôt en termes de similarité et 

de parenté entre les souches. Cette notion a longtemps reposé uniquement sur les similarités 

morphologiques/phénotypiques, mais la taxonomie actuelle se base sur les données 

génomiques. Néanmoins, la notion d’espèce bactérienne reste difficile à formuler sans 

ambigüités et à être acceptée de manière universelle.  

Il a été longtemps admis qu’une espèce bactérienne rassemble en son sein des individus 

présentant au moins 70% d’homologie ADN-ADN (Wayne et al., 1987). Il s’agit là de la 

notion de génoespèce où la ressemblance entre génomes était calculée par hybridation ADN-

ADN des génomes bactériens complets. Un autre concept plus général, propose de définir 

l’espèce bactérienne comme un groupe indivisible composé d’individus partageant une 

relation d’ascendance et de descendance (Cracraft, 1983). D’après ce concept, une espèce 

microbienne correspondrait donc à une unité de typage discrète. Elle repose lourdement sur la 

qualité des données de typage génétique et donc, sur la précision de la variabilité génétique 

observable au sein d’une population donnée. Cette dernière définition désigne l’espèce 

bactérienne comme une unité de typage discret et tend à séparer de manière arbitraire des 

microorganismes potentiellement inclus dans un continuum. De ce fait, quelques auteurs 

proposaient dès 1996 (Vandamme et al., 1996), une approche « polyphasique » consistant à 

utiliser le maximum de données fournies par différents champs disciplinaires de la biologie 

pour définir une espèce. Ce type d’approche a été fortement recommandé par un comité ad 

hoc en 2002 (Stackebrandt et al., 2002), qui encourage les communautés scientifiques à 

définir les espèces bactériennes sur la base de congruence des résultats obtenus par plusieurs 

méthodes avec les données d’hybridation ADN-ADN qui reste une base solide pour définir 

une espèce.  

Finalement, même si la notion d’espèce bactérienne s’avère être en perpétuelle évolution, la 

définition la plus appropriée semble être celle donnée par Rosselló-Mora and Amann (2001) : 
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« une espèce est une catégorie qui circonscrit un ensemble génomiquement (de préférence) 

cohérent d'isolats individuels ou des souches, partageant un degré élevé de similitude des 

(nombreux) éléments indépendants, comparativement testés dans des conditions très 

standardisées ». La définition de l’espèce, à l’évidence, passe par l’étude de la variabilité 

intraspécifique et interspécifique. Ainsi, l’étude de la variabilité intraspécifique (de laquelle 

naissent les espèces, puisque partiellement définies par elle) sert aussi bien la taxonomie, la 

phylogénie, que l’épidémiologie. 

2.3.2. Marqueurs de variabilité génétique au sein de populations 

bactériennes 

Une étude de variabilité peut concerner l’analyse soit de la totalité du génome, soit de 

séquences ou de gènes particuliers dits cible ou marqueur, comme énoncé dans la présentation 

des méthodes de génotypage. Le choix d’un ou plusieurs marqueurs dont dépend celui de la 

méthode de génotypage, dépend de la question de recherche. Ce choix apparaît donc comme 

une étape primordiale à ce type d’étude et doit répondre à un certain nombre de critères. En 

effet, les caractéristiques du (des) marqueur(s) vont influer sur la qualité de l’information 

apportée. C’est cette influence qui oblige à l’utilisation de plusieurs méthodes rendant ainsi 

les résultats d’étude de variabilité génétique plus fiable. 

Parmi les caractéristiques du marqueur, la vitesse de mutation de celui-ci est un élément à 

prendre en compte. En effet, selon l’évolution du marqueur, on observe plus ou moins de 

types génétiques différents : plus rapide est l’évolution, plus les types génétiques sont 

nombreux. Ceci est illustré dans la Figure 6 ci-après. 
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Figure 6: Arbre phylogénétique hypothétique décrivant la divergence évolutive entre des 

génotypes de bactéries (d'après Tibayrenc, 1998). 

 

La présence et l’état (variation allélique) d’un marqueur répond à deux enjeux vitaux 

et complémentaires, à savoir conserver l’information génétique tout en s’adaptant à des 

environnements changeants. Les marqueurs à évolution lente (cas A, Figure 6) sont, pour la 

plupart, des éléments du core-génome. Ils sont présents chez tous les isolats d’une même 

espèce et sont utiles pour son fonctionnement vital. Dans un contexte d’étude de variabilité 

génétique au sein d’une population bactérienne, ils sont utiles à des échelles spatio-

temporelles importantes, dans le cadre d’analyses phylogénétiques (Tibayrenc, 1998), par des 

méthodes telle que la MLST ou la PFGE (Li et al., 2009).  

Les marqueurs à évolution rapide (cas C, Figure 6), jouent souvent un rôle dans l’adaptation 

d’une population à son environnement. Parmi les marqueurs à évolution rapide, on retrouve 

des gènes qui codent pour des protéines de surface, des facteurs de virulence, ou les espaceurs 

intergéniques. Ainsi, ils voient leur pertinence dans des études à court terme et échelle 

géographique restreinte, de type situation épidémique. Ce type d’étude est possible par des 

méthodes telles que la MST, la MLVA, la DGE et la HRM (Li et al., 2009).  

La stabilité constitue un élément à prendre en compte lors du choix d’un marqueur de 

variabilité génétique. En effet, pour être pertinent, un marqueur génétique doit être stable dans 
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le temps pour tous les isolats après isolement et durant toute la période de stockage (Van 

Belkum et al., 2007). Cette stabilité est testée au travers de cultures successives d’isolats 

stockés sur des périodes différentes et dans des conditions différentes, afin de minimiser les 

variations introduites en laboratoire (Vogel et al., 1999).  

On peut classer les différentes techniques présentées au paragraphe 2.2.3 en fonction du type 

de marqueur(s) choisi(s) pour répondre à la question d’étude (Tableau 3). Nous soulignons 

qu’il ne s’agit pas ici d’un classement strict. 

Tableau 3: Sélection de méthode de génotypage selon la vitesse d’évolution des marqueurs. 

 
Polymorphisme de 

longueur de fragment 
Séquençage Hybridation 

Marqueurs à évolution 
lente (surveillance à 

long terme) 
PFGE 

MLST,  
Séquençage de génomes 

micropuces ADNc 

Marqueurs à évolution 
rapide (histoire d'une 

épidémie) 

MLVA, DGE, HRM, RFLP, 
PCR-RFLP, AFLP, RAPD, 
Rep-PCR 

MST,  
Séquençage de génome 

micropuces ADNc 

 

2.3.3. Structures de population 

L’étude de la variabilité génétique au sein d’une population est une investigation qui 

permet de définir la structure génétique d’une population bactérienne en déterminant s’il y a 

déséquilibre de liaison ou non. Le déséquilibre de liaison correspond à la survenue 

d’évènements de réassortiment non aléatoire d’allèles à différents loci, en fonction de leur 

position physique sur le chromosome.  

Dans le cas de populations clonales, le déséquilibre de liaison est très important et souvent 

expliqué par un taux de recombinaison très faible, à l’exemple du genre Salmonella (Smith et 

al., 1993). Cependant, un déséquilibre de liaison peut être observé dans des populations 

présentant de fortes fréquences de recombinaisons, comme dans le cas de Rhizobium meliloti 

(Smith et al., 1993). Ce fait peut être observé lorsque deux ou plusieurs sous-populations 

géographiquement isolées sont présentes au sein d'un même échantillon étudié, dans lequel le 

flux de gènes est limité à chaque sous-population : il s’agit d’une spéciation cryptique. 
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L’absence de recombinaison entre les sous-populations est alors due à des barrières 

géographiques, écologiques ou biologiques qui empêchent les échanges génétiques entre elles.  

A l’inverse des populations clonales, dans certains cas (Neisseria gonorrhoeae, Smith et al., 

1993), le déséquilibre de liaison est absent et donc, les allèles sont distribués de manière 

aléatoire : on parle alors de populations panmictiques. 

Dans un contexte épidémique, on assiste à la forte représentation d’un type génétique 

particulier (principal type responsable de l’épidémie). Cette surreprésentation conduit à 

l’observation d’un déséquilibre de liaison temporaire ; laissant penser à une population de 

type clonale, alors qu’elle est panmictique : on parle de population épidémique (Smith et al., 

1993). Les différentes structures de populations sont représentées sur la Figure 7.  

L’analyse de structure de population sera plus largement développée dans le Chapitre II. 

 

Figure 7 : Représentation des structures de populations (d'après Smith et al., 1993). 
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2.3.4. Impact des variations génétiques et de la sélection 

naturelle sur la structure de population 

Si les mutations et les répétitions de séquences créent de nouveaux allèles, les 

transferts de matériel génétique et la recombinaison en particulier, vont affecter la distribution 

de ces allèles au sein d’une population. Plus les états alléliques diffusent, plus la diversité 

augmente et la diversité maximum au sein d’une population est atteinte seulement quand les 

états alléliques sont à fréquences égales (Keim et al., 2004), comme illustré sur la Figure 8.  

 

 

Figure 8 : Diversité et nombre d’états alléliques affectant la diversité (donné ici par l’indice 

de diversité). La diversité à chaque locus est fonction du nombre d’allèles (états alléliques) et 

de leur fréquence de distribution (Keim et al., 2004). 

 

La sélection naturelle aussi a des effets sur les variants génétiques au sein d’une 

population. Ses effets vont dépendre de deux éléments : les effets des nouveaux génotypes sur 

le fitness (bénéfiques ou délétères) des isolats et la taille de la population (Van Belkum et al., 

2001) : 
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- si la variation n’entraîne aucun effet (effet neutre), la sélection naturelle n’a aucune 

incidence sur les variants alléliques et donc, aucun effet dans la population. Leur 

maintien au sein de la population dépend de leur « chance » à être transmis ; 

- si la variation a des effets délétères, les variants concernés sont éliminés par sélection 

naturelle qui empêche ainsi l’augmentation de variabilité génétique au sein de 

populations évoluant indépendamment ; 

- si la variation a des effets bénéfiques, l’effet de la sélection naturelle au sein de 

populations de taille réduite est neutre alors qu’elle est bénéfique (participe au maintien 

des « bons » variants) dans les populations de taille plus importante. 

 

Après avoir décrit les origines possibles des variations génétiques observables dans les 

populations bactériennes ainsi que les méthodes permettant de les observer, dans la partie 

suivante, nous nous attacherons à décrire différents aspects de la flavobactériose des eaux 

froides, ainsi que les caractéristiques de son agent, Flavobacterium psychrophilum, notre 

sujet d’étude. 
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3. La flavobactériose et son agent  

3.1. La maladie 

3.1.1. Historique  

En 1941 puis en 1945, deux importantes épizooties touchant des alevins de truites arc-

en-ciel (Oncorhynchus mykiss) se sont produites dans une exploitation aquacole aux Etats-

Unis. Celles-ci étaient associées à une affection de la nageoire caudale et du pédoncule, d’où 

la désignation de « Peduncle disease », maladie du pédoncule (Davis, 1946). La même 

maladie a été ensuite observée dans des populations de saumons coho du Pacifique 

(Oncorhynchus kisutsh) en 1948, où la mortalité a été très sévère malgré des températures 

inférieures à 10°C. Pour cette dernière raison, cette maladie a été rebaptisée « low temperature 

disease » ou « maladie des eaux froides » (Borg, 1960), puis « Coldwater disease » (Wood 

and Yasutake, 1956). Dès 1999, par convention, « Bacterial Cold Water Disease » (BCWD) 

devient le nom établi pour désigner cette maladie aux Etats-Unis (Holt, 1988; Holt et al., 

1993) qui touche préferentiellement les stades adultes de poissons, alors qu’en Europe, elle 

est plus connue sous le nom de « Rainbow trout fry syndrome » (RTFS) qui touche les stades 

juvéniles (Rangdale, 1999).  

L’évolution de la position taxonomique de l’agent incriminé dans cette maladie,  

Flavobacterium psychrophilum, a joué un rôle important dans la désignation de la maladie. 

En France, après avoir pris le nom de myxobactériose viscérale (Baudin-Laurencin et al., 

1989), puis de flexibactériose (Bernardet and Grimont, 1989), elle a pris le nom de 

flavobactériose des eaux froides qui sera utilisé tout au long de ce manuscrit. 

3.1.2. Espèces concernées 

La flavobactériose des eaux froides touche principalement les poissons du genre 

salmonidés. Les stades juvéniles des espèces truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) et 

saumon coho (Oncorhynchus kisutsh) y sont particulièrement sensibles, même si des cas de 

flavobactérioses sont observables à tous les stades de développement. Des cas ont été aussi 

enregistrés chez des espèces en dehors du genre des salmonidés, telles que l’ayu 
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(Plecoglossus altivelis), l’anguille (Anguilla anguilla) et divers cyprinidés tels que la carpe 

commune (Cyprinus carpio), le carassin (Carassius carassius) et la tanche (Tinca tinca) (voir 

Tableau 4). Cette maladie atteint aussi bien les populations sauvages que les poissons 

d’élevage (Starliper, 2010). 

3.1.3. Répartition géographique 

Depuis sa première observation aux Etats-Unis (Davis, 1946), des cas de 

flavobactériose des eaux froides ont été enregistrés dans de nombreux pays, et notamment 

ceux où la pisciculture a connu un fort développement depuis les années 1950. Elle est 

apparue en Europe dès les années 80 où elle se serait répandue via les échanges commerciaux 

de poissons, d’alevins ou d’œufs embryonnés (Baudin-Laurencin et al., 1989; Rangdale, 

1995). La flavobactériose des eaux froides a également été observée en Asie (Japon, Corée), 

en Amérique latine (Chili) et en Australie. Le Tableau 4 ci-dessous résume les principaux 

pays où des épizooties dues à F. psychrophilum ont été décrites (Starliper, 2010). 
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Tableau 4 : Principaux pays (A) d’Europe et (B) hors Europe, et espèces hôtes pour lesquels 

des cas de flavobactérioses ont été déclarés (d'après Starliper, 2010). 

A/ 

Origine géographique européenne Poisson hôte 

Allemagne 

Anguille (Anguilla anguilla) 

Carassin (Carassius carassius) 

Tanche (Tinca tinca) 

Truite arc-en-ciel (Onchorynchus mykiss) 

Danemark Tuite arc-en-ciel 

Ecosse Tuite arc-en-ciel 

Espagne 
Anguille (A. anguilla) 

Tuite arc-en-ciel 

Estonie Ombre de rivière (Thymallus thymallus) 

Finlande 

Gardon (Rutilus rutilus) 

Omble chevalier (Salvelinus alpinus) 

Omble de fontaine (Salvelinus fontinalis) 

Perche (Perca fluviatilis L.) 

Poisson à chair blanche (Coregonus muksun), 

Truite de mer (Salmo trutta morpha trutta), 

Tuite arc-en-ciel 

Tuite brune (Salvelinus trutta morpha lacustris), 

France 

Anguille (A. anguilla) 

Carpe commune (Cyprinus carpio) 

Tuite arc-en-ciel 

Irlande du Nord Tuite arc-en-ciel 

Norvège Truite brune (S. trutta morpha lacustris) 

Royaume Uni 
Saumon atlantique (Salmo salar) 

Tuite arc-en-ciel 

Suède 

Saumon atlantique  

Truite de mer 

Tuite arc-en-ciel 

Suisse Tuite arc-en-ciel 
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B/ 

Origine géographique  
hors Europe 

Poisson hôte 

Australie 
Saumon atlantique 

Truite arc-en-ciel 

Canada 

Lamproie marine (Petromyzon marinus L.) 

Omble chevalier  

Omble de fontaine  

Saumon atlantique 

Saumon coho (Onchorynchus kisutch) 

Truite arc-en-ciel 

Chili 
Saumon atlantique 

Tuite arc-en-ciel  

Corée Ayu (Plecoglossus altivelis) 

Etats Unis 

Esturgeon blanc (Acipenser transmontanus)  

Omble de fontaine  

Poisson rouge (Carassius auratus)  

Saumon atlantique  

Saumon coho 

Saumon kéta (Onchorynchus  keta)  

Saumon quinnat (Onchorynchus tshawytscha)  

Touladi (Salmo namaycush)  

Truite brune  

Truite fardée (Onchorynchus clarkii) 

Tuite arc-en-ciel 

Japon 

Anguille (Anguilla japonica)  

Ayu 

Carassin japonais (Carassius auratus langsdorfii)  

Carpe commune 

Gobie (Chaenogobius urotaenia et Rhinogobius brunneus) 

Poisson dragon (Zacco platipus)  

Saumon amago (Onchorynchus rhodurus)  

Saumon coho  

Saumon iwana (S. leucomaenis pluvius)  

Saumon kéta  

Saumon yamame (Onchorynchus  masou)  

Tuite arc-en-ciel  

Ugui (Tribolodon hakonensis)  

Pérou Tuite arc-en-ciel 

Turquie Tuite arc-en-ciel 
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3.1.4. Signes cliniques 

Les manifestations cliniques classiques de la maladie et les taux de mortalité 

dépendent de la taille des poissons infectés (Holt et al., 1993).  

Pour la forme BCWD chez le saumon coho, la nageoire adipeuse constitue le point de départ 

de l’infection avec des signes cliniques qui varient au cours de l’épizootie. Au début de 

l’épizootie, des lésions sont observables au niveau de la peau. Dans sa progression, l’infection 

touche ensuite la nageoire dorsale, les faces latérales du corps, le ventre puis la mâchoire 

inférieure (Holt et al., 1993). Une pigmentation sombre de la peau, surtout au niveau du 

pédoncule, peut apparaître. Dans certains cas, d’autres signes très variés de la maladie tels que 

l’exolphtalmie, la nage en spirale ou encore une déformation de la colonne vertébrale (Borg, 

1960; Bustos et al., 1995; Evensen and Lorenzen, 1996; Lumsden et al., 1996) peuvent se 

manifester. Ces deux derniers symptômes, d’ordre neurologique, peuvent être observables 

longtemps après l’infection, chez les poissons survivants (Kent et al., 1989; Madsen et al., 

2001).  

La forme RTFS touche majoritairement les alevins chez lesquels des atteintes viscérérales 

sont observées. Au niveau interne, des lésions nécrotiques ont été observées sur le foie, la rate 

et le rein (Ekman and Norrgren, 2003; Wood and Yasutake, 1956). L’autopsie de poissons 

atteints de flavobactériose a aussi révélé l’accumulation abdominale d’ascite, surtout chez les 

alevins, une pâleur du foie et du rein, et la rate souvent sujette aux hémosidéroses (Bruno, 

1992), hémorragies, et nécroses (Ekman, 2008). 

Starliper et al. (2010) différencie les manifestations cliniques en une forme classique 

où les lésions externes se développent préférentiellement sur la nageoire caudale et le 

pédoncule caudal (Figure 9), et en une forme aigüe où les lésions internes sont prédominantes.  

Les infections à F. psychrophilum provoquent des taux de mortalité d’ordre variable. 

Celui le plus élevé jamais rapportée a atteint 90% chez la truite arc-en-ciel (Lorenzen and 

Olesen, 1997). Il a été démontré que l’infection entraînait des taux de mortalité plus 

importants chez les poissons juvéniles que chez les adultes (Decostere et al., 2001; Holt, 

1988). 
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Figure 9 : Signes cliniques externes de la flavobactériose des eaux froides chez des truites 

arc-en-ciel. (A) atteinte de la nageoire caudale chez des truitelles et (B) atteinte du pédoncule 

caudal chez des adultes (photos fournies par E. Duchaud). 

3.1.5. Epidémiologie de la flavobactériose 

3.1.5.1. Réservoirs 

F. psychrophilum a été retrouvé dans l’eau (Madetoja and Wiklund, 2002; Madsen et 

al., 2005; Wiklund et al., 2000) et dans d’autres compartiments environnementaux tels que les 

sédiments et les algues (Amita et al., 2000; Izumi et al., 2005). Le portage sain de F. 

psychrophilum par des populations naturelles de poissons, sans développement d’aucun signe 

clinique de la maladie, laisse supposer que ces populations de poissons peuvent jouer le rôle 

de réservoirs (Chen et al., 2008). Il a été montré que 58 à 100% d’ayu sauvages, apparemment 

sains, provenant de quatre rivières de la préfecture de Miyagi au Japon et n’ayant jamais été 

en contact avec des poissons d’élevage, étaient porteurs de F. psychrophilum (Kumagai et al., 

2011).  

3.1.5.2. Transmission horizontale 

Plusieurs études portant sur les voies de transmission de F. psychrophilum ont 

clairement démontré la transmission horizontale de la bactérie par cohabitation entre poissons 

malades et poissons sains (Lorenzen et al., 1991; Madsen and Dalsgaard, 1999). Il a été mis 

en évidence que les lésions de la peau constituent une importante voie d’entrée de la bactérie 

dans le poisson et que les poissons morts de flavobactériose excrètent dans leur 

environnement des quantités considérables de bactéries, augmentant ainsi le risque de 

contamination des poissons sains (Madetoja et al., 2000).  
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3.1.5.3. Transmission verticale 

La transmission verticale directe quant à elle a été fortement suspectée et incriminée 

dans la diffusion de la bactérie dans les régions salmonicoles au travers du commerce des 

œufs et ce, en dépit de leur désinfection systématique par des dérivés iodés.  

En 1997, une équipe californienne a mis en évidence par des méthodes culturales, la présence 

de F. psychrophilum à la surface d’œufs fertilisés, d’embryons et de très jeunes alevins de 

truite argentée désinfectés (Brown et al., 1997). Cette équipe a aussi montré, pour la première 

fois, la présence de F. psychrophilum dans des homogénats de ces mêmes trois stades de 

développement après une désinfection poussée. 

Au Japon, des élevages n’ayant pas reçu d’œufs importés se sont montrés indemnes de la 

présence de l’agent de la flavobactériose, contrairement aux élevages ayant reçu des œufs 

importés chez lequels la bactérie a été retrouvée, démontrant ainsi, le rôle des échanges 

commerciaux dans la diffusion de l’agent et de la maladie (Kumagaï and Takahashi, 1997). 

La présence de F. psychrophilum a été mise en évidence dans le liquide ovarien et la laitance 

de géniteurs salmonidés (Kumagai and Nawata, 2011), à la surface et à l’intérieur d’œufs 

fertilisés ou non, et à différents stades de développement des poissons (Ekman et al., 1999; 

Kumagai and Nawata, 2010a; Kumagai et al., 1998). Il est à noter que dans toutes les études 

présentées ici, la détection de la bactérie ne s’est pas faite sur un œuf individuel mais, sur un 

pool d’œufs (au moins 5 œufs), et que la proportion des cas positifs est restée non majoritaire. 

Ce fut le cas d’œufs issus d’élevages danois sur lesquels aucune bactérie n’a été retrouvée ni 

en externe, ni en interne (Madsen et al., 2005).  

Des essais d’infection expérimentale d’œufs par immersion dans un milieu de culture de F. 

psychrophilum ont montré que l’entrée de la bactérie dans l’œuf se produit avant le 

durcissement de l’œuf fécondé (« water hardening ») (Kumagai and Nawata, 2010a; Kumagai 

et al., 1998). Le dénombrement bactérien lors de ce challenge a montré que la concentration 

en F. psychrophilum passe de moins de 10 CFU/œuf juste après la fertilisation à plus de 10
7
 

CFU/œuf au stade œuf embryonné. Kumagai et Nawata (2010a) émettent l’hypothèse que lors 

du processus de durcissement de l’œuf, de faibles concentrations de bactéries (moins de 10 

CFU/œuf) traverseraient de manière passive le micropyle, petit orifice présent sur la paroi de 
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l’œuf, dans lequel elles se multiplieraient au niveau de l’espace péri-vitellin. Cette hypothèse 

est supportée par le fait qu’il a été montré que F. psychrophilum est capable de survivre après 

7 jours d’incubation dans le contenu d’œufs infectés (Brown et al., 1997; Yousif et al., 1994).  

3.1.6. Mécanismes de pathogénicité 

La colonisation des tissus d’un hôte par une bactérie pathogène dépend de la capacité 

d’adhérence (spécifique ou non) de celle-ci. Dans le cas de F. psychrophilum, l’adhésion 

spécifique est médiée par des composés situés à la surface de la bactérie, qui se lient à des 

récepteurs présents sur les tissus de l’hôte (Dalsgaard, 1993), alors que l’adhésion non 

spécifique dépend des interactions hydrophobes ou ioniques entre la surface de la bactérie et 

le substrat (Vatsos et al., 2001). L’adhésion, de même que la mobilité de F. psychrophilum, 

pourrait être aidée par une mince couche de mucus présente à la surface de la bactérie 

(Dalsgaard, 1993).  

Une fois présent dans l’hôte, F. psychrophilum produit des toxines qui participeraient à 

l’apparition des signes cliniques de la maladie. En effet, l’anémie observée chez les truites 

arc-en-ciel juvéniles serait partiellement provoqué par la capacité de la bactérie à lyser et à 

agglutiner les érythrocytes de l’hôte (Lorenzen, 1994). Des essais in vitro ont montré la 

capacité d’une préparation extracellulaire de F. psychrophilum d’une part à dégrader la 

caséine, la gélatine et le collagène type II (collagène du cartilage), et d’autre part à provoquer 

une nécrose musculaire sévère après injection péritonéale chez la truite arc-en-ciel (Ostland et 

al., 2000). De plus, les enzymes extracellulaires de F. psychrophilum seraient importants dans 

le développement de la maladie au niveau externe. 

3.1.7. Méthodes de lutte 

3.1.7.1. Mesures préventives  

La réduction de la prévalence de l’agent responsable de la flavobactériose des eaux froides 

en élevage repose sur le respect de conditions sanitaires (désinfection systématique des 

installations, installation de pédiluves… etc), la surveillance et le maintien d’une bonne 

qualité de l’eau (Cipriano and Holt, 2005; Madsen and Dalsgaard, 2008). La désinfection des 

œufs avec des iodophores est souvent répertoriée en tant que mesure préventive contre la 
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flavobactériose des eaux froides (Cipriano and Holt, 2005; Kumagai and Nawata, 2010b; 

Taylor, 2004). Cependant, F. psychrophilum est très tolérante à l’iode, et peut survivre à des 

traitements d'au moins 100 mg.L
-1

 d'iode actif pendant 30 minutes (Brown et al., 1997; 

Kumagai, 2005; Kumagai et al., 1998). Des études récentes ont néanmoins démontré que la 

charge bactérienne sur les œufs pouvait être réduite grâce à des composés tels que le peroxyde 

d’hydrogène (Wagner et al., 2010). L’élimination rapide des poissons morts de 

flavobactériose des eaux froides, qui rejettent d’importantes concentrations en bactérie dans 

l’eau, est également fortement recommandée (Madetoja et al., 2000). 

Le stress engendré par les manipulations répétées, les densités élevées dans les bassins et 

la présence d’autres pathogènes dans le milieu, peuvent influer sur la sévérité des épizooties 

en jouant sur le fitness du poisson. Ce sont donc également des paramètres à prendre en 

compte pour limiter l’impact de la maladie dans les bassins. 

Même si d’importants efforts ont été fournis pour la mise au point de vaccins, aucun n’a 

été, à ce jour, mis sur le marché. Des essais de vaccination par voie orale, balnéation ou 

injection ont montré des résultats de protection variables. Dans la plupart des essais, les 

solutions vaccinales ont été élaborées à partir de suspensions de cellules entières de F. 

psychrophilum inactivées au formol (Holt, 1987; Kondo et al., 2003; LaFrentz et al., 2002; 

Lorenzen et al., 2010; Rahman et al., 2000) ou à la chaleur (Obach and Baudin Laurencin, 

1991). Obach et Baudin Laurencin (1991) ont confirmé des résultats antérieurs (Holt, 1987) 

qui montraient que la vaccination par injection offre une protection plus importante que la 

vaccination par immersion. L’émulsion de la solution vaccinale dans un adjuvant semble être 

un facteur élicitant l’action protectrice du vaccin (Rahman et al., 2000). Il est intéressant de 

noter qu’assez récemment, une étude a montré qu’une immersion dans un bain contenant des 

cellules non-inactivées de F. psychrophilum n’entrainait aucune mortalité chez des truites arc-

en-ciel et était capable de générer de l’immunité (Lorenzen et al., 2010). 

Les travaux de Rahman et al. (2002) ont montré que la fraction antigénique de la membrane 

externe (« outer membrane fraction » ou OMF) de F. psychrophilum utilisée dans une 

solution vaccinale engendrait une protection humorale supérieure à celle obtenue avec des 

cellules entières. Depuis, de nombreuses études ont porté sur l’identification de protéines 
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immunogènes présentes dans l’OMF potentiellement utilisables dans des solutions vaccinales 

pour le développement de vaccins recombinants (Dumetz et al., 2008; LaFrentz et al., 2009; 

LaFrentz et al., 2011; LaFrentz et al., 2004). Plusieurs fractions immunogéniques de l’OMF 

ont été testées, ainsi que les protéines EFTU (facteur d’élongation Tu), SufB (protéine 

d’assemblage (protéine d’assemblage SufB Fe-S) et l’ATP synthaseβ. Elles ont été produites 

in vitro et administrées sans pouvoir montrer de protection chez les truites arc-en-ciel testées 

(Plant et al., 2011). Le même échec a été constaté avec les protéines recombinantes Hsp60 et 

Hsp70 (Plant et al., 2009), qui sont des protéines fortement immunogènes de F. 

psychrophilum. 

3.1.7.2. Mesures thérapeutiques 

Les mesures thérapeutiques actuelles reposent essentiellement sur l’utilisation 

d’antibiotiques au moment des épizooties. Les antibiotiques autorisés et les procédures de 

traitement agréées varient d’un pays à un autre. Ces procédures sont soumises à l’approbation 

des autorités compétentes qui prennent en compte, entre autres, le temps d’élimination dans 

les tissus, la toxicité pour les poissons et la charge rejetée dans l’environnement (Starliper, 

2010). Par exemple, le nifurpirinol, le furanace et les sulfonamides qui ont montré de 

l’efficacité dans le contrôle de la flavobactériose des eaux froides sont désormais interdits aux 

USA, du fait de leur propriétés cancérigènes (Cipriano and Holt, 2005; Starliper, 2010). Au 

niveau mondial, l’antibiotique autorisé le plus utilisé est l’oxytétracycline et en Europe, il 

s’agit de l’amoxicilline et de l’acide oxolinique (Barnes and Brown, 2011). Le développement 

de résistance à ces trois antibiotiques a été rapporté et a conduit à une préférence de 

prescription pour le florfénicol (Barnes and Brown, 2011; Bruun et al., 2000), majoritairement 

utilisée en France. Néanmoins, une récente étude a montré une résistance au florfénicol et à 

l’acide oxolinique et a confirmé la résistance observée à l’oxytétracycline (Henríquez-Nuñez 

et al., 2012). 

Souvent administrés par voie orale via l’alimentation, les traitements antibiotiques peuvent 

voir leur action limitée par deux facteurs. D’une part les épizooties les plus sévères sont 

observées chez les très jeunes alevins, qui ne se nourrissent pas encore par voie orale et 

d’autre part, les poissons affectés par la maladie souffrent d’anorexie et n’absorbent donc pas 

les doses thérapeutiques (Cipriano and Holt, 2005).  
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D’autres thérapies reposent sur la combinaison d’un traitement antibiotique classique et de 

bains thérapeutiques réguliers contenant des agents antimicrobiens tels que le peroxyde 

d’hydrogène qui va permettre de diminuer la charge du pathogène dans l’environnement du 

poisson (Gultepe and Tanrikul, 2006).  

 

3.2. L’agent Flavobacterium psychrophilum 

3.2.1. Taxonomie 

La taxonomie de l’agent de la flavobactériose des eaux froides a évolué depuis les 

travaux de Borg qui l’isola pour la première fois en 1948. Celui-ci, sur la base de ses 

caractéristiques biochimiques, le classa dans genre Myxobacter et le nomma Cytophaga 

psychrophila (Borg, 1960). En 1989, Bernardet et Grimont l’ont reclassé dans le genre 

Flexibacter et renommé Flexibacter psychrophilus, suite à des études d’homologie d’ADN 

(Bernardet and Grimont, 1989). Des travaux basés sur l’hybridation ADN-ARNr ont ensuite 

conduit à son transfert vers le genre Flavobacterium et la bactérie prend alors son nom actuel 

de Flavobacterium psychrophilum (Bernardet et al., 1996). 

3.2.2. Morphologie et caractéristiques 

F. psychrophilum est un bacille à Gram négatif, filamenteux à bouts arrondis et sans 

pili, de 0,2 à 0,75 µm de diamètre sur 3 à 10 µm de longueur (Bernardet and Grimont, 1989; 

Madetoja et al., 2001; Pacha, 1968; Rangdale, 1995). Sa morphologie peut néanmoins être 

affectée par les conditions de culture (Kondo et al., 2001). Les colonies, isolées sur des 

milieux plutôt pauvres en nutriments, sont petites (1 à 5 diamètre), jaunes, brillantes et 

n’adhèrent pas à la gélose (Figure10). Les colonies de F. psychrophilum peuvent présenter 

deux phénotypes (lisse et rugueux) en milieu de culture (Högfors-Rönnholm and Wiklund, 

2010). 

F. psychrophilum possède une mobilité par glissement (« gliding motility ») très lente. 

Ce caractère n’est pas présent chez toutes les souches. Aérobie stricte, la croissance est 
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effective à des températures de 4 à 23°C mais elle est optimale à des températures de 14 à 

18°C. La bactérie meurt lorsque la température dépasse 25°C. 

 

 

Figure 10 : Phénotypes de culture de F. psychrophilum. (A) Colonie lisse et (B) colonie 

rugueuse, culture sur milieu TYE agar. (C) Bouillon de culture montrant une agglutination au 

fond du tube des colonies lisses (à gauche), et une absence d’agglutination des colonies 

rugueuses (à droite) (Högfors-Rönnholm and Wiklund, 2010). 

3.2.3. Méthodes d’identification 

3.2.3.1. Culture et identification phénotypique 

Traditionnellement, l’identification phénotypique de F. psychrophilum passe par une 

étape culturale d’isolats prélevés de la rate, du rein, du foie et parfois, du cerveau des poissons 

infectés. Plusieurs milieux non sélectifs (solides et liquides) ont été développés à cet effet. Les 

milieux les plus utilisés sont les milieux Tryptone-Extrait de levure-Sels (« Tryptone-Yeast 

extract-Salts »), sa déclinaison (FLP) par Cepeda et al. (2004), et le milieu d’Anacker et Ordal 

(AOA) (1959). Le milieu FLP permet la production de biomasses plus importantes de F. 

psychrophilum que certains des milieux cités, avec l’avantage d’avoir une préparation aisée 

(Cepeda et al., 2004). 
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Après incubation pendant 48 à 96 heures à 15-20°C selon les milieux, F. psychrophilum 

forme en milieu solide des colonies bombées, lisses ou rugueuses, et jaunes. L’examen 

phénotypique des colonies suspectées être de l’espèce F. psychrophilum commence par une 

coloration de Gram, et les colonies Gram négatives sont soumises à des tests biochimiques 

divers. Ceux-ci sont détaillés dans le Tableau 5. Certains de ces tests peuvent montrer une 

certaine variabilité pouvant fausser l’identification. Cette variabilité est attribuée à l’origine 

des isolats, ou encore aux concentrations de certains composants des milieux de culture 

(Lorenzen et al., 1997). Généralement, les auteurs se limitent aux tests d’activité de la 

catalase, la présence ou l’absence du pigment flexirubine et l’absorption du colorant rouge 

Congo (Lorenzen et al., 2010; Nilsen et al., 2011; Valdebenito and Avendaño-Herrera, 2009).  

Outre les tests biochimiques, des méthodes complémentaires peuvent être utilisées pour 

confirmer l’identification. Parmi elles, on retrouve les méthodes sérologiques telles que la 

technique de l’IFAT (Indirect Fluorescent Antibody Technique) (Lindstrom et al., 2009; 

Rangdale and Way, 1995) et l’ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) (Amita et al., 

2000; Lorenzen and Karas, 1992). 

Tableau 5: Caractéristiques biochimiques de F. psychrophilum (Cipriano and Holt, 2005). 

Test Réaction Test Réaction 

Hydrolyse de la gélatine + Test ONPG - 

Digestion de l’albumine + Nitrate réductase - 

Hydrolyse de la tributyrine + Pigmentation sur gélose à la tyrosine - 

Autolyse d’E.coli + Hydrolyse de la tyrosine Variable 

Hydrolyse de la chitine - Croissance sur TSA
1
 - 

Hydrolyse d’agar - Catalase Faiblement + 

Hydrolyse de caséine + Fléxirubine + 

Hydrolyse de l’amidon - Mobilité + 

Hydrolyse de la xanthine - Fermentation du cellobiose - 

Hydrolyse de la tyrosine Variable Sulfure d’hydrogène - 

Décomposition de la cellulose - Indole - 

Oxydation du glucose - Cytochrome oxydase Faiblement + 

Oxydation du cellobiose - Absorption du rouge congo - 

Croissance à 15°C + Flexirubine + 

Croissance à 20°C + Croissance à 0% NaCl + 

Croissance à 25°C Variable Croissance à 0.5% NaCl + 

Croissance à 30°C - Croissance à 1% NaCl Variable 

Croissance à 37°C - Croissance à 2% NaCl - 
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3.2.3.2. Détection et identification moléculaire 

Selon les souches et/ou les conditions de culture, les tests biochimiques ne permettent 

pas toujours une identification claire de F. psychrophilum. Afin de palier ces problèmes et/ou 

pour en confirmer les résultats, des méthodes d’identification moléculaire de plus en plus 

utilisées ont été mises au point. Il s’agit notamment de méthodes basées sur l’amplification 

par PCR de cibles génétiques telles que l’ADNr 16S de F. psychrophilum (Toyama et al., 

1994; Urdaci et al., 1998; Wiklund et al., 2000) et les gènes gyrA et gyrB (Izumi and Aranishi, 

2004; Izumi and Wakabayashi, 2000). En plus des PCR conventionnelles, d’autres méthodes 

telles que la PCR nichée (« Nested PCR ») (Baliarda et al., 2002; Taylor, 2004; Wiklund et 

al., 2000), la T-RFLP (« Terminal restriction – RFLP ») (Nilsson and Strom, 2002), la PCR 

quantitative (Del Cerro et al., 2002) et la méthode LAMP (« loop-mediated isothermal 

amplification ») (Fujiwara-Nagata and Eguchi, 2009) ont été développées pour répondre aux 

besoins de sensibilité et de spécificité dans l’identification de F. psychrophilum.  

Une PCR quantitative (qPCR) ciblant le gène ADNr 16S a été récemment développée pour 

l’identification spécifique de F. psychrophilum et sa quantification dans les tissus de poissons 

(Orieux et al., 2011). F. psychrophilum possédant 6 copies de l’ADNr 16S, cette technique 

s’est montrée très sensible (détection jusqu’à 2 bactéries détectées par réaction) et permet le 

diagnostic d’une infection par F. psychrophilum en moins de trois heures après prélèvement 

de tissus. 

Une autre méthode couplant la séparation en gradient magnétique élevé (HGMS) de billes 

magnétiques capables de se lier spécifiquement à F. psychrophilum grâce à des anticorps 

(produits dans le sérum de lapin anti- F. psychrophilum SG 0011227), à la cytométrie en flux 

a été développée pour la détection de F. psychrophilum (Ryumae et al., 2010). Cette méthode 

s’est montrée sensible et spécifique avec 10
-1

 à 10
5
 UFC/mL détectées. Elle a connu un 

développement en 2012 avec l’ajout d’une étape de PCR spécifique du gène ppiC de F. 

psychrophilum (Ryumae et al., 2012). Cette étape de PCR permet de confirmer l’identité de F. 

psychrophilum dans un mélange de plusieurs espèces de bactéries. Le développement de cette 

méthode a permis d’abaisser la limite de détection entre 4.10
-1

 et 4.10
-3

 UFC/mL.Variabilité 

phénotypique et génotypique de F. psychrophilum 
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3.2.4. Variabilité phénotypique  

Le typage phénotypique repose en partie sur l’utilisation de caractères biochimiques 

pour classer des isolats bactériens, à l’exemple des kits API-ZYM qui permettent d’observer 

des patterns de réaction enzymatique définissant des biovars. En 2008, l’utilisation de kits 

API-ZYM a permis de classer en 2 biovars distincts (I et II), 75 isolats de F. psychrophilum 

isolés de salmonidés présentant de signes cliniques de la maladies en Ontario (Canada) sur 16 

années (Hesami et al., 2008). Au Chili, des isolats bactériens collectés sur deux espèces de 

salmonidés (truite arc-en-ciel et saumon coho), ont montré des profils de production 

enzymatiques (biovars) similaires (Valdebenito et al., 2009). Une étude antérieure a permis, 

par l’analyse de profils électrophorétiques de protéases, de diviser des isolats de F. 

psychrophilum en groupes selon l’absence ou la présence de certaines protéases, et de mettre 

en évidence une corrélation entre le groupe et l’espèce hôte de laquelle l’isolat référant a été 

prélevé (Bertolini et al., 1994). Plus récemment, deux phénotypes (lisse et rugueux) en milieu 

de culture ont été mis en évidence (Högfors-Rönnholm and Wiklund, 2010). 

En plus des méthodes et outils utilisant les propriétés et caractères biochimiques de F. 

psychrophilum, le sérotypage peut aussi être réalisé sur le principe de la différenciation des 

isolats par leurs caractères antigéniques (protéines ou lipopolysaccharides situés à la surface 

des membranes). Ces méthodes permettent de définir des sérotypes ou sérovars. Plusieurs 

études de sérotypage ont mis en évidence de la diversité antigénique chez F. psychrophilum, 

chacune conduisant à l’établissement d’un classement sérotypique propre.  

Par exemple, Lorenzen et Olesen (1997) ont établi par ELISA et agglutination sur lame, sur la 

base des antigènes totaux, 3 sérotypes : Fp
T
, Th (sous types Th-1 et Th-2) et Fd (les anti-sera 

Th et Fd ont été réalisé à partir de deux souches de F. psychrophilum danoises et Fp
T
, à partir 

de la souche de référence NCIMB 1947
T
). Appliquée au sérotypage d’isolats européens (25 

idolats du Danemark et 20 d’autres pays d’Europe), l’utilisation de ces anti-sera a montré que 

le sérotype Th était majoritaire, regroupant la plupart des isolats danois et quelques autres 

isolats européens.  

Sur la base des antigènes thermostables O, Izumi et Wakabayashi (1999) ont défini les 

sérogroupes O1, O2 et O3, en majorité retrouvés respectivement chez le saumon coho, l’ayu 

et la truite arc-en-ciel. En 2002, des résultats de sérotypage par agglutination sur lame, 
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confirmés par ELISA, ont permis de proposer une harmonisation du système de sérotypage 

présenté dans le Tableau 6 (Mata et al., 2002).  

Tableau 6: Harmonisation du système de sérotypage de F. psychrophilum. Les souches de 

références ayant servi à la production des anti-sera sont indiquées entre parenthèses (Mata et 

al., 2002). 

 
Système de sérotypage 

Espèce hôte Mata et al,. 2002 Lorenzen and Olesen, 
1997 

Izumi and Wakabayashi, 
1999 

Saumon 1 (NCIMB1947) Fp
T
 O1 

Truite 2a (NCIMB13384) Fd  

Truite 2b (PT4.1) Th-2  

Truite 3 (NCIMB13383) Th-1 O3 

Anguille 4 (AA3 1)   

Carpe 5 (Tours5/I)   

Tenche 6 (XP189)   

Ayu 7 (GFA9646)  O2 

Cependant, dans cette étude de Mata et al. (2002), certains isolats provenant d’espèces 

hôtes différentes de l’ayu, de la truite arc-en-ciel et du saumon, et qui se sont avérés non 

typables par de précédents systèmes de sérotypage (Izumi and Wakabayashi, 1999; 

Wakabayashi et al., 1994) n’ont pas été pris en compte. Un nouvel anti-serum préparé à base 

d’antigènes O d’isolats de F. psychrophilum échantillonnés à partir de l’espèce hôte amago 

(Oncorhynchus masou rhodurus Jordan & Gilbert) retrouvée principalement au Japon, et 

absorbé avec des souches de sérotype O1, O2 et O3, a été réalisé (Izumi et al., 2003b). Un 

nouveau sérotype (O4) a ainsi été mis en évidence et le sérotypage par antigènes O de 162 

isolats de F. psychrophilum de 13 espèces hôtes (salmonidés, plecoglossidés, cyprinidés et 

anguilladés), a révélé l’existence de 6 sérotypes supplémentaires correspondant à des 

réactions croisées (sérotypes O-1/2, O-1/2/3, O-1/2/4, O-1/2/3 / 4, O-2/3/4, O-2/3). Ces 

résultats suggèrent que d'autres épitopes des facteurs antigéniques O de F. psychrophilum 

existent et qu’il est difficile d’établir des correspondances complètes entre ces derniers 

résultats et les systèmes de sérotypages précédemment définis (Izumi and Wakabayashi, 

1999; Lorenzen et al., 1997; Mata et al., 2002), sur le modèle présenté par Mata et al. (2002).  

Plus récemment, une étude portant sur le sérotypage de F. psychrophilum au Chili a été 

réalisée, sur la base de la diversité de l’antigène O (Valdebenito and Avendaño-Herrera, 
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2009). Les anti-sera ont été produits à partir de 4 souches chiliennes, différentes de celles 

utilisées précédemment (cf Tableau 6) (les souches 1739 et 1196 de truite arc-en-ciel et les 

souches 1731 et 1150 de saumon atlantique). Ces anti-sera non absorbés ont permis de 

classer, par agglutination sur lame, 20 isolats chiliens en 4 groupes. Le groupe 1 est constitué 

de 14 isolats de truite arc-en-ciel et de saumon atlantique, qui réagissent avec tous les anti-

sera. Le groupe 2 comprend 4 isolats de truite arc-en-ciel qui réagissent avec 3 des anti-sera 

(pas de réaction avec le serum anti-1150). Les groupes 3 et 4 sont minoritaires, chacun 

comprenant 1 seul isolat. L’isolat de groupe 3 est un isolat de saumon atlantique qui agglutine 

uniquement avec le sérum anti- 1739, et l’isolat du groupe 4 (isolat de truite arc-en-ciel) 

agglutine avec 3 anti-serum (pas de réaction avec un sérum dirigé contre un isolat de saumon 

atlantique). Les réactions croisées observées pour les groupes 1 et 2, et reproduites avec des 

anti sera non agglutinés, montrent que les isolats compris dans ces groupes ont des antigènes 

communs et constituent des sérogroupes différents de ceux décrits par Mata et al., 2002 pour 

les isolats de saumon (sérotype 1) et de truite arc-en-ciel (sérotypes 2a et 2b), et auraient, 

d’après le système décrit par Lorenzen et Olesen (1997), majoritairement le sérotype Th-Fp
T
.  

Un système de sérotypage de F. psychrophilum durable et reproductible utilisant des anticorps 

monoclonaux spécifiques des antigènes individuels est requis pour le partage et la 

comparaison des données au niveau international. Le sérotype semble être hôte spécifique, 

rendant cet objectif difficile à atteindre en raison de l’effort à fournir pour établir les sérotypes 

dans le panel important d’hôtes de F. psychrophilum. Le choix des antigènes cibles et des 

souches de référence (pour la préparation des anti-sera) est un élément essentiel à prendre en 

considération pour atteindre cet objectif.  

3.2.5. Typage moléculaire 

Plusieurs méthodes de génotypage parmi celles décrites au paragraphe 2.2., ont été 

appliquées à l’étude de la variabilité génétique chez F. pschychrophilum. L’ensemble des 

méthodes de génotypage appliquées à l’étude de la variabilité génétique de F. psychrophilum, 

leur contexte d’application et les résultats générés sont résumés dans le Tableau 7. 

Dans les études ayant employé la méthode PCR-RFLP pour discriminer les isolats de F. 

psychrophilum, différents gènes cibles ont été testés : gyrB (Arai et al., 2007; Izumi et al., 
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2003a; Izumi et al., 2007; Nagai and Nakai, 2011; Valdebenito and Avendaño-Herrera, 2009), 

gyrA (Fujiwara-Nagata et al., 2012; Henríquez-Nuñez et al., 2012; Izumi et al., 2007), l’ARNr 

16S (Hesami et al., 2008; Soule et al., 2005b) et le gène PPIC (gène codant pour la 

peptidylprolyle cis-trans isomérase C) (Fujiwara-Nagata et al., 2012; Nagai and Nakai, 2011). 

Les résultats diffèrent selon les amorces et l’enzyme de restriction employées. Par exemple, 

l’amplification du gène gyrB par les amorces universelles conduit à deux produits, l’un étant 

le gène gyrB et l’autre un fragment anonyme. La digestion des produits d’amplification du 

gène gyrB par l’enzyme HinfI conduit à l’observation des génotypes A et B, (Izumi et al., 

2003a). Tandis que lorsque gyrB est amplifié par des amorces spécifiques puis digéré par 

RsaI, deux autres génotypes sont observés (R et S) (Izumi et al., 2003a; Izumi et al., 2007). La 

combinaison des résultats de génotypage par PCR-RFLP de F. psychrophilum (couples 

amorces universelles gyrB – enzyme de restriction HinfI et amorces spécifiques gyrB – 

enzyme RsaI) permet d’observer quatre génotypes (AS, AR, BS et BR), dont la répartition 

semble être liée à l’espèce hôte. En effet, le génotype AS a été retrouvé majoritairement chez 

l’ayu dans plusieurs études japonaises (Arai et al., 2007; Izumi et al., 2003a; Izumi et al., 

2007; Nagai and Nakai, 2011), alors que le génotype BR a été retrouvé souvent associé à 

l’espèce truite arc-en-ciel aussi bien au Japon qu’au Chili (Arai et al., 2007; Nagai and Nakai, 

2011; Valdebenito and Avendaño-Herrera, 2009). Ce lien à l’espèce hôte a aussi été suggéré 

par les résultats de PCR-RFLP sur le gène 16S appliquée à un échantillon d’isolat originaires 

du Canada et provenant de poissons malades (Hesami et al., 2008). Pour un même protocole, 

cette association n’a pas été retrouvée sur un échantillon provenant cette fois-ci de sources 

géographiques plus diverses (Soule et al., 2005b). La PCR-RFLP appliquée au gène gyrA 

d’isolats corrélée au séquençage de ce gène a permis d’observer un génotype (G-C) 

particulièrement virulent chez l’hôte ayu, contrairement aux 3 autres génétotypes retrouvés 

dans l’échantillon étudié (Fujiwara-Nagata et al., 2012). 

 Selon les amorces utilisées, la méthode RAPD permet d’identifier ou génotyper les 

isolats de l’espèce F. psychrophilum (Chakroun et al., 1997). Cette technique a en effet 

permis de distinguer F. psychrophilum d’autres espèces de Flavobacterium présentes dans le 

même environnement (Crump et al., 2001), et de distinguer des génotypes divers 

(Valdebenito and Avendaño-Herrera, 2009). Si Chakroun et al. (1997) ont pu, par cette 
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méthode, mettre en évidence un possible lien entre génotype et espèce hôte sans relation avec 

l’origine géographique, une autre situation a été observée pour des isolats chiliens 

échantillonnés d’espèces différentes (Valdebenito and Avendaño-Herrera, 2009). Cette 

dernière étude a montré que, sans pouvoir établir un lien à l’espèce hôte, tous les isolats 

chiliens avaient le même profil. La méthodes REP-PCR et l’étude du polymorphisme du gène 

ANRr 16S (Soule et al., 2005b) ont montré des résultats similaires sur ce même échantillon 

d’isolats chiliens qui se sont révélés génétiquement homogènes, alors que la méthode ERIC-

PCR n’a pas montré de résultats satisfaisants en raison de problèmes de reproductibilité 

(Valdebenito and Avendaño-Herrera, 2009).  

Le ribotypage a montré qu’il existe bien de la variabilité génétique au sein de populations de 

F. psychrophilum, avec une répartition des génotypes liée à l’espèce hôte, et un pouvoir 

discriminant plus important que celui de la RAPD (étude sur 85 isolats provenant de zones 

géographiques et d’espèces différentes) (Chakroun et al., 1998). Une autre étude portant sur 

299 isolats danois collectés sur truite arc-en-ciel a tout de même souligné que le ribotypage ne 

serait pas adapté au génotypage de F. psychrophilum à une échelle géographique restreinte en 

raison du peu de génotypes observés (dont un majoritaire), malgré la taille importante de 

l’échantillon (Madsen and Dalsgaard, 2000). Dans cette dernière étude, aucune 

correspondance claire n’a pu être mise en évidence entre ribotypes et profils plasmidiques. 

Les études de profils plasmidiques ont révélé qu’un isolat de F. psychrophilum pouvait 

posséder de 0 à 3 plasmides en même temps. Nous avons répertorié jusqu’à 23 plasmides 

différents (Chakroun et al., 1998; Del Cerro et al., 2010; Kim et al., 2010b; Lorenzen et al., 

1997; Madsen and Dalsgaard, 2000). Il a été démontré que selon l’état du poisson (malade ou 

sain), les isolats de F. psychrophilum pouvaient arborer un profil plasmidique caractéristique 

(Chakroun et al., 1998). De même, une différence de profils entre isolats provenant de 

poissons d’élevage et populations naturelles de poissons a été observée (Kim et al., 2010b). 

L’analyse parallèle de résistance aux antibiotiques a mis en évidence que la résistance 

observée chez certains isolats de F. psychrophilum n’était pas toujours liée à la présence de 

plasmides (Del Cerro et al., 2010). 
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Une micropuce contenant 103 sondes uniques sélectionnées dans une banque d’ADNc de F. 

psychrophilum, générée grâce au procédé d’hybridation soustractive suppressive, a permis de 

mettre en évidence deux lignées génétiques (I et II) sur 34 isolats, avec une association hôte 

spécifique (Soule et al., 2005a). La lignée I dont fait partie la souche de référence avirulente 

ATCC 49418, regroupe une majorité d’isolats échantillonnés de saumons coho, et la lignée II 

dont fait partie la souche de référence virulente CSF 259-93, regroupe une majorité d’isolats 

collectés de truites arc-en-ciel (Soule et al., 2005a). L’étude du polymorphisme du 16S chez 

F. psychrophilum a été mis au point dans le but de distinguer les allèles présentes chez les 

deux souches de référence CSF 259-93 et ATCC 49418 (Soule et al., 2005a). Les allèles CSF 

259-93 et ATCC 49418 du gène 16S ont été inclus sur la micropuce mise au point par Soule 

et al. (2005a), et l’analyse de cette seconde micropuce a permis d’observer que les isolats de 

la lignée I possédaient les 2 allèles, tandis que les isolats de la lignée II ne possédaient que 

l’allèle CSF 259-93 (Soule et al., 2005b). Chacune de ces lignées a été testée pour sa capacité 

à hydrolyser la gélatine et l’élastine (capacité associée au processus de nécrose musculaire 

chez truite arc-en-ciel d'après Ostland et al., 2000) et sa résistance à l’oxytétracycline. La 

majorité des isolats des deux lignées se sont montrés capables d’hydrolyser la gélatine (type I 

et type II), la majorité des isolats de la lignée I n’ont pas dégradé l’élastine, alors que tous les 

isolats de la lignée II en ont été capables, et les isolats de la lignée I étaient plus sensibles à 

l’oxytétracycline que la lignée II. Ces observations seraient d’après Soule et al., 2005b, une 

indication sur l’importance de la mise au point de vaccins polyvalents pour lutter contre la 

maladie. 

La distribution des allèles CSF 259-93 et ATCC 49418 du 16S liée à l’espèce hôte a été 

observée dans le cas de 77 isolats provenant de zones géographiques différentes. En effet, les 

isolats provenant de saumons pacifiques possédaient les deux allèles, tandis que ceux 

échantillonnés à partir de truites arc-en-ciel possédaient l’allèle unique CSF 259-93 (Ramsrud 

et al., 2007), confirmant ainsi les observations de Soule et al., 2005b. Des cas minoritaires 

d’absence de ces deux allèles, ou de présence de l’allèle ATCC 49418 ont été reportés dans un 

échantillon de 75 isolats échantillonnés au Canada, d’espèces diverses (16 isolats /75 et 1/75 

respectivement) (Hesami et al., 2008). 
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La méthode PFGE a révélé que des truites arc-en-ciel, élevées dans une même zone 

géographique aux USA et présentant des signes cliniques de la flavobactériose des eaux 

froides, ont été infectées par un ensemble d'isolats génétiquement proches de F. 

psychrophilum (Chen et al., 2008). Un cas similaire a été observé au Chili, où des isolats 

collectés lors de mêmes épisodes cliniques (étude de plusieurs groupes d’isolats, chaque 

groupe d’isolats provenait de différents poissons d'un même élevage) se sont avérés 

génétiquement proches (Avendaño-Herrera et al., 2009). A l’inverse, une diversité intra-

populationnelle plus élevée et des cas de portage de types génétiques différents par un même 

poisson ont été observés chez des saumons coho indemnes de signes, de même qu’une 

variation mensuelle de génotypes chez cette espèce (Chen et al., 2008).  

L'approche MLST, appliquée à un échantillon d’isolats de F. psychrophilum collectés à partir 

des poissons hôtes différents provenant du monde entier, a pour le première fois, mis en 

évidence un taux élevé de recombinaisons homologues et un niveau moyen de variabilité 

génétique (Nicolas et al., 2008). 

Finalement, l’ensemble de ces travaux démontre qu’il existe une variabilité génétique 

de F. psychrophilum plus ou moins importante selon les contextes et les méthodes employées. 

Des associations entre des types génétiques de la bactérie et les espèces de poissons hôtes ont 

été démontrées, même si elles n’ont pas toujours été exclusives. Le lien à l’origine 

géographique n’a pas été clairement établi.  
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Tableau 7: Méthodes de génotypage appliquées à l’étude de la variabilité génétique de F. psychrophilum et leurs conclusions. Esp : espèce hôte ; 

Stat : statut du poisson (malade ou sain) ; Enz : enzyme ; Am : amorces utilisée en PCR ; G : génotype. 

Méthode Nb 
d'isolats 
traités 

Origine 
géographique 

Hôte et statut Enzyme et/ou gènes  Résultats/Conclusions principaux Références 

PCR-RFLP  

242 
Origines 
diverses 

Esp: diverses 

Gène: gyrB - L’amplification par GYR1/GYR1R donne un 
fragment anonyme supplémentaire 
- 4 G: A et B pour HinfI; R et S pour RsaI                 

- Association profil/espèce hôte statistiquement 
significative pour l’espèce ayu (génotype A 
uniquement chez ayu) 

(Izumi et al., 
2003a) 

Enz-Am: (1) GYR1/GYR1R + HinfI; 
(2) PSY-G1F/PSY-G1R + RsaI 

244 
Origines 
diverses 

Esp: diverses 

Gènes: gyrA, gyrB                     
Am-Enz-: (gyrA) GYRA-
FP1F/GYRA-FP1R + Mph1103I, 
(gyrB) PSY-G1F/PSY-G1R + RsaI, 
(gyrB) GYR1/GYR1R + HinfI 

- 2 G pour RFLP de gyrA : QR (majoritaire chez 

ayu) et QS                                                                     
- la combinaison des PCR-RFLP de gyrA et 
gyrB permet d’observer 8 G (1 très majoritaire 
chez ayu) 

(Izumi et al., 
2007) 

- la PCR-RFLP semble adaptée au suivi 
épidémiologique de F. psychrophilum, et le 
choix des gènes peut permettre d’établir un lien 
avec les résistances aux antibiotiques 

64 Japon 
Esp: diverses         
Stat: Malades/morts 

Gène: gyrB, Am-Enz : (1) 
GYR1/GYR1R + HinfI, (2) PSY-
G1F/PSY-G1R + RsaI 

- 4 G : AS, AR, BS et BR (avec 2 G par enz) 
(Arai et al., 

2007) - Association profil RFLP/ espèce hôte 

75 
Ontario 

(Canada) 

Esp: diverses                
Stat: Malades                
Collection sur 16 ans 

Gène: ARNr 16S                          
Am: 16S-336fwd / 16S-517rvs                         
Enz: MnlI et MaeIII 

- 4 types de profils  
(Hesami et al., 

2008) - Pas de corrélation profil/ espèce hôte 
observable et pas de lien profil/épizootie  

20 Chili Esp: SA, TAC 
Gène: gyrB 2 G présents chez les deux espèces hôtes (BS 

et BR) 
(Valdebenito 

and Avendaño-
Herrera, 2009) 

Enz: HinfI et RsaI 

36 Japon 
Esp: diverses                
Stat: malades 

Gène gyrB, PPIC ; Am-Enz : (gyrB) 
PSY-G1F/PSY-G1R + RsaI, (PPIC) 
fpPPIC1F/fpPPIC1R + HinfI  

Association profil RFLP/ espèce hôte (AS en 
majorité chez ayu, BR uniquement chez TAC) 

(Nagai and 
Nakai, 2011) 

40 Chili 
Esp : SA, Tac et 
saumon coho 

Gène: gyrA                                 

Am: GYRA-FP1F/GYRA-FP1R   
Enz: NsiI 

 ‘- G QR pour 5 isolats/40 
-  35 isolats sur 40 n’ont pas pu être typés (pas 
de digestion par NsiI) 

(Henríquez-
Nuñez et al., 

2012) 
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Tableau 7 (suite) 

Méthode Nb 
d'isolats 
traités 

Origine 
géographique 

Hôte et statut Enzyme et/ou gènes  Résultats/Conclusions principaux Références 

PCR-RFLP 

232 Japon Esp: diverses 

Gène: gyrA, PPIC          

Am: (gyrA) GYRA-
FP1F/GYRA-FP1R + 
NsiI et Tsp509I, (PPIC) 
fpPPIC1F/fpPPIC1R + 
HinfI 

- Génotypage par PCR-RFLP de gyrA plus 
spécifique et sensible que celui de PPIC 
- 4 G: G-C, A-T, A-C et G-T                                       
- Le génotype G-C est très virulent chez ayu 
contrairement aux trois autres 

(Fujiwara-
Nagata et al., 

2012) 

29 
Origines 
diverses 

Esp: diverses 

G: ARNr 16S             
Am: 16S-336fwd / 16S-
517rvs              Enz: 
MnlI et MaeIII 

- Isolats de la lignée II (Soule et al. 2005a): 
digestion par MnlI=>1 fgmt, par MaeIII=>2 fgmts 

(Soule et al., 
2005b) 

- Isolats de la lignée II (Soule et al. 2005a): 
digestion par MnlI=>2 fgmts, par MaeIII=>0 fgmt 

- Association profil RFLP/espèce hôte 

RAPD 

60 19 pays Esp: diverses 
Am : OPH 06, OPH 08, 
OPG 08, OPG 14 et 
OPG 16 

- Pas de corrélation profils RAPD/ origine 
géographique observable 

(Chakroun et 
al., 1997) 

- Corrélation profils/espèce hôte observable 

- Selon les primers choisis, la RAPD peut 
s’adapter aussi à l’identification de l’espèce F. 
psychrophilum qu’à son génotypage 

16 Canada 
Esp: diverses Poissons 
malades Janv-Avr 
1997  

2 Am (sans noms)  
Amorces utilisable pour identification de l'espèce 
F.psychrophilum 

(Crump et al., 
2001) 

20 Chili 
Esp: diverses               
Stat: malades et sains 

Am: P5 
- 2 G: Groupes I et II (IIa et IIb)                                   
- Tous les isolats chiliens sont du groupe I                
- Pas de lien à l'espèce hôte 

(Valdebenito 
and Avendaño-
Herrera, 2009) 
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Tableau 7 (suite) 

Méthode Nb 
d'isolats 
traités 

Origine 
géographique 

Hôte et statut Enzyme et/ou 
gènes  

Résultats/Conclusions principaux Références 

REP-PCR 
20 et 1 ref. 
(ATCC 
4948

T
) 

Chili Esp: SA, TAC 

REP 1D/REP 2D 

- 2 génotypes: 1 (1a et 1b) et 2  

(Valdebenito 
and Avendaño-
Herrera, 2009) 

- Tous les isolats chiliens ont le génotype 1 

- Pas de lien à l'origine géographique ("intra-Chili") 

ERIC-PCR 

ERIC1/ERIC2 - Problème de reproductibilité de la méthode 

- ERIC PCR semble ne pas être adaptée au 
génotypage de F. psychrophilum 

Polymorphisme 
de l'ARNr 16S 

77 4 continents 
Esp: diverses    Distribution hôte-spécifique des allèles (saumon 

pacifique = les deux allèles; TAC = CSF 259-93) 
(Ramsrud et 

al., 2007) Stat: malades G: ARNr 16S 

75 Canada Esp: diverses 
Am(allèle CFS 259-
93): A259-
93/AR259-93 

- 4 G: "CSF only", "ATCC only", "both", "neither"          
- Relation entre génotype et espèce hôte difficile a 
établir.  

(Hesami et al., 
2008) 

20 et 1 ref. 
(ATCC 
4948T) 

Chili Esp: SA, TAC 

Am(allèle ATCC 
49418T): 
A49418/AF49418 

Les isolats chiliens sont génétiquement homogènes 
(18/20 ont l'allèle CFS 259-93) 

(Valdebenito 
and Avendaño-
Herrera, 2009) 
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Tableau 7 (suite) 

Méthode Nb 
d'isolats 
traités 

Origine 
géographique 

Hôte et statut Enzyme et/ou 
gènes  

Résultats/Conclusions principaux Références 

Micropuce 

34 
Origines 
diverses 

Esp: diverses 

103 sondes dont les 
allèles de l'ARNr 
16S (CFS 259-93 et 
ATCC 49418

T
) 

Observation de 2 lignées (I et II) selon les 2 allèles de 
l'ARNr 16S. Association hôte spécifique: lignée I => 
saumon coho, lignée II=>TAC. 

(Soule et al., 
2005a) 

29 
Origines 
diverses 

Esp: diverses 

idem - Association hôte spécifique des lignées I et II. 
(Soule et al., 

2005b) 
+ protocole PCR-
RFLP  

- Lignée I a les 2 allèles du 16S (CFS 259-93 et allèle 
ATCC 49418

T
), et la lignée II n'a que CFS 259-93. 

Profils 
plasmidiques 

25 Danemark 
Esp: diverses            
Stat: malades 

--- 

- 7plasmides retrouvés et 4 profils                                            
- la majorité des isolats danois et ceux des autres 
pays ont le même profil (plasmide 3,2 kb) (Lorenzen et 

al., 1997) 

20 
autres pays 
européens 

- Dans les isolats de poissons malades : plasmide 
3.5kb ; pour les autres isolats : 5 profils différents  

85 
Origines 
diverses 

Esp: diverses             --- 
- 10 plasmides observés et 11 profils                                                
- La majorité des isolats ont au moins 1 plasmide                                            

(Chakroun et 
al., 1998) 

299 Danemark 

Esp: TAC 

--- 
- 6 plasmides observés et 7 profils                            - 
95% des isolats ont le plasmide 3.3kb                    - 
Pas d’association profil plasmidique / ribotype 

(Madsen and 
Dalsgaard, 

2000) 

Stat: malades et sains 

169 Japon 

Esp: diverses 
(naturelles) + ayu 
(même élevage) 

--- 

- 6 plamisdes observés et 7 profils                                 
- Association profil plasmidique/hôte                                
- Variation annuelle des profils chez ayu                       
- Les isolats de poissons sauvages présentent des 

(Kim et al., 
2010b) 

Stat: ayu malades  
profils plasmidiques différents de ceux des poissons 
d’élevage 

25 Espagne  

Esp : diverse 
(d’élevage)            
Stat : malades --- 

- 3 plasmides observés, chacun représentant 1 profil                                                                           
- La majorité des isolats ont le plasmide 3.5kb (13 
isolats/25)  

(Del Cerro et 
al., 2010) 

- Corrélation profil plasmidique / pulsotype 
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Tableau 7 (suite) 

Méthode Nb 
d'isolats 
traités 

Origine 
géographique 

Hôte et statut Enzyme et/ou 
gènes  

Résultats/Conclusions principaux Références 

Ribotypage 

85 13 pays Esp: diverses Enz: HincII et PvuI  

 

(Chakroun et 
al., 1998) 

- Association ribotype/hôte 

- Pas de corrélation entre ribotype et origine 
géographique 

- Pouvoir discriminant : Ribotypage > RAPD 

299 Danemark 
Esp: TAC                    
Stat: malades et sains 

Enz: EcoRI 

- 9 ribotypes dont un dominant 

(Madsen and 
Dalsgaard, 

2000) 

- Pas d’association profil plasmidique / ribotype 

- Le ribotypage semble inadapté pour les études 
épidémiologiques dans une échelle géographique 
limitée 

48 
Finlande, 
Estonie et 

Suisse 

Esp: diverses                    
Stat: malades 

Enz: ClaI, HaeI et 
PvuI 

- Hétérogénéité génotypique des isolats 
(Madetoja et 

al., 2001) 
- Plusieurs types génétiques sont présents dans un 
même épisode épizootique 

PFGE 

81 Japon 
Esp: diverses              
Stat: malades et morts 

Enz: BlnI and XhoI 

- 42 génotypes divisés en 20 clusters 

(Arai et al., 
2007) 

- Association génotype/espèce hôte 

- Pouvoir discriminant : PFGE > PCR-RFLP (gène: 
gyrB, enz: HinfI) 

95  Idaho (USA) 

Esp: TAC d’élevage 
Stat: malades 

 Enz: SacI 

- Infections par complexe d’isolats génétiquement 
proches chez les TAC                                                       
- Variabilité génétique plus importante que chez les 
saumons coho par rapport aux TAC                                   
- Cas de co-portage  chez saumon coho                                                    
- Observation d’un type génétique unique par mois 
chez le saumon coho 

(Chen et al., 
2008) 

Suivi de 7 épizooties 

44 
 Washington 

(USA) 

Esp: Saumon coho 
sauvages 

Stat: sans signes 
cliniques 
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Tableau 7 (fin) 

Méthode Nb 
d'isolats 
traités 

Origine 
géographique 

Hôte et statut Enzyme et/ou 
gènes  

Résultats/Conclusions principaux Références 

PFGE 

14 Chili 
Esp: TAC et saumon 
coho 

 Enz: SacI 

- Association hôte spécifique des isolats                     
- Différenciation entre isolats chiliens et autres 
(ATCC 49418T+ souche d'Ecosse)                                
- Clusters d'isolats génétiquement proches 
impliqués dans les épizooties 

(Avendaño-
Herrera et al., 
2009) 

25 Espagne  
Esp: diverses, 
d’élevage                      
Stat: malades 

Enz. StuI 

- Association pulsotype/origine géographique 
observable 

(Del Cerro et 
al., 2010) 

- Population génétiquement hétérogène 

- Pas d’association sensibilité aux antibiotiques / 
pulsotype observable 

MLST 50 
Origines 
diverses 

Esp: diverses 

G: trpB, gyrB, dnaK, 
tuf, fumC, murG, et 
atpA (n=7) 

- Le fort taux de recombinaison associé à une faible 
diversité nucléotidique conduisent à la conclusion 
d’une population homogène                                             
- Association profil/hôte> Profil/origine 

(Nicolas et al., 
2008)  
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Objectifs détaillés  

de la thèse 
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Depuis les années 90, en Europe et plus particulièrement en France, une mortalité 

massive due aux infections à Flavobacterium psychrophilum a été observée dans les 

populations naturelles et surtout les élevages de truites et de saumons. Ainsi, en France, la 

flavobactériose des eaux froides constitue la deuxième maladie la plus enregistrée dans les 

bassins de production piscicoles après la furonculose (Guichard, 2004). Comme vu 

précédemment, de nombreux travaux ont été menés dans le but d’étudier la variabilité 

génétique de l’agent F. psychrophilum. Ces études ont mis en évidence, une variabilité 

génétique en lien (de manière non exclusive) avec l’espèce de poisson hôte, et une absence de 

structuration géographique de cette variabilité. Ces données en France sont limitées, voire 

inexistantes lorsque centrées sur une espèce hôte particulière de cet agent pathogène et sur 

une échelle géographique réduite (pisciculture ou bassin versant). Ces données sont pourtant 

essentielles pour comprendre à terme les modalités de diffusion de cet agent et ses réservoirs 

environnementaux afin de mieux adapter des stratégies de lutte en élevage dans un contexte 

de limitation des intrants médicamenteux. 

L’espèce hôte de F. psychrophilum choisie dans ce projet de thèse est la truite arc-en-

ciel, en tant que principale production piscicole en France et espèce particulièrement sensible 

à la flavobactériose des eaux froides. Les attentes des acteurs de la filière piscicole française 

sont donc fortes (Guichard, 2004). Afin de déterminer le niveau de variabilité génétique de F. 

psychrophilum isolé de truite arc-en-ciel, un premier niveau d’analyse a visé une échelle 

géographique nationale, en ciblant les bassins de production principaux situés le long de l’arc 

Atlantique français. Le choix de la méthode de typage s’est porté sur la MLST (MultiLocus 

Sequence Typing), selon les modalités précédemment décrites par l’équipe VIM de l’INRA de 

Jouy-en-Josas mise au point en 2008 (Nicolas et al, 2008), et en étroite collaboration avec ce 

partenaire. Ce choix a été basé sur la valeur discriminante déjà connue de cette méthode pour 

F. psychrophilum et sur l’intérêt comparatif des résultats générés avec les bases de données 

existantes. Les isolats analysés sont tous issus de poissons en phase clinique de la 

flavobactériose des eaux froides, ceci afin d’augmenter les chances d’isoler l’agent recherché, 

dans un contexte où la prévalence de portage dans l’ensemble des élevages concernés par 

cette étude et la capacité à isoler F. psychrophilum à partir de poissons porteurs 

asymptomatiques étaient inconnus. L'objectif de cette première partie de thèse est donc 
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d’établir une carte des variants génétiques de F. psychrophilum sur truite arc-en-ciel en France 

et si possible d'analyser la structure de population de cet agent pathogène. 

 Dans une deuxième étape, la variabilité génétique à une échelle géographique plus 

réduite a été analysée: la pisciculture et le bassin versant avec l'étude de piscicultures 

connectées entre elles par des réseaux commerciaux et fluviaux. Pour cette étude, la seule 

analyse d'isolats issus de poissons malades n'était plus suffisante dans le cadre d'un suivi 

régulier (mensuel) de ces élevages. Nous nous sommes donc intéressés aux isolats issus de 

poissons porteurs asymptomatiques, avec une analyse de la variabilité génétique de F. 

psychrophilum à différentes échelles : le poisson, la pisciculture et le bassin versant. Le choix 

de la méthode d'analyse s'est porté sur la PFGE. La PFGE constitue la méthode « gold 

standard » dans les études épidémiologiques dont le contexte général d’étude reste 

comparable à celui de cette étude (pas de temps courts entre les prélèvements et contexte 

géographique restreint) (Arai et al., 2007 ; Del Cero et al., 2010 ; Van Belkum et al., 2007).  

Son application possible sur un grand nombre de souches à un coût raisonnable (le nombre 

d'isolats collectés ne pouvait en effet pas être connu au départ et l'analyse devait débuter avant 

les résultats de la première étude par MLST et avant la fin de la période de collecte) a 

également motivé ce choix.  

Dans une dernière partie, le pouvoir discriminant et l'intérêt des deux méthodes 

(MLST et PFGE) en épidémiologie moléculaire ont été comparés sur un sous-échantillon de 

la collecte précédente, sélectionné selon la variabilité observée par PFGE. L'objectif était 

aussi de déterminer si la PFGE pouvait servir à présélectionner des isolats représentatifs de 

différents types génétiques dans un échantillon global, pour ensuite les analyser par MLST 

afin d’établir leurs liens phylogénétiques. 
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CHAPITRE II.  

Matériels et Méthodes 
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1. Isolement, caractérisation biochimique et 

conservation de F. psychrophilum 

Les isolats de F. psychrophilum étudiés dans ce travail de thèse, proviennent tous de 

l’espèce hôte truite arc-en-ciel prélevée sur site piscicole. Les poissons présentaient ou non 

des signes cliniques de la maladie. Les échantillonnages ont été réalisés aussi bien à partir 

d’organes internes (rate, rein, foie ou encéphale), que d’organes externes (peau, branchies ou 

nageoires). Après avoir été isolés, les organes ont été frottés (exemple de la rate) ou étalés 

(cas des branchies) sur gélose agar FLP (Cepeda et al., 2004) (composition en Annexe 1). 

Après incubation à 17° C pendant 48 à 72 heures, les colonies de couleur jaune correspondant 

au phénotype attendu pour F. psychrophilum ont été ré-isolées sur gélose FLP et mises en 

culture selon les mêmes conditions (17°C, pendant 48 à 72 heures). Après vérification de la 

pureté de la culture, une caractérisation préliminaire, basée sur les résultats de 3 tests (Gram 

négatif, catalase positive et flexirubine positive), a permis une première sélection d’isolats. 

Pour chaque isolat présélectionné, une colonie a été remise en culture dans 5 mL de bouillon 

FLP pour incubation à 17°C sous agitation pendant 48 heures. Enfin, 0,5 mL de bouillon de 

culture ajouté à 0,5 mL d’une solution de glycérol à 40% a été conservé en cryotubes à -80°C, 

pour analyses ultérieures dont la confirmation de l’identification de F. psychrophilum par 

biologie moléculaire. Les étapes d’isolement et de caractérisation des isolats sont 

schématisées sur la Figure 11.  
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Étalement/frottis 

d’organe

Gélose FLP

17°C

48-72h

Truite arc-en-ciel

(et autres espèces)

Gélose FLP

Isolement 

d’une colonie 

distincte 

17°C

48-72h

Mise en culture 

de colonies 

Gram -, 

catalase + et 

flexirubine +

Bouillon FLPBouillon FLP  troublé

17°C

24-48h

sous agitationConservation en 

cryotubes dans du 

glycérol * à -80°C

 

Figure 11 : Isolement, caractérisation biochimique et conservation des isolats bactériens.  

* Concentration finale du glycérol à 20 %. 

2. Isolats bactériens utilisés dans l’étude 

2.1. Souches de référence 

Plusieurs souches bactériennes de référence ont été utilisées comme contrôle, notamment 

dans la mise au point du protocole d’identification moléculaire de F. psychrophilum. Il s’agit 

de Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Escherichia coli, Flavobacterium 

aquatile, Flavobacterium columnare, Flavobacterium johnsoniae, Flavobacterium 

succinicans et trois souches de Flavobacterium psychrophilum. Elles sont présentées dans le 

Tableau 8. Ces souches sont conservées au laboratoire en cryotubes à -80°C, dans une 

solution de glycérol en concentration finale à 20 %. 
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Tableau 8: Caractéristiques des souches de référence. 

Espèce Référence 
Autres 

références 
Source 

Origine 
géographique 

Année 
d'isolement 

F. psychrophilum 

JIP 02/86 

ATCC 49511, 
CIP 103535 

Jeune Truite arc-en-ciel 
(Oncorhyncus mykiss),  
lésion dorsale  

France 1986 

NCIMB 1947
T
 

ATCC 49418, 
CIP 103534, 
DSM 3660 

Jeune Saumon coho 
(Oncorhyncus kitsuch),  
rein 

Etats Unis ≤ 1973 

LNPAA PO1/88 

ATCC 49510, 
CIP 103536 

Truite arc-en-ciel,  
rate France 1988 

F. columnare  NCIMB 2248
T
 

ATCC 23463, 
CIP 103531 

Salmonidé malade,  
rein Etats Unis 1955 

F. succinicans   CIP 104744 

DMS 4002, 
NCIMB 2277 

Saumon quinnat  
(Oncorhynchus tshawytscha), 
nageoire caudale  

Etats Unis 1954 

F. aquatile  CIP 103744 

ATCC 11947, 
DSM 1132, 
NCIMB 8694 

Espèce inconnue,  
lésion profonde Royaume Uni ≤ 1963 

F. johnsoniae CIP 100931 

ATCC 17061, 
DSM 2064, 
NCIMB 11054 

Sol/Boue 

Royaume Uni ≤ 1973 

A. salmonicida  ATCC 14174 

CIP 63.4,  
NCIMB 833 

Omble de fontaine  
(Salvelinus fontinalis)  

malade 
--- ≤ 1953 

A. hydrophila  CIP 7614 

ATCC 7966, 
DSM 30187, 
NCIMB 9240 

Boîte de lait avec une odeur 
de poisson --- ≤ 1961 

E. coli  ATCC 25922 

CIP76.24, 
DSM1103, 
NCIMB 12210 

Isolat clinique 

--- ≤ 1973 

 

Selon les espèces, les conditions de culture sont les suivantes : 

- F. psychrophilum : culture sur gélose FLP pendant 72h à 17°C 

- F. aquatile, F. columnare et F. succinicans: culture sur gélose FLP pendant 72h à 22°C 

- F. johnsoniae : culture sur gélose FLP pendant 48h à 22°C 

- A. hydrophila et A. salmonicida : culture sur gélose TSA pendant 72h à 37°C 

- E. coli : culture sur gélose TSA pendant 24 à 48 heures à 22°C. 

Les compositions et conditions de préparation des milieux de culture sont précisées en 

Annexe 1. 
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2.2. Isolats échantillonnés sur l’arc Atlantique français 

Les isolats de F. psychrophilum ont été sélectionnés à partir d’une souchothèque présente 

au laboratoire (Oniris - UMR BioEpAR - équipe VIP), regroupant des isolats collectés par 

différents vétérinaires et techniciens répartis sur l’ensemble du territoire français entre 2007 et 

2010.  

De cette souchothèque, 66 isolats ont été sélectionnés (Tableau 9). Ils ont été échantillonnés 

de truites arc-en-ciel présentant des signes cliniques de la maladie, et proviennent de sites 

piscicoles répartis sur 4 régions géographiques couvrant l’arc Atlantique français (Bretagne, 

Pays de la Loire, Poitou Charente et Aquitaine), dont deux (Bretagne et Aquitaine) constituent 

les deux principaux bassins de production française de salmonidés (2011) (Figure 12). Les 

échantillonnages concernant ces 66 isolats ont été réalisés sur un total de 48 sites piscicoles. 

Dans les cas où plusieurs passages ont eu lieu sur un même site, les isolats ont été choisis en 

respectant un intervalle minimum de six mois entre les prélèvements, afin de tenter de 

maximiser la variabilité des isolats.  

 

Figure 12: Origine géographique des isolats. Le nombre d’isolats de F. psychrophilum 

échantillonnés est indiqué entre parenthèses pour chaque région. 
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Les isolats ont été échantillonnés selon le protocole décrit au paragraphe 1 de ce chapitre. 

Certains isolats ont été collectés à partir d’organes internes comme la rate, le rein, le foie, et 

l'encéphale, d’autres d’organes externes tels que la peau, les branchies et les nageoires 

(Tableau 9). Parallèlement à l’échantillonnage, plusieurs données relatives (i) aux sites 

d’échantillonnage (communes, régions, bassin versants, sources de l’alimentation en eau…), 

(ii) aux poissons eux-mêmes (poids, conservation de l’appétit, organes prélevés…), (iii) aux 

conditions d’élevage (température, densité des bassins), et (iv) aux traitements antibiotiques et 

vaccinaux administrés, ont été renseignés. Ces éléments étaient relevés via une fiche 

commémorative présentée en Annexe 3. 
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Tableau 9: Isolats échantillonnés sur l’arc Atlantique français. Organe d’isolement interne 

(rate, rein, foie ou encéphale) ou externe (peau, branchies ou nageoires).  

Identifiant CAE 
des isolats 

Région d’origine Bassin versant 
Organe 

d'isolement 
Année 

438 Aquitaine Adour Interne 2008 

439 Aquitaine Adour Interne 2008 

440 Aquitaine Vignac Interne 2008 

441 Aquitaine Garonne Interne 2008 

442 Aquitaine Vignac Interne 2008 

444 Aquitaine Adour Interne 2008 

445 Aquitaine Adour Interne 2008 

446 Aquitaine Adour Interne 2008 

448 Aquitaine Adour Interne 2008 

449 Aquitaine Adour Interne 2008 

737 Aquitaine Magescq Interne 2008 

738 Aquitaine Adour Externe 2010 

739 Aquitaine Adour Interne 2009 

740 Aquitaine Adour Externe 2009 

742 Aquitaine Magescq Interne 2008 

743 Aquitaine Lyere Externe 2010 

744 Aquitaine Magescq Interne 2008 

746 Aquitaine Adour Interne 2010 

747 Aquitaine Adour Interne 2009 

749 Aquitaine Adour Interne 2009 

755 Aquitaine Adour Interne 2008 

756 Aquitaine Adour Interne 2008 

759 Aquitaine Adour Externe 2010 

760 Aquitaine Adour Externe 2009 

802 Aquitaine Garonne Inconnu 2010 

805 Aquitaine Dordogne Interne 2009 

806 Aquitaine Adour Interne 2009 

807 Aquitaine Adour Externe 2010 

808 Aquitaine Adour Externe 2009 

810 Aquitaine Adour Interne 2009 

811 Aquitaine Lyere Interne 2010 

812 Aquitaine Dordogne Interne 2008 

814 Aquitaine La Palue Interne 2009 

816 Aquitaine Adour Interne 2007 

817 Aquitaine Adour Interne 2010 

818 Aquitaine Lyere Interne 2009 

820 Aquitaine Adour Interne 2007 
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Tableau 9 (suite). 

Identifiant CAE 
des isolats 

Région d’origine Bassin versant 
Organe 

d'isolement 
Année 

822 Aquitaine Dordogne Inconnu 2009 

823 Aquitaine Adour Interne 2010 

824 Aquitaine Adour Interne 2009 

825 Aquitaine Magescq Interne 2009 

829 Aquitaine Adour Externe 2009 

539 Bretagne Le Guillec Interne 2008 

540 Bretagne Hyere Interne 2008 

591 Bretagne Rivière de Morlaix Inconnu 2009 

607 Bretagne Le Guillec Externe 2009 

626 Bretagne Penzé Interne 2009 

635 Bretagne Aulne Interne 2008 

636 Bretagne Douron Interne 2008 

637 Bretagne Elorn Interne 2009 

687 Bretagne Elorn Externe 2009 

697 Bretagne Quillimadec Interne 2010 

721 Bretagne Le Gouët Interne 2010 

724 Bretagne Ster Goz Interne 2010 

729 Bretagne Penzé Interne 2010 

730 Bretagne Le Corroac’h Interne 2010 

733 Bretagne Inconnu Interne 2010 

763 Bretagne Inconnu Interne 2010 

771 Bretagne Odet Interne 2010 

780 Bretagne Rivière de Morlaix Interne 2010 

787 Bretagne Le Corroac’h Interne 2010 

796 Bretagne Douffine Interne 2010 

690 Pays de la Loire Ruisseau des Loges Externe 2010 

718 Pays de la Loire Eau de ville Interne 2010 

741 Poitou Charente Charente Interne 2009 

745 Poitou Charente Charente Interne 2010 

 



80 

 

 

2.3. Isolats échantillonnés dans un bassin versant de 

Bretagne 

Un échantillonnage a été réalisé afin de répondre à la question de la variabilité 

génétique de F. psychrophilum à l’échelle beaucoup plus fine (i) d’un poisson, (ii) d’un lot de 

poissons, (iii) d’une pisciculture, et (iv) d’un ensemble de piscicultures sur un même bassin 

versant dont le suivi mensuel a été réalisé pendant un an. 

2.3.1. Contexte géographique 

Les 4 piscicultures suivies (notées de A à D, voir Figure 13) ont été sélectionnées en 

fonction de l’espèce de poisson élevé (uniquement truite arc-en-ciel), de leur positionnement 

sur les rivières, de leur fournisseur d’œufs, de la survenue déjà répertoriée de cas de 

flavobactériose des eaux froides et de l’accessibilité aux sites en accord avec les pisciculteurs 

et le vétérinaire aquacole de la région, M. Matthieu Jamin. Chaque pisciculture a été 

renseignée sur différents éléments d’information regroupés sur une fiche présentée en Annexe 

3. Ces piscicultures sont situées sur le bassin versant du Queffleuth, en Bretagne. Elles sont 

positionnées les unes après les autres, excepté le site C positionné sur un autre bras de la 

rivière (voir Figure 13), et traitent chacune un ou plusieurs stades du développement du 

poisson. 

Le site A est un site d’alevinage et de pré-grossissement. Il reçoit des œufs provenant d’une 

pisciculture située dans les Pyrénées Atlantique ainsi que du site C. Les œufs y sont suivis 

jusqu’au stade « portion » (près de 300g) puis sont revendus à d’autres piscicultures ou 

transférés vers le site B, site appartenant au même pisciculteur. 

Le site B procède au grossissement de poissons provenant du site A et sont destinés à la vente. 

Sur site sont présents des poissons pesant de 40 à 500 grammes. Ce site se trouve en aval de la 

rivière sur laquelle se situent les sites A et D et reçoit aussi l’eau du bras de rivière sur lequel 

est présente la pisciculture C. 

Le site C est une écloserie positionnée en début de rivière, sans aucune pisciculture en amont. 

Il possède des géniteurs mâles et femelles qui servent à la production d’œufs destinés soit à la 

vente à d’autres piscicultures qui procèdent à l’alevinage et grossissement, soit à la production 

d’autres géniteurs mâles et femelles. Ces derniers sont eux-mêmes conservés sur site ou 
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vendus. On y retrouve des lots de poissons pesant de quelques grammes à près de 1,5 kg. Ce 

site ne présente donc pas d’introduction extérieure de poisson. 

Le site D est positionné en début de rivière sans aucune pisciculture en amont. Il procède au 

grossissement de truites arc-en-ciel adultes reçues à la fois du site C, et d’une autre 

pisciculture située en Poitou Charente. On y retrouve des poissons de près de 300 g à 2 kg. 

 

Figure 13 : Positionnement des piscicultures et liens commerciaux. Les sites sont indexés par 

une lettre (A à D) et ne sont séparés entre eux par aucune pisciculture. Les sites C et D sont 

situés en début de rivière, sans aucune autre pisciculture en amont. 

 

2.3.2. Stratégie d’échantillonnage 

Les prélèvements ont été réalisés une fois par mois sur la période de mars 2011 à mars 

2012, avec une coupure en août en raison de la mise en assec de certaines exploitations. A 

chaque passage sur site et pour chaque lot de poissons suivi, plusieurs informations telles que 

la température de l’eau, son débit, la densité du bassin contenant le lot, l’aliment et les 

vaccinations et/ou traitements antibiotiques éventuels, ont été renseignés sur une fiche de 

visite jointe en Annexe 4.  

Sur chaque site piscicole, plusieurs lots de truites ont été suivis mensuellement, à raison de 15 

poissons par lot. Pour chaque lot, les poissons ont été péchés de manière aléatoire et ne 

présentaient pas de signes cliniques de la maladie. Sur chaque poisson, les prélèvements ont 
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été réalisés à la fois sur la rate, considérée comme référent pour la population bactérienne 

interne de l’animal, et sur les branchies considérées comme référent pour les isolats présents 

dans l’environnement direct de l’hôte truite. Pour chaque poisson, les ensemencements sur 

gélose FLP ont été réalisés sur site piscicole et les étapes de sélection des isolats, détaillées au 

paragraphe 1 de ce chapitre, ont été appliquées de retour au laboratoire.  

Tableau 10 : Stratégies de prélèvement pour l’étude de la variabilité génétique de F. 

psychrophilum à l’échelle d’un poisson, d’une pisciculture et d’un ensemble de piscicultures. 

Question de recherche Objectifs Prélèvements fixés 

Q1: Co-infection au niveau interne d’un 

même poisson 
Analyse de variabilité génétique 
entre plusieurs isolats d'un même 
organe d'un même poisson 

10 isolats de rate/poisson 

Q2: Variabilité génétique entre 

souches externes et internes d’un 
même poisson 

Comparaison de la variabilité 
génétique des isolats de rate et de 
branchies 

10 isolats de rate (Q1) + 10 

isolats de branchies / poisson 

Q3: Evolution quantitative et qualitative 
des populations de F. psychrophilum 
intra-pisciculture, au cours du temps 

Suivi de plusieurs lots de poissons 
sur un même site au cours du temps 

isolats de Q1 et Q2 /poisson,  

15 poissons/lot 

Q4: Variabilité génétique inter-sites Comparaison des diversités 
observées sur l'ensemble des sites 

isolats de Q3/pisciculture 

3. Extraction d’ADN et identification moléculaire 

Pour toutes les souches de référence et les isolats répondant aux critères d’identification 

phénotypique et biochimique de F. psychrophilum, les ADN génomiques ont été extraits et 

purifiés à l'aide d'un kit d’extraction d’ADN (Promega, France), selon les recommandations 

du fabricant. Les ADN extraits ont été conservés à -20°C jusqu’à utilisation. 

L’identification des isolats de F. psychrophilum a été confirmée au niveau moléculaire. 

Pour cela, une PCR duplex a été mise au point, avec une amplification spécifique des gènes 

gyrA et gyr B. Les amorces GYRA-FP1F (5′-GAAACCGGTGCACAGAAGG-3′) et GYRA-

FP1R (5′-CCTGTGGCTCCGTTTATTAA-3′) pour gyrA (Izumi and Aranishi, 2004), et PSY-

G1F (5′-TGCAGGAAATCTTACACTCG-3′) et PSY-G1R (5′-

GTTGCAATTACAATGTTGT-3′) pour gyr B (Izumi and Wakabayashi, 2000), ont été 

utilisées, avec des produits d’amplification de taille attendue de 396 et 1017 pb 

respectivement.  
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La spécificité de la PCR duplex a été controlée en incluant dans l’étude : 

- des témoins positifs : 3 souches de référence de F. psychrophilum JIP 02/86, NCIMB 

1947
T
 et LNPAA PO1/88 

- des témoins négatifs : E. coli (ATCC 25922) et de l’eau 

- des témoins de spécificité : souches potentiellement présentes sur le poisson (A. 

hydrophila et A. salmonicida) et autres espèces de Flavobactéries (F. aquatile, F. 

columnare, F. johnsoniae et F. succinicans). 

Dans un volume réactionnel de 25 µL, ont été mélangés 5 µL d’ADN à 10 ng.µL
-1

, 25 pmol 

de chaque amorce gyrA (Invitrogen, France), 37,5 pmol de chaque amorce gyrB (Invitrogen, 

France), 200 µM de chaque dNTP (Eurobio, France), 1,5 mM de MgCl2 (Eurobio, France) et 

0,5 unité de Taq polymérase (Eurobio, France). Les étapes de thermocyclage suivantes ont été 

programmées dans l’appareil C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad): 94° C pendant 5 min, 35 

cycles constitués d'une étape de dénaturation à 94° C pendant 1 min, d’une hybridation à 56° 

C pendant 1 min et d’une élongation à 72° C pendant 1,5 min, et enfin, une phase terminale 

d'élongation à 72° C pendant 5 min. Les produits d’amplification ont été visualisés sur un 

transilluminateur UV et photographiés (appareillages Chemidoc XRS, Bio-Rad) grâce au 

logiciel Quantity One (Bio-Rad), après séparation sur un gel d'agarose à 1,5% supplémenté en 

bromure d'éthidium (Prime, France) à 0,5 mg.mL
-1

. La migration à 100V dure environ 30 min 

(appareillage Apelex, France). 

4. Analyse MLST  

Comme décrit dans le paragraphe 2.4.2.2.2, la MLST est une méthode d’étude de la 

variabilité génétique basée sur le séquençage de gènes de ménage. Les étapes de cette 

méthode sont schématiquement représentées sur la Figure 14.  

Pour chaque locus, une séquence correspond à un allèle type (AT, « Allele Type ») identifié 

par un numéro. L’assignation d’un numéro d’allèle type se fait après alignement des 

séquences de l’échantillon d’isolats étudié, avec celles préexistantes dans les bases de 

données. L’apparition de chaque nouvelle séquence donne lieu à l’attribution d’un nouveau 
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numéro. Pour chaque isolat, l’ensemble des ATs correspond au génotype ou séquence type 

(ST, « Sequence Type »), lui-même identifié par un nombre.  

Amplification 

par PCR de 

chaque locus

(n = 5 à 10)

Séquençage

• Analyses des séquences

• Attribution des ATs et STs

• Relations phylogénétiques 

entre isolats

Vérification de la qualité des séquences 

Assemblage des séquences sens et anti-sens

Découpage en 5’et 3’ d’après séquence de référence

Vérification de la qualité des 

amplifications par électrophorèse

Electrophorèse 

sur gel 

d’agarose

 

Figure 14: Schématisation des étapes de la MLST 

 

4.1. Méthodologie 

Pour notre étude, le choix des gènes de ménage repose sur un schéma MLST décrit 

récemment (Nicolas et al, 2008). Il s’agit des loci trpB, gyrB, dnaK, fumC, murG, tuf, et atpA, 

décrits (amorces spécifiques, taille de la séquence amplifiée) dans le Tableau 11. En prévision 

de l’étape de séquençage, chaque amorce, sens et anti-sens, est couplée avec une amorce 

universelle M13 forward ou reverse (M13_f, CAGGAAACAGCTATGACC et M13_r, 

TGTAAAACGACGGCCAGT) (Invitrogen, France) respectivement. 

Pour chaque isolat dont l’ADN a été extrait, une réaction d’amplification par locus a été 

réalisée. Pour chaque locus (Tableau 11), le mix réactionnel pour un volume final total de 20 

µL, contient 10L d’ADN génomique (à 2 ng.L
-1

), du GoTaq Green Master Mix 1X 

(Promega, France), 1,87 mM de MgCl2 (Eurobio, France), 0,15 mM de chaque dNTP 

(Eurobio, France), 0,25 µM de chaque amorce (Invitrogen, France) et une unité de Taq 

polymérase (Promega, France). Les réactions d’amplification ont été réalisées dans les 

conditions suivantes:  

- une dénaturation à 94°C pendant 5 min, 
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- 24 cycles : 94°C pendant 30 sec, 55°C (-0.4°C/cycle) pendant 30 sec et 72°C (+2 

sec/cycle) pendant 1 min,  

- 12 cycles : 94°C pendant 30 sec, 45°C pendant 30 sec et 72°C (+3 sec/cycle) pendant 2 

min, 

- une extension finale à 72°C pendant 10 min.  

Les produits d’amplification ont été ensuite mis à migrer en même temps que le marqueur de 

poids moléculaire Euroladder L (Eurobio, France), sur gel d’agarose (Eurobio, France). Cette 

électrophorèse a été réalisée sur un gel d’agarose à 1% (p/v), supplémenté en bromure 

d’éthidium (Eurobio, France) à 0,5 mg.mL
-1

. Après électrophorèse (30 min à 120V), les 

produits PCR ont été visualisés sous UV et photographiés grâce à une camera placée dans une 

chambre UV (Chemidoc XRS, Bio-Rad), gérée par le logiciel Quantity One (Bio-Rad, 

France).  

Après avoir vérifié la présence d’une bande unique au poids moléculaire attendu, les 

amplifiats ont été purifiés puis séquencés (LGC Genomics, Allemagne), grâce aux amorces 

universelles M13 forward et reverse. La qualité des séquences a ensuite été contrôlée par 

examen visuel des chromatogrammes résultants, et les séquences sens et anti-sens de chaque 

locus pour chaque isolat ont été assemblées grâce aux logiciels Phred et Phrap 

(http://www.phrap.org/consed/consed.html#howToGet) (Ewing and Green, 1998; Ewing et 

al., 1998) afin de reconstituer la séquence entière du locus amplifié. Pour chaque locus, les 

séquences résultantes ont été alignées avec une séquence de référence (séquences de la souche 

JIP 02/86), puis les extrémités 5’ et 3’ ont été coupées afin d’une part, d’éliminer les portions 

de mauvaise qualité (zones où les pics correspondant à la détection de chaque base sont mal 

définis et/ou de faible hauteur) et d’autre part, de conserver des séquences de même longueur. 

Le découpage et l’alignement in silico des séquences ont été réalisés respectivement à l’aide 

des logiciels Consed (version 22.0) (http://www.phrap.org/consed/consed.html#howToGet) 

(Gordon et al., 1998) et BioEdit (version 7.0.5.3) 

(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) (Hall, 1999). Dans notre étude, les 

séquences obtenues sont plus courtes que celles publiées dans le schéma MLST initial 

(Nicolas et al., 2008) pour des raisons d’automatisation du processus de coupe permettant 

http://www.phrap.org/consed/consed.html%23howToGet
http://www.phrap.org/consed/consed.html%23howToGet
http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html
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d’assurer le maintien d’une bonne qualité des portions de séquences conservées. Les portions 

éliminées ne comprenaient pas de SNPs. 

Pour chaque nouvelle séquence, c'est-à-dire pour chaque séquence absente de la base de 

données MLST de F. pychrophilum 

(http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mlst/Flavopsy.html), un nouveau numéro 

d’Allele Type ou AT est attribué. Cette étape d’attribution d’AT et de ST (ensemble des ATs 

d’un même isolat) a été réalisée à l’INRA de Jouy-en-Josas par le Dr. Nicolas P. 

(Département MIG - Mathématiques Informatique et Génome UR1077).  

http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mlst/Flavopsy.html
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Tableau 11: Amorces utilisées pour l’amplification des loci MLST. 

Locus Produit du gène Amorce Séquence (5’3’) 
Taille de 

l’amplifiat (bp) 
Taille de la séquence 

analysée *(bp) 

trpB 
Sous-unité β de la Tryptophane 

synthase  

trpB_f M13-f_AAGATTATGTAGGCCGCCC 
976 789 

trpB_r M13-r_TGATAGATTGATGACTACAATATC 

gyrB Sous-unité β de l’ADN gyrase  
gyrB_f M13-f_GTTGTAATGACTAAAATTGGTG 

1260 1077 
gyrB_r M13-r_CAATATCGGCATCACACAT 

dnaK Protéine chaperonne 
dnaK_f M13-f_AAGGTGGAGAAATTAAAGTAGG 

1068 882 
dnaK_r M13-r_CCACCCATAGTTTCGATACC 

tuf Facteur d’élongation Tu 
tuf_f M13-f_GAAGAAAAAGAAAGAGGTATTAC 

981 795 
tuf_r M13-r_CACCTTCACGGATAGCGAA 

fumC Fumarate hydratase de classe II 
fumC_f_new M13-r_CCAGCAAACAAATACTGGGG 

936 750 
fumC_r_new M13-f_GGTTTACTTTTCCTGGCATGAT 

murG 
Undecaprényl diphospho-
muramoylpentapeptide beta-N 
acétylglucosaminyl-transférase 

murG_f M13-f_TGGCGGTACAGGAGGACATAT 
869 681 

murG_r M13-r_GCATTCTTGGTTTGATGGTCTTC 

atpA Sous-unité α de l’ATP synthase 
atpA_f M13-f_CTTGAAGAAGATAATGTGGG 

1019 834 
atpA_r M13-r_TGTTCCAGCTACTTTTTTCAT 

* Il s’agit ici de la taille de la séquence après nettoyage in silico des extrémités 5’ et 3’. 
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4.2. Analyse des résultats de MLST 

4.2.1. Analyse des séquences 

Les séquences ont été analysées selon des critères qui permettent de les décrire et de les 

comparer. Ces critères ont été déterminés à la fois pour l’ensemble des allèles de chaque 

locus, et pour l’ensemble des isolats. Dans ce dernier cas et pour chaque isolat, les séquences 

des 7 loci MLST ont été concaténées et représentent une taille totale de 5808 pb. Les analyses 

portaient sur :  

- le nombre de sites polymorphes ou SNPs ; 

- la diversité nucléotidique par site (π), calculé par le logiciel DnaSP version 5.10.01 

(http://www.ub.edu/dnasp/) (Librado and Rozas, 2009) et la diversité génétique (H) 

déterminée à l’aide du logiciel LIAN 3.5 (http://pubmlst.org/analysis/), calculée selon la 

formule H = [n/(n-1)](1-pi
2
)], où n est le nombre de séquences et donc d’isolats, pi la 

fréquence relative de chaque ième allèle; 

- le nombre de substitutions synonymes (S) et non-synonymes (N) est calculé grâce au 

logiciel MEGA5 (http://www.megasoftware.net/) (Tamura et al., 2011), et le ratio des 

substitutions synonymes/non synonymes (dN/dS) est obtenu à l’aide du logiciel 

START2 (http://pubmlst.org/software/analysis/start2/) (Jolley et al., 2001). Le ratio 

dN/dS permet d’estimer la pression de sélection exercée sur les gènes codants. 

4.2.2. Recombinaison et structure de population 

La recombinaison fait partie des évènements générateurs de variabilité génétique au 

sein des espèces bactériennes. La survenue de recombinaisons dans une population peut être 

statistiquement testée dans un alignement de séquences via l’index de paires d’homéoplasies 

ou « pairwise homoplasy index » (PHI), et l’index d’association standardisé (IA
S
) qui mesure 

le déséquilibre de liaison, c'est-à-dire le réassortiment non aléatoire des allèles des différents 

loci, et apporte une précision sur comment est structurée la population. En absence de 

recombinaison ou lorsqu’elle survient à très faible fréquence, on observe un fort déséquilibre 

de liaison entre les marqueurs avec une valeur de IA
S
 significativement différente de 0 : la 

http://www.ub.edu/dnasp/
http://pubmlst.org/analysis/
http://www.megasoftware.net/
http://pubmlst.org/software/analysis/start2/
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population apparaît clonale. La survenue de recombinaisons dans une population se traduit 

par l’absence de déséquilibre de liaison et une valeur de l’IA
S
 significativement proche de 0 : 

la population est panmictique.  

L’observation d’une structure clonale peut être faussement déduite du calcul de IA
S
 à partir de 

la totalité de l’échantillon (soit les séquences concaténées de tous les isolats), à cause de la 

sous-représentation de certains génotypes. Ce problème peut être évité en ne prenant en 

considération qu’une seule séquence concaténée par ST pour le calcul de l’IA
S
. D’autre part, 

Smith et al. (1993) ont démontré que lorsqu’on procède à la clusterisation de STs proches, et 

que chaque cluster est considéré comme une unité (c'est-à-dire qu’on ne prend en compte 

qu’un unique ST par cluster pour le calcul de IA
S
), une structure de population différente de 

celle déduite des premiers calculs peut apparaître. Le déséquilibre de liaison peut : 

1. être conservé : la population est strictement clonale, ou 

2. disparaître : la population apparaît alors épidémique. 

Le PHI a été calculé à la fois pour chaque locus, et à la fois pour l’ensemble des isolats tels 

que décrit dans le paragraphe 4.2.1 précédent, par le logiciel SplitsTree 4 version 4.12.3 

(http://www.splitstree.org/) (Huson and Bryant, 2006). L’index IA
S
 a été calculé à l’aide du 

logiciel START2 (Jolley et al., 2001) (i) pour tout l’échantillon (soit l’ensemble des 

séquences concaténées), (ii) pour l’ensemble des STs uniques (soit une seule séquence 

concaténée par ST), et (iii) après clusterisation des STs proches, afin de confirmer le type de 

structure de population observé. 

4.2.3. Analyses phylogénétiques 

Les relations phylogénétiques entre les différents génotypes ou STs ont été observées 

grâce à un arbre phylogénétique des séquences concaténées généré par MEGA5 (Tamura et 

al., 2011) et construit par la méthode du voisin le plus proche ou « Neighbor-joining » (NJ) 

(Saitou and Nei, 1987) avec 1000 répétitions ou « bootstrap ». 

Une autre méthode a permis d’observer les filiations entre les STs où ceux-ci sont divisés en 

groupe de STs proches ou complexes clonaux. Cette analyse a été réalisée par le logiciel e-

BURST v3 (http://eburst.mlst.net/v3/enter_data/single/). Les complexes clonaux sont 

http://www.splitstree.org/
http://eburst.mlst.net/v3/enter_data/single/
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statistiquement générés par la méthode bootstrap (n = 1000) et définis selon les paramètres 

par défaut où les STs liés ont au minimum n-1 ATs en communs et/ou selon des paramètres 

moins stringents où les STs liés ont au minimum n-2 ATs en commun. 

Afin de déterminer s’il y avait un lien entre les STs et la distribution géographique des isolats, 

nous avons utilisé un test exact de Fisher. Ce test statistique a été réalisé grâce au logiciel 

SAS statistical software - version 9.2 (http://support.sas.com/software/92/index.html) (SAS 

Institute Inc., Cary, NC, USA). 

5. Analyse PFGE 

L’électrophorèse en champ pulsé ou "Pulsed Field Gel Electrophoresis" (PFGE) est une 

méthode de typage de souches bactériennes qui permet d'associer à chaque souche 

bactérienne, un profil de restriction ou pulsotype, caractéristique d’une enzyme de restriction 

donnée. Les étapes de cette technique sont schématisées sur la figure suivante (Figure 15). 

Cette méthode sera appliquée à l’étude de variabilité génétique de l’échantillon F. 

psychrophilum collecté dans le bassin versant Breton (cf paragraphe 2.4) 

Préparation 

des plugs
Electrophorèse 

en champ pulsé

Analyses et comparaison 

des profils de restriction

• Acquisition d’images de gels  

• Normalisation des images grâce au marqueur 

de poids moléculaire et schématisation in silico

des profils de restriction 

Digestion 

enzymatique

 

Figure 15: Schématisation des étapes de la PFGE 

 

 

http://support.sas.com/software/92/index.html
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5.1. Méthodologie 

Préparation des plugs à partir des cultures bactériennes 

Pour chaque isolat à tester, une colonie est repiquée sur gélose FLP et laissée incuber 

pendant 72 heures à 17°C afin d’en vérifier la pureté. De chaque culture, 3 à 4 colonies sont 

remises en bouillon FLP mis à incuber à 17°C sous agitation pendant 48 heures.  

Ensuite, une solution d’agarose est préparée par mélange de 0,21 g d’agarose (concentration 

finale à 2% ; Pulsed Field Certified agarose, Bio-Rad, France) et 9,4 mL de tampon TE (10 

mM Tris (Eurobio, France), 1 mM EDTA (VWR, France), pH 8,0) porté à 100°C. Après 

dissolution complète de l’agarose, la solution est placée à 55°C pendant 5 minutes. Ce 

mélange est supplémenté en Sodium Dodecyl Sulfate ou SDS (0,5 mL de SDS à 20% ; Bio-

Rad, France) pour une concentration finale à 1% puis, homogénéisé et conservé à 55°C 

jusqu'à utilisation.  

Parallèlement, les bouillons de culture bactérienne sont centrifugés pendant 5 minutes à 5000 

g, et les culots résultants sont repris dans 2 mL de tampon Cell Suspension (100 mM Tris, 100 

mM EDTA, pH 8,0). Après avoir vérifié que la densité optique de cette suspension était 

comprise entre 1,2 et 1,8 à 625 nm au spectrophotomètre (Genesys 20 de Thermo scientific, 

France), 400 µL sont prélevés et mis dans un tube Eppendorf, auxquels sont ajoutés 20 µL de 

protéinase K à 20 mg.mL
-1

. Après homogénéisation, 400 µL de la préparation d’agarose 

conservée à 55°C sont ajoutés et mélangés doucement par aspiration et refoulement avec une 

pipette. Ce mélange est ensuite immédiatement réparti dans les moules à plugs, à raison de 

100 µL par plug. Ceux-ci sont laissés à température ambiante pour se solidifier. 

Lyse des cellules dans les plugs d'agarose 

Les plugs sont immergés dans 5 mL de tampon de lyse (50 mM Tris, 50 mM EDTA, 

pH 8,0, et Sarcosyl (Sigma, France) à 1 %) additionnés de 25 µL de Protéinase K à 20 

mg.mL
-1

 (Promega, France). Les tubes contenant les blocs d'agarose et la solution de lyse sont 

placés à 37°C sous agitation (175-200 rpm) pendant 3 heures. Puis, le tampon de lyse est 

soigneusement éliminé par retournement des tubes sur papier absorbant. Les plugs sont rincés 

une première fois par agitation pendant quelques secondes dans 15 mL d’eau ultrapure stérile 

portée à 50°C, puis incubés pendant 15 minutes dans 15 mL d'eau ultrapure stérile 
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préchauffée à 50 °C. Un dernier rinçage avec 15 mL d’eau ultrapure stérile à 50°C est réalisé. 

L’eau est à nouveau soigneusement éliminée par retournement des tubes sur du papier 

absorbant et 15 mL de tampon TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0) stérile préchauffé 

(50°C) sont rajoutés aux plugs. Les tubes sont incubés à 50°C au bain-marie pendant 15 

minutes. Le tampon TE est ensuite éliminé et les étapes de rinçage avec le tampon TE sont 

répétées trois fois. Les plugs sont ensuite égouttés sur du papier absorbant et conservés en 

tube Eppendorf dans du tampon TE stérile à 4°C au maximum pendant 1 mois.  

Digestion enzymatique 

Les plugs soigneusement épongés sont répartis individuellement dans des tubes 

Eppendorf de 1,5 mL, dans 200 µL d’un mélange enzymatique contenant 20 µL de Tampon 

NeBuffer 3 10X (concentration finale à 1X, Ozyme, New England Biolabs), 2 µL de BSA ou 

« Bovine Serum Albumin » à 10 µg.µL
-1

 (concentration finale à 0,1 mg.mL
-1

, Ozyme, New 

England Biolabs), 3 µL d’enzyme Sal I (Ozyme, New England Biolabs) à 10 U.µL
-1

 soit 40 U 

dans la solution finale et 175 µL d’eau ultrapure stérile. Le plug ainsi immergé dans la 

solution enzymatique est incubé à 37°C pendant toute une nuit. 

Electrophorèse 

Ensuite les plugs, ainsi que 10 µL d’un marqueur de poids moléculaire de 24-300 kb 

(Mid Range II PFGE Marker, New England Biolabs) sont déposés dans les puits du gel 

d’électrophorèse à 1% (Pulsed Field Certified agarose, Bio-Rad, France) préparé à l’avance. 

Après que les puits aient été scellés avec cet agarose conservé à 55°C, la migration est 

réalisée dans une cuve d’électrophorèse en champ pulsé CHEF-DRIII system (Bio-Rad 

Laboratories), remplie de 2 L de tampon TBE 0,5X (Eppendorf). L’électrophorèse est réalisée 

à 14°C avec un voltage à 6 V/cm, pendant 18 heures et 30 minutes avec un temps de pulsation 

de 1-12 sec, et un angle de 120°. 

La migration terminée, le gel est immergé dans une solution de bromure d’éthidium (Eurobio, 

France) à 0,5 mg.mL
-1

 pendant 30 min dans un container fermé. Ensuite le gel est lavé dans 

500 mL d’eau pendant 60 min, puis visualisé sous UV et photographié grâce à une camera 

placée dans la chambre UV (appareillages Chemidoc XRS, Bio-Rad, France), gérée par le 

logiciel Quantity One (Bio-Rad, France).  
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5.2. Analyse des résultats 

Les analyses de profils PFGE ont été réalisées grâce au logiciel BioNumerics (Applied 

Maths). Les images des gels d’électrophorèse ont été normalisées après que les bandes de 

restriction du marqueur de poids moléculaire aient été identifiées.  

5.2.1. Evaluation de la similarité des profils  

La dissemblance entre 2 génotypes est quantifiée par le calcul du coefficient de 

Jaccard. Il permet d’estimer le degré de dissemblance entre deux profils de restriction par le 

calcul du pourcentage de bandes communes sur le nombre total de bandes (Jaccard, 1908). Le 

cofficient de similarité de Jaccard entre deux profils de restriction i et j est calculé comme 

suit : 

Sij = 
nij

nij + ni+ nj  

nij est le nombre de bandes communes entre les deux profils i et j, 

ni est le nombre de bandes du profil i, 

nj est le nombre total de bandes du profil j. 

Le coefficient de Jaccard varie de 0 à 100%, un coefficient égal à 100% signifiant que les 

profils de restriction sont identiques.  

Le coefficient de Jaccard entre 2 profils est ajusté grâce à des paramètres d’optmisation et de 

tolérance. Lorsque les profils i et j sont comparés, deux bandes sont considérées comme 

identiques si la position d’une bande du profil i est comprise dans une fenêtre autours de la 

bande du profil j. La taille de cette fenêtre correspond à la tolérance. Le critère d’optimisation 

correspond ici au même principe en prennant en compte le positionnement des profils entiers 

les uns par rapport aux autres. La tolérance et l’optimisation sont chacun fixées ici à 2%. 

5.2.2. Analyse phylogénétique 

Les liens de parentés entre les isolats sont établis par construction de dendrogrammes. 

Ceux-ci sont construits par classification hiérarchique selon la méthode UPGMA (Unweight 
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Pair Group Method with Arithmetic mean) qui fait l’hypothèse d’une évolution indépendante 

des différentes lignées à une vitesse constante, avec 1000 répétitions. 

5.2.3. Attribution de pulsotype et de cluster 

Il s’agit d’identifier les différents profils de restriction grâce au seuil de tolérance 

défini précédemment. Dans notre étude, deux profils ayant au maximum 2% de différence, 

seront considérés comme identiques et appartenant au même pulsotype.  

Les pulsotypes sont nommés d’après leur degré de similarité, c'est-à-dire que deux 

pulsotypes présentant un degré de similarité supérieur ou égal à 90% auront un même numéro 

d’identifiant suivi de a, b… etc (exemple : P1a, P1b…). L’attribution des pulsotypes sera 

réalisée pour l’analyse des résultats PFGE globale sur l’ensemble des 4 sites de l’étude de 

variabilité génétique dans le bassin versant Breton. Les pulsotypes présentant une similarité 

supérieure ou égale à 80%, sont regroupés dans un même cluster.  

5.2.4. Mesure de la diversité génotypique 

La diversité des pulsotypes sera mesurée grâce à l’indice de Simpson (H) (Magurran, 

2004). Cet indice mesure la probabilité que la méthode attribue 2 types différents à 2 isolats 

indépendants. Il est calculé comme suit : 

H=1-∑ pi
2
, 

pi est la fréquence du variant génétique i. 

Plus cet indice se rapproche de zéro, plus la population étudiée est composée de 

pulsotypes très similaires. 

Cet indice de Simpson sert aussi à estimer le pouvoir discriminant d’une méthode de 

typage. Dans l’étude de diversité génétique d’une même population bactérienne par plusieurs 

méthodes, la méthode présentant la valeur la plus forte de l’indice de Simpson sera considére 

comme la plus discriminante. 
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CHAPITRE III.  

Résultats 
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1.  Mise au point de l’identification moléculaire 

de F. psychrophilum par PCR duplex gyrA/gyrB 

Une méthode d’identification moléculaire de F. psychrophilum par PCR duplex amplifiant 

les gènes gyrA et gyrB a été mise au point selon les modalités décrites au Chapitre II, 

paragraphe 3. L’amplification de ces gènes n’a été obtenue que pour cette espèce, comme le 

montre la Figure 16. La PCR duplex gyrA/gyrB a donc été appliquée pour tous les isolats 

utilisés dans cette thèse comme un outil d’identification rapide et spécifique de l’agent 

pathogène F. psychrophilum. 

MT

gyrB

gyrA400 pb

1000 pb

 

Figure 16: Amplification par PCR des gènes gyrA et gyrB pour l’identification spécifique de 

F. psychrophilum. (1) Souche de référence LNPAA PO1/88, (2) NCIMB 1947
T
 et (3) JIP 

02/86 ; MT : Marqueur de poids moléculaire Euroladder L (Eurobio). 
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2. Etude de la variabilité génétique de F. 

psychrophilum dans l’arc Atlantique français 

par la méthode MLST 

2.1. Identification moléculaire des isolats 

La PCR duplex décrite ci-dessus a permis de confirmer l’identité F. psychrophilum des 66 

isolats collectés sur Truite arc-en-ciel dans l’arc Atlantique français, présélectionnés sur la 

base des  critères phénotypiques suivants : couleur, allure de la colonie, Gram négatif, catalase 

négative et peroxydase positive (paragraphe 1 de ce chapitre).  

2.2. Analyse des séquences des gènes de ménage 

Après l’amplification des 7 gènes de ménage (trpB, gyrB, dnaK, fumC, murG, tuf, et atpA) 

choisis selon le schéma MLST décrit par Nicolas et al., (2008) des 66 isolats sélectionnés 

pour cette étude, le séquençage a montré aucune insertion ni délétion dans les loci analysés. 

Pour chaque isolat, la concaténation des 7 séquences MLST permet l’obtention d’une 

séquence d’une longueur totale de 5808 bp.   

Les séquences ont été caractérisées par les indices de diversité π et H. Les résultats sont 

présentés dans le Tableau 12. L’ensemble des séquences des 66 isolats de F. psychrophilum 

présente une diversité génétique moyenne (H) de 0,4313, avec des valeurs individuelles de H 

par locus comprises entre 0,3795 (atpA et fumC) et 0,5408 (trpB). La diversité nucléotidique 

par site () varie elle, de 0,00066 à 0,00633 pour fumC et atpA respectivement, avec une 

valeur moyenne pour tous les loci de 0,00317. 

Nous avons également estimé la pression de sélection sur ces gènes en calculant le rapport 

dN/dS. Celui-ci permet de comparer le taux de substitutions qui changent l’acide aminé codé 

(dN, le taux de mutations non-synonymes) et le taux des substitutions qui ne changent par la 

séquence protéique (dS, le taux de mutations synonymes). Les substitutions synonymes sont 

apparues plus fréquentes que les substitutions non-synonymes, avec un rapport substitutions 
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non-synonyme/synonymes (dN/dS) égal à 0 pour trpB, gyrB, tuf et murG, et compris entre 

0,00205 à 0,2738 pour les trois autres gènes. Le rapport moyen dN/dS pour l’ensemble de 

l’échantillon est égal à 0,02.  

Tableau 12: Caractéristiques des séquences des 7 loci MLST 

Locus Taille (bp) H 
[1]

 π (bp
-1

) 
[2]

 S 
[3]

 N 
[4]

 dN/dS 
[5]

 

trpB 789 0,5408 0,00184 7 0 0,0000 

gyrB 1077 0,4033 0,00332 23 0 0,0000 

dnaK 882 0,4033 0,00176 10 1 0,0020 

tuf 795 0,3837 0,00512 18 0 0,0000 

fumC 750 0,3795 0,00066 5 0 0,2738 

murG 681 0,5291 0,00343 7 5 0,0000 

atpA 834 0,3795 0,00633 28 1 0,0171 

Séquence 
concaténée 

5808 0,4313 0,00317 135 9 0,0200 

1
 H : diversité génétique

 

2
 π : diversité nucléotidique par site

 

3
 S : nombre de substitutions synonymes

 

4 N : nombre de substitutions non-synonymes
 

5
 dN/dS : rapport substitutions non-synonymes/substitutions synonymes  

 

2.3. Assignation des allèles types (ATs) et profils 

alléliques (STs) 

2.3.1. Identification et localisation des SNPs 

L’alignement des séquences concaténées des 66 isolats de F. psychrophilum a permis 

d’observer 81 sites polymorphes, représentant près de 1,4% de la séquence concaténée totale. 

Chaque locus étudié est caractérisé par un nombre de SNPs qui varie de 4 pour fumC à 23 

pour atpA (Tableau 13). 
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Tableau 13: Nombre de SNPs obsevés selon le gène de ménage amplifié  

 Nombre de sites variables(%) 

Locus total Nouveau 

trpB 5 (0,63%) 0 

gyrB 16 (1,48%) 0 

dnaK 9 (1%) 1 

tuf 15 (1,9%) 0 

fumC 4 (0,53%) 0 

murG 9 (1,32%) 0 

atpA 23 (2,7%) 1 

 

 

Pour chaque gène étudié, la position et la nature du polymorphisme sont indiquées sur 

la Figure 17. Les sites polymorphes sont majoritairement bialléliques, exceptés pour tuf et 

gyrB qui ont montré chacun un site triallélique. Seuls deux nouveaux SNPs (1 pour atpA et 1 

pour dnaK) ont été identifiés par rapport à ceux décrits dans l’analyse MLST précédente de F. 

psychrophilum sur truite arc-en-ciel (Nicolas et al., 2008). 
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Figure 17: Positionnement des SNPs sur les variants alléliques des gènes de ménage. Les 

bases A sont indiquées en bleu, T en rouge, G en vert et C en jaune. Les nouveaux SNPs 

obtenus dans cette étude (par rapport aux données MLST précédentes sur truite arc-en-ciel), 

sont indiqués en grisé. 
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2.3.2. Identification des ATs 

Pour chaque locus, les séquences des 66 isolats ont permis d’identifier entre 5 (pour 

murG, fumC et atpA) et 8 (pour tuf) ATs (allèle type). Parmi ces ATs, des nouveaux ont été 

mis en évidence (de 0 pour fumC à 4 pour tuf), par comparaison avec les données MLST 

obtenues en 2008 pour F. psychrophilum isolé de truite arc-en-ciel (Nicolas et al., 2008) (cf 

Figure 17 et Tableau 14). Sur les 43 ATs mis en évidence dans cette population de 66 isolats, 

19 n'ont encore jamais été identifiés, ce qui représente 44,18% de nouveaux ATs, pour 

seulement deux nouveaux SNPs mis en évidence (soit 2,47% des SNPs de l'échantillon). 

Tableau 14: Nombre de variants alléliques pour chaque locus (les nouveaux variants sont 

soulignés). 

Locus 
Nombre d’ATs 

Identification des ATs 
total nouveau 

trpB 6 2 1, 2, 3, 4, 21, 29 

gyrB 7 4 1, 2, 3, 29, 42, 44, 49 

dnaK 7 4 1, 2, 10, 16, 21, 22, 24 

tuf 8 6 2, 3, 25, 39, 41, 47, 48, 49 

fumC 5 0 1, 2, 3, 5, 7 

murG 5 1 1, 2, 3, 6, 20 

atpA 5 2 1, 2, 3, 25, 40 

 

2.3.3. Identification des profils alléliques 

La combinaison des ATs des 7 loci a permis de définir 15 profils alléliques ou ST 

(Sequence Type) dans la population analysée. L’ensemble des résultats d’ATs et STs est 

présenté dans le Tableau 14. Dans ce tableau est aussi indiquée leur appartenance au 

complexe clonal mis en évidence grâce à l’analyse e-BURST explicitée dans le paragraphe 

2.4 suivant. 
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Tableau 15: Variants (AT) et profils alléliques (ST) des isolats de l’arc atlantique. Les 

nouveaux ATs et STs sont soulignés. in : ST compris dans le complexe clonal CC. out : ST 

hors du CC. Sont indiqués en rouge les isolats d’Aquitaine, en bleu ceux de Bretagne, en vert 

ceux des Pays de la Loire, et en violet ceux de Poitou charente. 

Identifiant 
CAE 

Variants alléliques 
ST CC 

trpB gyrB dnak fumC murG tuf atpA 

438 2 2 2 2 2 2 2 2 in 

439 2 2 2 2 2 2 2 2 in 

440 2 2 2 2 2 2 2 2 in 

441 2 2 2 2 2 47 2 89 in 

442 1 1 1 1 1 2 1 90 out 

444 2 2 2 2 2 2 2 2 in 

445 2 2 2 2 2 2 2 2 in 

446 2 2 2 2 2 41 2 91 in 

448 2 2 2 2 2 47 2 89 in 

449 2 2 2 2 2 47 2 89 in 

737 2 2 2 2 2 2 2 2 in 

738 1 1 1 1 1 2 1 90 out 

739 2 2 2 2 2 47 2 89 in 

740 2 2 2 2 2 2 2 2 in 

742 2 2 2 2 2 2 2 2 in 

743 2 2 2 2 2 2 2 2 in 

744 2 2 2 2 2 2 2 2 in 

746 2 2 2 2 2 2 2 2 in 

747 2 2 2 2 2 2 2 2 in 

749 1 1 1 1 1 2 1 90 out 

755 2 2 2 2 2 2 2 2 in 

756 2 44 16 3 3 3 3 102 out 

759 2 2 2 2 2 2 2 2 in 

760 1 49 10 7 20 25 25 104 out 

802 2 2 2 2 2 47 2 89 in 

05 1 1 1 1 1 2 1 90 out 

806 1 1 1 1 1 2 1 90 out 

807 2 2 2 2 2 2 2 2 in 

808 2 2 2 2 2 2 2 2 in 

810 2 2 2 2 2 2 2 2 in 

811 2 2 2 2 2 2 2 2 in 

812 2 2 2 2 2 2 2 2 in 

814 2 2 2 2 2 2 2 2 in 

816 2 2 2 2 2 47 2 89 in 

817 1 1 1 2 1 41 1 108 out 

818 2 2 2 2 2 2 2 2 in 

820 2 2 2 2 2 2 2 2 in 

822 3 2 2 2 2 41 2 92 in 

823 1 1 1 1 1 2 1 90 out 

824 2 2 2 2 2 47 2 89 in 

825 2 2 2 2 2 47 2 89 in 

829 4 29 24 5 6 49 40 113 out 
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Tableau 15 (suite) 

Identifiant 
CAE 

Variants alléliques 
  

trpB gyrB dnak fumC murG tuf atpA 

539 3 2 2 2 2 41 2 92 in 

540 4 2 2 2 2 2 2 93 in 

591 4 2 2 2 2 41 2 95 in 

607 29 2 2 2 2 2 2 97 in 

626 2 2 2 2 2 2 2 2 in 

635 2 2 2 2 2 48 2 98 in 

636 2 2 2 2 2 47 2 89 in 

637 2 2 2 2 2 2 2 2 in 

687 2 2 2 2 2 2 2 2 in 

697 2 2 2 2 2 2 2 2 in 

721 2 2 2 2 2 2 2 2 in 

724 2 2 2 2 2 2 2 2 in 

729 1 1 1 1 1 2 1 90 out 

730 1 1 1 1 1 2 1 90 out 

733 3 2 2 2 2 41 2 92 in 

763 3 2 2 2 2 41 2 92 in 

771 2 2 2 2 2 2 2 2 in 

780 2 2 2 2 2 2 2 2 in 

787 1 1 1 1 1 2 1 90 out 

796 21 3 22 3 3 2 2 105 out 

690 4 42 21 5 2 39 40 99 out 

718 2 2 2 2 2 2 2 2 in 

741 1 1 1 1 1 2 1 90 out 

745 3 2 2 2 2 41 2 92 in 

 

Sur les 15 STs mis en évidence, 14 sont nouvellement décrits, et représentent 53% des 

isolats de cet échantillon. Tous les autres isolats appartiennent au ST2 déjà décrit pour F. 

psychrophilum isolé de Truite arc-en-ciel. Les fréquences des 15 STs identifiés varient de 

1,51% (11 STs représentés par un unique isolat) à 46,9% pour le ST2 représentant le génotype 

majoritaire dans l’échantillon de 66 isolats de F. psychrophilum. Parmi les autres profils 

alléliques les plus fréquents, on retrouve ST90, ST89 et ST92, représentant de 7,5 à 15,5% de 

l’échantillon total. Les fréquences de chaque profil allélique sont représentées sur la Figure 

18. 
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Figure 18: Fréquences des profils alléliques dans l’échantillon des isolats de F. 

psychrophilum de l’arc atlantique. 

 

2.4. Liens évolutifs entre profils alléliques et analyse 

phylogénétique 

La prédiction des liens évolutifs entre ces 15 STs a été étudiée grâce à la méthode de 

clustering e-BURST selon 2 critères de définition des génotypes liés ou proches (Feil et al, 

2004). Nous avons considéré d’une part, le critère par défaut du logiciel où les génotypes liés 

ont en commun 6 ATs au minimum (on parle alors de Single Locus Variant ou SLV), et 

d’autre part, une configuration moins stricte où les profils alléliques liés partagent au 

minimum 5 ATs (paramètre « Double Locus Variant » ou DLV). Dans l’un ou l’autre des cas, 

les génotypes proches sont regroupés dans un même complexe clonal au centre duquel, se 

trouve le génotype ancestral supposé. 

Lorsque le paramètre par défaut (SLV) a été appliqué à l’échantillon « arc Atlantique», les 

génotypes se répartissent en un complexe clonal CC unique composé de 8 STs (ST2, ST89, 

ST91, ST92, ST93, ST95, ST97 et ST98) représentant 75,7% de l’échantillon, et 7 singletons 

(ST90, ST99, ST102, ST104, ST105, ST108 et ST113). Cette analyse e-BURST montre que 

le génotype ST2 serait le potentiel ancêtre commun direct de ST89, ST93, ST97 ST98 et 

ST91, et indirect de ST92 et ST95 qui eux dérivent directement du génotype ST91 (Figure 
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19). Le paramètre DLV a permis d’observer un lien entre les génotypes ST90 et ST108 qui 

sont hors du complexe clonal (Figure 19).  

 

 

Figure 19 : Liens évolutifs entre STs représentés sous la forme d'un diagramme e-BURST. 

Les STs  avec 6 ATs en commun (SLV) sont reliés par un trait gris et forment un complexe 

clonal (CC) représenté par un cercle. Les ATs ayant 5 ATs en commun (DLV) sont reliés par 

un trait vert. L’importance des STs, en termes de fréquence, dans l’échantillon est représentée 

par la grosseur des points, et le potentiel ancêtre commun (ST2) du complexe clonal est 

identifié en rouge. 

Les liens phylogénétiques entre les génotypes ont été observés sur un arbre 

phylogénétique non enraciné, construit sur la méthode du Neighbor Joining. Cet arbre a été 

construit à partir des séquences concaténées des 66 isolats de F. psychrophilum (voir Figure 

20). Cet arbre présente des branches internes avec des valeurs de bootstrap relativement fortes 

(de 50 à 100 %), indiquant la valeur de cet arbre en termes de généalogie des séquences.  

Cet arbre permet d’observer la proximité des isolats de F. psychrophilum dont les STs ont 

été regroupés au sein du complexe clonal défini par l’analyse e-BURST et du lien ST90 et 

ST108. 
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Figure 20 : Arbre phylogénétique circulaire des 66 isolats de F. psychrophilum collectés dans 

l’arc Atlantique français et des souches de référence JIP 02/86 et NCIMB 1947
T
 (méthode 

Neighbor Joining, 1000 bootstrap). Pour chaque isolat, le ST est indiqué, un code couleur par 

région d’origine est appliqué (Aquitaine, Bretagne, Poitou Charente et Pays de la Loire), et la 

localisation des organes de provenance est indiquée par O (organe interne), ▄ (organe 

externe) ou ▲ (provenance inconnue). Les isolats dont les STs appartiennent au même 

complexe clonal CC sont indiqués. Les distances évolutives ont été calculées en utilisant la 

méthode du nombre de différences et sont dans les unités du nombre de substitutions de base 

par site. 
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2.5. Analyse des évènements de recombinaison et 

structure de population 

2.5.1. Test PHI 

Ce test est conduit sur l’alignement des séquences par locus et pour l’ensemble des 

séquences concaténées. La valeur de la p-value du test inférieure à 0,05 (p = 5,35x10
-9

) pour 

l’ensemble des séquences concaténées de l’échantillon « arc Atlantique» a permis de 

démontrer que pour cet échantillon, des évènements de recombinaison ont bien eu lieu. 

D’après ce test, les évènements de recombinaisons ont concerné les loci trpB, gyrB, dnaK et 

atpA (p < 0,05) (voir Tableau 16). 

Tableau 16: Résultats du test PHI obtenus pour chaque locus et pour la séquence concaténée. 

Locus PHI test p-value 

trpB 0,022* 

gyrB 0,008* 

dnaK 0,041* 

tuf 0,806 

fumC 1 

murG 0,102 

atpA 0,001* 

Séquences concaténées 5.35x10
-9 

* Traces de recombinaison statistiquement significatives (p < 0,05). 

2.5.2. Analyse « Split Decomposition » 

L’analyse des séquences concaténées des 15 STs par « split decomposition » a permis 

d’observer une structure phylogénétique réticulée (Figure 21). Cette structure composée de 

parallélogrammes représentant les relations entre ces STs, indique la survenue d’évènements 

de recombinaison. Les STs regroupés au sein du même complexe clonal par l’analyse e-

BURST sont retrouvés également groupés dans l’analyse « split decomposition ». 
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Figure 21: Analyse de « split decomposition » des STs retrouvés dans l’arc Atlantique 

français. Les STs appartenant au complexe clonal CC sont encerclés. 

 

2.5.3. Indice d’association standardisé et structure 

de population 

La valeur IA
S
 pour les 66 isolats de F. psychrophilum significativement différente de 0  

(IA
S
 = 0,6088, p < 0,05) indique que les allèles sont en fort déséquilibre de liaison. La valeur 

IA
S
 pour les 15 STs (IA

S
 = 0,4567, p < 0,05) est plus faible que pour l'ensemble des données 

des 66 isolats, ce qui semble démontrer que les événements de recombinaison n'ont pas une 

forte incidence sur le lien entre les allèles et attester une possible structure clonale de la 

population de F. psychrophilum. Toutefois, lorsqu’on procède à la clusterisation de STs 
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proches selon une distance génétique maximum de 5 (pour faire apparaître les clusters de STs 

proches tels que décrits selon le critère DLV dans l’analyse e-BURST, cf. paragraphe 2.1) sur 

un arbre phylogénétique, tel qu’indiquée sur la Figure 22, la valeur de IA
S 

devient 

significativement proche de 0 (IA
S
 = 0,084, p > 0.05). La clusterisation a fait disparaître le 

déséquilibre de liaison, indiquant ainsi que des évènements de recombinaison se produisent, et 

que la population de F. psychrophilum analysée ici s’avère être de type épidémique. Ce même 

résultat est reproduit lorsqu’on considère une distance génétique maximum de 10 (IA
S
= 

0,0088, p > 0.05) (Figure 22).  

 

Figure 22: Clusterisation des 15 STs selon leur distance génétique. Ici sont représentées les 

relations phylogénétiques entre les STs d’après la méthode du Neighbor Joining. Les 

différents clusters, choisis d’après une distance génétique maximum de 5 entre les séquences 

concaténées représentatives de chaque ST, sont indiqués par des lettres (A à G). Les 

séquences concaténées choisies pour le calcul de l’IA
S
 dans les clusters A et G sont 

soulignées.  
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2.6. Répartition géographique des isolats 

De l’arbre phylogénétique des 66 isolats de F. psychrophilum (Figure 20) on n’observe 

aucune organisation en cluster selon la région de collecte. Des profils alléliques très divers 

peuvent coexister dans une même région et des profils alléliques identiques exister dans 

plusieurs régions. En effet, les 4 génotypes identifiés chez plus d'un isolat sont présents dans 

au moins deux des régions de collecte (ST2, ST89, ST90 et ST92). 

La Figure 23 fournit une représentation plus détaillée des régions de collecte et des génotypes 

identifiés. 

2x ST90

ST2 ST2

ST105

ST92

ST2

2x ST2

ST92 

ST97

ST2

ST90

ST2

ST95

ST89

ST98

ST93

ST92
ST2

F

CA

Mo

IV
ST2

ST99

Ma

S

LA

ML

Ve

ST90

ST90

DS
V

CM
C

2x ST2 – 3x ST90

ST102
2x ST2

ST2 – ST89

ST2

ST2 – ST90

2x ST2

ST2

ST104

ST2

2x ST2 ST108
ST2

ST2

2x ST2

2x ST89 - ST90 – ST91 

ST89

3x ST2

2x ST89 

ST2 – ST90 

ST2 – ST89

ST92

ST113

ST89

G

D

LG

L

PA

(a) Bretagne

(c) Poitou Charente

(b) Pays de la Loire

(d) Aquitaine

 

Figure 23: Répartition géographique des profils alléliques (STs) selon les régions. Dans 

chaque région, les STs sont indiqués selon les départements. Bretagne : Côte d'Armor (CA), 

Ile et Vilaine (IV), Morbihan (Mo) et le Finistère (F). Pays de la Loire : Loire Atlantique 

(LA), Mayenne (Ma), Sarthe (S), Maine et Loire (ML) et Vendée (Ve). Poitou Charente : 

Deux Sèvres (DS), Vienne (V), Charente (C) et Charente-Maritime (CM). Aquitaine : 

Dordogne (D), lot et Garonne (LG), Landes (L), Gironde (G) et des Pyrénées-Atlantiques 

(PA). 
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Sur cette figure, on peut voir que plusieurs prélèvements ont été réalisés sur un même site et 

ce pour un total de 17 sites. Pour 9 de ces sites, des STs différents ont été identifiés aux 

différentes époques de collecte. Pour les 8 autres sites, le ST2 est retrouvé plusieurs fois (7 

sites). Pour deux sites, les STs 89 et 90 sont retrouvés aux deux périodes de collecte. Dans 

94% de ces sites (soit 16/17), au moins un ST compris dans le complexe clonal a été retrouvé, 

majoritairement ST2 (retrouvé dans 82% des sites, soit 14/17).  

L’absence de répartition géographique des STs a été confirmée par un test exact de Fisher où 

en raison de son abondance, seule la structure géographique du profil allélique ST2 dans les 4 

régions analysées a été testée. Le test exact de Fisher a permis de démontrer de manière 

statistiquement significative (P>0,05) que cette structure géographique était inexistante. 

2.7. Répartition par organe interne/externe 

La répartition des profils alléliques par organe interne et externe a été recherchée afin 

d’observer si certains profils alléliques étaient préférentiellement associés à une localisation 

particulière au niveau du poisson. Cette recherche pourrait être utile dans la mise au point de 

méthodes de lutte (vaccin par exemple), dans l’hypothèse que les profils retrouvés en majorité 

en interne seraient potentiellement virulents.  

La diversité et la répartition des profils alléliques par organes interne et externe, ainsi que 

leur nombre et appartenance au complexe clonal sont représentés dans le Tableau 17. Celui-ci 

permet d’observer la présence de profils alléliques divers à la fois en interne et en externe 

(résultat visible aussi sur la Figure 20), même si la diversité génétique des isolats semble plus 

grande pour les isolats prélevés sur organes externes (branchies principalement). En effet, 6 

STs sont identifiés pour 11 isolats prélevés sur organes externes, contre 10 STs pour 52 isolats 

prélevés sur les organes internes (Tableau 17).  

Les fréquences en interne et en externe du ST2 qui est le profil majoritaire dans cette étude, 

sont comparables : on retrouve 54,5% des isolats « externes » contre 48% des isolats 

« internes ». On peut aussi remarquer que les profils alléliques ST89 et ST92 n’ont été 

retrouvés que dans les organes internes (respectivement 8 et 4 isolats). Le profil allélique 

ST90 est retrouvé très majoritairement en interne (9 isolats / 10). 
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Tableau 17: Répartition des STs par organe. 

 
ST CC Nombre 

Organe externe 

ST2 in 6 

ST90 out 1 

ST97 out 1 

ST99 out 1 

ST104 out 1 

ST113 out 1 

Organe interne 

ST2 in 25 

ST89 in 8 

ST90 out 9 

ST91 in 1 

ST92 in 4 

ST93 in 1 

ST98 in 1 

ST102 out 1 

ST105 out 1 

ST108 out 1 

 

Un test exact de Fisher a été réalisé pour observer la répartition des profils alléliques, 

en fonction de leur appartenance au complexe clonal, dans les organes interne et externe. Pour 

la réalisation de ce test un seul représentant de chaque profil allélique a été pris en compte. Ce 

test montre qu’il n’y a pas de répartition interne/externe significative en fonction de 

l’appartenance au complexe clonal (P>0.05).  

 

Résumé 

L’analyse de la variabilité génétique d’isolats de F. psychrophilum collectés sur l’arc 

Atlantique à partir de poissons présentant des signes cliniques de la maladie met en avant la 

présence d’un complexe clonal dominant dans la représentation des échantillons et la 

présence d’un ST ancestral (ST2). Cette analyse ne permet pas de mettre en avant une 

structure géographique des variants génétiques ni une structure basée sur l’organe de 

prélèvement. 
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Les résultats présentés dans cette partie font l’objet d’une publication parue dans la 

revue Veterinary Microbiology en 2012 : 

C. Siekoula-Nguedia, G. Blanc, E. Duchaud, S. Calvez, Genetic diversity of 

Flavobacterium psychrophilum isolated from rainbow trout in France: Predominance of a 

clonal complex, Veterinary Microbiology, Available online 20 July 2012, ISSN 0378-1135, 

10.1016/j.vetmic.2012.07.022.  

 

Après avoir obtenu une image de la variabilité génétique de F. psychrophilum en 

France, par MLST et représenté par un échantillonnage réalisé dans les régions 

majoritairement productrices situées sur l’arc Atlantique, nous avons souhaité travailler sur 

la variabilité de cette même bactérie mais à une échelle plus réduite, un bassin versant. Nous 

avons voulu également comparer deux techniques d’étude de la variabilité, la MLST et la 

PFGE, afin de savoir laquelle était la plus résolutive sur l’analyse d’isolats proches 

géographiquement et temporellement.  
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3. Etude de la variabilité génétique de F. 

psychrophilum dans un bassin versant français 

par la méthode PFGE 

3.1. Description du site d’étude, suivi des lots de 

poissons et isolement de F. psychrophilum 

Les isolats de cette étude ont été collectés mensuellement sur 4 sites piscicoles situés dans 

un même bassin versant de Bretagne, pendant un an (voir paragraphe 2.4 du Chapitre II, et 

rappel de la Figure 13 ci-dessous). 

 

Figure 13 : Positionnement des piscicultures et liens commerciaux. Les sites sont indexés par 

une lettre (A à D) et ne sont séparés entre eux par aucune pisciculture. Les sites C et D sont 

situés en début de rivière, sans aucune autre pisciculture en amont. 

 

Pour chaque pisciculture, plusieurs lots de poissons ont été suivis (Tableau 18) : 10 sur le site 

A (lots a, b, c, d, e, l, m, n, o et p), 4 sur le site B (f, g, m et a), 2 sur le site C (h et i) et 2 sur le 

site D (j et k). Un lot a été retrouvé simultanément sur le site A où il est noté lot c, et sur le 
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site B où il est noté lot f. Deux autres lots ont été transférés du site A vers le site B : lot a 

transféré en septembre et le lot m transféré au mois de décembre 2011. Ces transferts 

interviennent en fonction de l’avancée du développement des poissons, A étant un site 

d’alevinage - pré-grossissement et B un site de grossissement. Sur le site C, des 

échantillonnages à la fois sur les œufs et sur les fluides sexuels (liquide cœlomique et laitance 

mâle) de quelques géniteurs ont été réalisés.  

Seuls trois lots de poissons ont pu être suivi sur les douze mois de l’étude, les lots a (réparti 

sur 2 sites : A et B), h et i (sur le site C) (cf Tableau 18). Les autres lots ont été suivis selon 

leur durée de présence sur site (avant transfert, vente… etc).  

Le suivi de lot a permis d’observer les différents stades de développement du poisson classés 

comme suit: alevin (de 0 à 50g), truitelle (50 à 200g), portion (200 à 300g) et adulte (> 300g). 

Tous ces stades ont pu être observés pour les lots h et i du site C. Sur les sites A et B n’étaient 

présents que les stades alevins à portion, et sur le site D seuls les poissons adultes étaient 

présents. La représentation des différents stades d’élevage sur les sites est dépendante des 

débouchés commerciaux de chaque site.  
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Tableau 18: Lots de poissons par site, suivis pour l’étude de variabilité génétique de F. psychrophilum dans un bassin versant. Pour chaque lot, 

le poids moyen (en g) des poissons prélevés par mois est donné, ainsi que les stades de développement alevin (en jaune), truitelle (orangé clair), 

portion (orangé foncé) et adulte (en rouge). 

Sites Lots 
Dates de prélèvement 

 mars 
2011 

 avril 
2011 

 mai 
2011 

 juin 
2011 

 juil 
2011 

 août 
2011 

 sept 
2011 

 oct 
2011 

 nov 
2011 

 dec 
2011 

 janv 
2012 

 fev 
2012 

 mars 
2012 

Site A  

a 0,3 2,7 6,4 13,9 23,9                 

b 4,8 9,4 17,4 30,9 67,2   189,38 168,7 275         

c=f 139,8 140,9 286,5 220,7 249,6                 

d 251,4                         

e   0,4 2 6,9 12,7   61,2 87,9 126,1 146,6 218,4 202,4 242,8 

l              1 2,9 16,6         

m             3,2 12,2 20,9         

n                     93,5 169,3 193,7 

o                     32,3 52,9 76,2 

p                     4,2 7,2 9,9 

Site B 

f=c 67,7 152,9 168,3 182,8 121,8   119,2 195,9           

g 256,2 264,1                       

a             62,7 83,3 131,7 156,8 201,3 381,3 467,8 

m                 
 

31,8 62,5 63,4 101 

Site C 
h 4,9 8,9 16,5 38,9 78,7   214,4 260 363 464,2 469,4 871 1034 

i 4,93 13 24,6 38,6 70,33   173,8 198,3 334,2 515,7 610,8 854,1 1095,9 

Site D 
k 678,6 754,9 NR* 830,9 1164,2   1085,8 NR 1135,6 967,5 1229,5 1044,8 1581,7 

j 698,7 758,1 NR 1025,2 1162,6                 

* NR : non réalisé 
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3.2. Prévalence d’infection des poissons et résultats des 

dénombrements au cours de l’année 

Chaque mois et pour chaque lot suivi, 15 poissons ont été analysés. Pour chaque poisson 

analysé, les colonies résultant de cultures à parir de rate (10 au maximum / poisson) et de 

branchies (10 au maximum / poisson) ont été selectionnées sur critères phénotypiques (allure 

des colonies, Gram -, catalase + et flexirubine +), et l’identité des isolats a été confirmée par 

PCR duplex des gènes gyrA et gyrB. 

Le nombre de poissons infectés par F. psychrophilum enregistrés chaque mois sur 

chaque site est présenté dans le Tableau 18. Dans l’ensemble de l’étude, le nombre de 

poissons infectés (104) ne représente que 6,73% des poissons analysés (1545 au total).  

La prévalence de truites infectées est plus importante dans le site B où elle s’élève à 14% (42 / 

poissons infectés / 300 analysés). Les prévalences de poissons infectés sont comparables pour 

les sites A et D, avec respectivement une prévalence de 6,96% (47 poissons infectés / 675 

analysé) et 4,7% (10 poissons infectés / 210 analysés). Le site C se démarque par sa 

prévalence très faible (1,4% soit 10 poissons infectés / 360 analysés). 
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Tableau 19: Nombre de poissons infectés par F. psychrophilum analysés par site et par mois. 

Le nombre total de poissons analysés par mois étant variable selon le site, celui-ci est indiqué 

selon un code couleur : rouge bordeaux pour 60 poissons analysés, rouge pour 30 et orangé 

pour 15.  

Dates de 
prélèvement 

Sites piscicoles 
Prévalence par 
mois sur les 4 

sites 

Temp. moyenne 
de l'eau (°C) 

 A B C D  

mars 2011 9 11 0 2 14,7% (22/150) 9,25 

avr 2011 12 10 3 2 18% (27/150) 11 

mai 2011 2 0 2 NR 3,8% (4/105) 12,75 

juin 2011 1 0 0 0 0,7% (1/135) 12,56 

juil 2011 0 6 0 0 4,4% (6/135) 14,18 

sept 2011 0 0 0 0 0 (0/135) 15,87 

oct 2011 0 1 0 NR 0,8% (1/120) 13,91 

nov 2011 5 3 0 1 7,5% (9/120) 10,12 

déc 2011 0 9 0 2 12,2% (11/90) 9,25 

janv 2012 2 0 0 1 2,2% (3/135) 9,56 

févr 2012 9 1 0 1 7,4% (10/135) 6 

mars 2012 7 0 0 1 5,2% (7/135) 8,23 

Total 47 42 5 10   

Prévalence par site 6,9% 
(47/675) 

14% 
(42/300) 

1,4% 
(5/360) 

4,7% 
(10/210) 

 
 

 

L’évolution du pourcentage de poissons infectés au cours du temps est représentée sur 

la Figure 24. Bien que l’allure générale des courbes ne montre pas une évolution uniforme du 

nombre de poissons infectés sur les différents sites, on peut observer une tendance globale à la 

diminution de ce pourcentage entre mars et juillet 2011, puis une augmentation dès le mois de 

novembre 2011. Cette tendance concerne plus précisément les sites A, C et D. L’évolution de 

la prévalence des poissons infectés sur l’ensemble du bassin versant est aussi indiquée sur la 

Figure 24. 

Sur la période de l’étude, la température moyenne de l’eau sur l’ensemble des sites a varié 

entre 4 et 16,5°C le matin, et entre 6 et 17°C en soirée. L’évolution de la température 

moyenne de l’eau par mois de l’ensemble des sites, est représentée sur la Figure 24. 

Après les mois de mars 2011 et avril 2011 où le pourcentage de poissons infectés augmente 

en même temps que la température (de 15 à 20%), pour tout le reste de la période d’étude, ce 

pourcentage diminue lorsque la température augmente, et augmente lorsque la température 
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diminue. La prévalence de poissons infectés semble donc liée à l’évolution de la tempéature 

de l’eau, les prévalences les plus élevées étant souvent observées quand la température de 

l’eau est basse. Un pic est cependant observé pour le site B durant la période estivale où la 

température de l’eau est proche du maximum mesuré dans notre étude (Figure 24). Ceci peut 

être lié à d’autres phénomènes météorologiques, comme les variations brutales de pression 

atmosphèrique lors d’orage ou d’un fort charriage de la rivière lors de fortes précipitations.  

 

Figure 24 : Evolution du pourcentage de poissons infectés par site piscicole dans un bassin 

versant breton, et évolution des températures moyennes.  

 

Les prévalences des poissons infectés par stade de développement du poisson sont 

détaillées dans le Tableau 19. Le stade le plus porteur de la bactérie est le stade truitelle avec 

12,70% d’infectés, suivi du stade alevin (5,40%), puis du stade adulte (2,77%), et enfin du 

stade portion (2,05%).  

Tableau 20: Prévalence de poissons infectés en fonction du stade de développement. 

Stade Pourcentage de poissons infectés  
(Nb infectés / Nb analysé) 

Alevin 
5,40% 

(26 / 480) 

Truitelle 
12,70% 

(61 / 480) 

Portion 
2,05% 

(4 / 195) 

Adulte 
2,77% 

(10 / 360) 
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A partir de ces poissons infectés, un certain nombre d'isolats ont été collectés. Les 

résultats des dénombrements totaux des isolats de F. psychrophilum par site et par mois sont 

présentés dans le Tableau 21. Le nombre d’isolats est fortement variable entre site, en effet 

160 isolats sur la durée de l’étude ont été collectés sur le site A contre 10 pour le site C (cf 

Tableau 21). La période de prélèvement semble également avoir une incidence sur le nombre 

d’isolats obtenus, avec un nombre d’isolats de 72 collectés sur la période printemps 2011 

(avril-mai-juin), de 12 pour la période été (juillet-septembre), de 37 pour la période automne 

(octobre-novembre-décembre) et de 102 pour la période hiver 2012 (janvier-février-mars). Il 

faut rappeler qu’il n’y a pas eu de collecte pour le mois d’août, ce qui influence également le 

faible nombre d’isolats colléctés en été. 

Tableau 21: Nombre d’isolats de F. psychrophilum isolés par mois sur chaque site piscicole. 

(isolats PCR gyrA/gyrB +). 

 Sites piscicoles  

Dates de 
prélèvement 

A B C D Total 

mars 2011 35 25 0 2 62 

avr 2011 34 13 6 2 55 

mai 2011 3 0 4 0 7 

juin 2011 10 0 0 0 10 

juil 2011 0 12 0 0 12 

sept 2011 0 0 0 0 0 

oct 2011 0 1 0 0 1 

nov 2011 6 3 0 1 10 

déc 2011 0 24 0 2 26 

janv 2012 20 0 0 9 29 

févr 2012 30 1 0 10 41 

mars 2012 22 0 0 10 32 

Total 160 79 10 36 285 

 

Résumé 

L’échantillonnage de F. psychrophilum sur le bassin versant a permis d’observer du 

portage sain chez les truites arc-en-ciel. Ce portage concerne majoritairement les stades 

truitelle et alevins des poissons et varie fortement d’un site piscicole à l’autre et la prévalence 

d’infection évolue avec les températures (lorsque les températures augmentent, elle diminue 

et inversement. 
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Notre échantillon, collecté sur ces 4 sites de production d’un même bassin versant, nous a 

permis de travailler sur la variabilité génétique de F. psychrophilum à différentes échelles : 

- à l’échelle d’un poisson 

- à l’échelle d’un site de production 

- à l’échelle d’un bassin versant  

 

3.3. Etude de la variabilité génétique de F. 

psychrophilum, colléctés dans un bassin versant, par la 

méthode PFGE 

3.3.1. Variabilité génétique à l’échelle d’un poisson 

Les objectifs scientifiques de cette analyse sont : 

1- de mettre ou non en évidence la présence de co-infections par des isolats génétiquement 

différents de F. psychrophilum chez un même poisson.  

2- de déterminer si les isolats présents sur les organes de surface (branchies) sont 

génétiquement identiques à ceux qui ont envahi les organes internes (rate) 

3- de comparer pour un même poisson la diversité des isolats prélevés sur les branchies (au 

contact avec le milieu environnant) avec celle des isolats collectés à partir de la rate 

(représentant ceux capables d'envahir le poisson et peut être plus virulents).  

Pour atteindre cet objectif, plusieurs isolats ont été collectés sur chaque poisson selon les 

modalités suivantes : au moins 2 isolats prélevés sur une même branchie, au moins 2 isolats 

prélevés sur la même rate, au moins 1 isolat dans les branchies et 1 isolat dans la rate. 

3.3.1.1. Bilan et origine des isolats collectés pour cette analyse 

Au total, 28 truites remplissant une ou plusieurs des conditions énoncées ci-dessus sont 

rentrées dans cette étude. Le nombre de poissons répondant aux critères n’est pas identique en 

fonction des sites étudiés. Ainsi, nous avons 12 poissons provenant du site A (98 isolats de 
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rate, 22 isolats de branchies), 12 du site B (26 isolats de rate, 22 isolats de branchies), un seul 

pour le site C (6 isolats de rate, 0 isolat de branchies) et 3 pour le site D (30 isolats de rate, 

aucun isolat de branchies). Pour cette étude, 160 isolats issus de rate et 44 isolats issus de 

branchies ont donc été collectés, soit un total de 204 isolats pour 28 poissons. Ces isolats sont 

collectés majoritairement sur truitelles (18 poissons et 111 isolats), mais aussi sur alevins (6 

poissons et 59 isolats), adultes (3 poissons et 30 isolats) et portion (1 poisson et 4 isolats). Les 

détails sur l'origine des isolats collectés, ainsi que le nombre de pulsotypes obtenus à l’aide du 

logiciel BioNumerics sont décrits dans le Tableau 22.  
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Tableau 22: Origine des poissons (site, lot, numéro, mois, stade du poisson), nombre 

d’isolats collectés par organe (rate/branchie) et nombre de pulsotypes différents observés. Al : 

Alevin ; T : Truitelle ; P : Portion ; Ad : Adulte. Les résultats de pulsotypes sont idiqués par 

un code couleur : un seul pulsotype par rate, plusieurs pulsotypes par rate, un seul pulsotype 

par branchie, plusieurs pulsotypes par branchie, pulsotypes tous identiques entre rate et 

branchie, pulsotypes tous différents entre rate et branchie, pulsotypes communs entre rate et 

branchie. Les cases laissées en blanc ne peuvent rentrer dans l'analyse par manque d'isolats. 

Site Lot Poisson Date Stade Nb 
d’Isolats 
de rate 

Nb de 
Pulsotypes  

de rate 

Nb d’Isolats  
de branchie 

Nb  de 
Pulsotypes de 

branchie 

Nb total de 
Pulsotypes 

A 

a 9 Mars-11 Al 10 1 4 1 1 

b 12 Avril-11 Al 4 3 5 4 5 

c 
12 Mars-11 T 10 1 1 1 1 

14 Avril-11 T 10 1 5 1 1 

d 1 Mars-11 P 4 1 0 / 1 

e 12 Juin-11 Al 10 1 0 / 1 

o 

9 Janv-12 Al 10 1 1 1 1 

14 Janv-12 Al 9 4 0 / 4 

7 Fév-12 T 10 1 1 1 2 

11 Fév-12 T 9 1 2 1 1 

13 Fév-12 T 2 1 0 / 1 

5 Mars-12 T 10 1 3 3 3 

B 

a 

2 Déc-11 T 2 2 2 2 4 

9 Déc-11 T 2 2 1 1 3 

10 Déc-11 T 2 2 0 / 2 

11 Déc-11 T 3 3 3 2 5 

12 Déc-11 T 2 1 0 / 1 

15 Déc-11 T 0 / 2 1 1 

f 

11 Mars-11 T 10 1 5 1 2 

2 Avril-11 T 1 1 1 1 2 

10 Avril-11 T 1 1 1 1 2 

13 Avril-11 T 0 / 2 2 2 

8 Juillet-11 T 2 1 4 4 5 

m 9 Déc-11 Al 1 1 1 1 2 

C h 11 Avril-11 Al 6 1 0 / 1 

D k 

15 Janv-12 Ad 10 1 0 / 1 

12 Fév-12 Ad 10 1 0 / 1 

14 Mars-12 Ad 10 1 0 / 1 
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3.3.1.2. Analyse PFGE des isolats collectés  

Pour chacun de ces 28 poissons, les profils PFGE obtenus pour les isolats collectés (rate et 

branchies) sont présentés sur les Figures 25 (site A), 26 (site B) et 27 (sites C et D). Le code 

attribué à chaque poisson correspond à la lettre du lot et au numéro de poisson autopsié (1 à 

15), associé au mois de prélévement. 

 

Figure 25 : Comparaison des profils des isolats de F. psychrophilum sélectionnés pour 

l’étude de variabilité génétique à l’échelle d’un poisson, échantillonnés sur le site A. * 

Chaque pulsotype est représenté par un trait continu. Les isolats de rate sont surlignés en 

rouge et les isolats de branchies, en bleu.  
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Figure 26 : Comparaison des profils des isolats de F. psychrophilum sélectionnés pour 

l’étude de variabilité génétique à l’échelle d’un poisson, collectés sur des truites du site B. * 

Chaque pulsotype est représenté par un trait continu. Les isolats de rate sont surlignés en 

rouge et les isolats de branchies, en bleu. 
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Site C 

 

Site D 

 

Figure 27: Comparaison des profils des isolats de F. psychrophilum sélectionnés pour l’étude 

de variabilité génétique à l’échelle d’un poisson, collectés sur les sites C et D. * Chaque 

pulsotype est représenté par un trait continu. Les isolats de rate sont surlignés en rouge et les 

isolats de branchies, en bleu.  
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Les résultats des comparaisons de la diversité des pulsotypes isolats « rate » et des pulsotypes 

isolats « branchies » sont indiqués dans le Tableau 23 ci dessus.  

Pour une majorité des poissons de cette étude (74% - 17/23 analysables), les isolats de rate 

présentent tous le même pulsotype (Tableau 23). Le nombre d'isolats analysés par rate est 

assez élevé (moy de 7,9), et pour 11 poissons sur les 17, 10 isolats différents/rate ont pu être 

typés et trouvés génétiquement non différenciables. Pour 26% des truites analysées (6/23), la 

présence de co-infections par des isolats génétiquement différents a été démontrée dans la 

rate. Le nombre d'isolats analysés par rate dans ces 6 cas est plus faible (3,6 isolats/rate en 

moyenne) que dans le cas précédent, et pour 4 poissons/6, tous les isolats analysés ont 

présenté des pulsotypes différents. A partir d'une même rate, la présence d'isolats de 4 

pulsotypes différents a été démontrée.  

Le nombre total d'isolats obtenus à partir des branchies est plus faible qu'à partir des rates, et 

l'analyse de potentielles co-infections n'a pu être réalisée qu'à partir de 11 poissons. Les 

résultats sont différents de ceux obtenus pour la rate, car dans le cas des branchies, le 

pourcentage de co-infections mises en évidence est plus élevé et concerne la moitié des 

poissons analysés. Cette valeur est probablement sous-estimée en raison du plus faible 

nombre moyen d'isolats analysés par branchies (42/11 = 3,8) par rapport à la rate (157/23 = 

6,8). En effet, plus le nombre d'isolats analysés est faible, moins on a de chance de mettre en 

évidence une co-infection. Pour les branchies d'un même poisson, la présence d'isolats de 4 

pulsotypes différents a également été démontrée, comme pour la rate. 

La présence de co-infections semble donc être plus fréquente au niveau des branchies que de 

la rate. Par contre, le niveau de diversité semble comparable. En effet, si on analyse le nombre 

de pulsotypes différents dans les cas où la co-infection a été mise en évidence, des valeurs 

comparables sont obtenues (rate : 6 poissons, 16 pulsoptypes/22 isolats ; branchies : 6 

poissons, 15 pulsotypes/19 isolats). 

Les co-infections ont été mises en évidence aussi bien chez les alevins (2 alevins/6) que chez 

les truitelles de poids allant jusqu'à 160g (7 truitelles/18). Elles n'ont pas été mises en 

évidence chez les truites plus grosses (portion et adultes), peut-être en raison du plus faible 

nombre de ces stades analysables (4 poissons). Les co-infections d'un même organe ont été 
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mises en évidence au niveau des sites piscicoles A et B, de façon plus importante pour les 

poissons du site B (6/9 poissons pour lesquels l'analyse était réalisable). 

Tableau 23 : Nombre de profils PFGE de F. psychrophilum pour des isolats provenant de rate 

ou de branchies. 

Organe 
analysé   

Nombre de poissons (%) dont les isolats présentent 

des pulsotypes identiques / organe des pulsotypes différents / organe 

Rate 
(n=23) 

17 (74%) - 135 isolats 
moyenne de 7,9 isolats/rate 

6 (26%) - 22 isolats 
moyenne de 3,6 isolats/rate 

Branchies 
(n=11) 

5 (45%) - 23 isolats 
moyenne de 4,6 isolats/branchie 

6 (55%) - 19 isolats 
moyenne de 3,1 isolats/branchie 

n = nombre de poissons étudiés 

Pour 16 poissons, la comparaison des isolats issus de branchies et de rate a été possible. Pour 

5 poissons, les pulsotypes des isolats collectés à partir de la rate et des branchies sont 

identiques (62 isolats avec une moyenne de 12,4 isolats analysés par poisson, rate et branchies 

confondues). Pour deux poissons (22 isolats analysés), des pulsotypes communs sont 

retrouvés dans les deux organes collectés, avec en plus des isolats présentant des pulsoptypes 

différents selon l'organe d'origine. Dans la majeure partie des cas analysés (9 poissons, 51 

isolats), les pulsotypes des isolats de la rate sont tous différents de ceux des branchies. 

Plusieurs cas sont possibles : 

1- un seul pulsotype isolat rate et un seul pulsotype isolat branchie (5 poissons : O7, F11, 

F2, F10, M9),  

2- plusieurs pulsotypes identifiés dans chaque organe (2 poissons : A2, A11),  

3- un des organes avec un pulsotype et l'autre des co-infections (2 poissons : F8, O5).  

Résumé  

L'analyse de la variabilité génétique des isolats de F. psychrophilum collectés sur un 

même poisson indique l'existence de co-infections aussi bien au niveau de la rate qu'au 

niveau des branchies. La fréquence des co-infections est plus élevée au niveau des branchies 

même si, pour ces deux organes, le niveau de diversité est comparable lorsque des co-

infections sont mises en évidence. L'existence de ces co-infections est démontrée dès le stade 

alevin. La comparaison des pulsotypes entre organes d'un même poisson indique que les 

pulsotypes peuvent être différents, partagés ou identiques entre rate et branchies. 
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3.3.2. Etudes de variabilité génétique de F. psychrophilum par site 

piscicole d’origine 

Pour chaque site, seuls les profils uniques par poisson ont été sélectionnés pour l’analyse 

de variabilité par site. C’est-à-dire, si plusieurs isolats ont été obtenus pour un même poisson : 

(i) soit les pulsotypes de ces isolats sont identiques (indifféremment de l’organe d’isolement), 

le pulsotype n’est représenté qu’une fois, et (ii) soit les pulsotypes sont différents et ils sont 

tous représentés. 

L’indice de diversité de Simpson a été calculé à 2 niveaux, d’une part pour estimer la 

diversité en prenant en compte les pulsotypes, et d’autre part pour estimer la diversité en 

prennant en compte les clusters. 

3.3.2.1. Site A 

Pour le site A, l’étude de la variabilité génétique de F. psychrophilum par PFGE a porté 

sur 47 poissons correspondant à 64 isolats.  

Le dendrogramme obtenu pour ces 64 isolats est présenté Figure 28. Pour ces 64 isolats, 

34 pulsotypes différents ont été identifiés. Ils sont divisés en 5 clusters et 11 profils 

indépendants. Le nombre d’isolats et le nombre de pulsotypes par cluster varie entre 2 et 18 et 

entre 2 à 9 respectivement : le cluster CA1 regroupe deux isolats de pulsotypes différents, 

CA2 comprend 15 isolats répartis en 4 pulsotypes, CA3 regroupe 18 isolats présentant au total 

9 pulsotypes, CA5 regroupe 2 isolats aux pulsotypes différents et CA5 comprend 12 isolats 

représentant 6 pulsotypes. 

Les pulsotypes différents observés sur le site A présentent entre eux des similarités de profils 

comprises entre 58 et 94% (voir Figure 28). 
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A245 mars-12

A258 mars-12

A102 avr-11

A208 févr-12
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A222 févr-12

A233 févr-12

A235 févr-12

A6 mars-11

A22 mars-11

A9 mars-11
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A150 mai-11
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A111 avr-11

A117 avr-11

A121 avr-11

A31 mars-11

A37 mars-11

A46 mars-11

A63 mars-11
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A184 janv-12

A139 avr-11

A187 janv-12

A176 nov-11

A200 janv-12

A191 janv-12

A195 janv-12

A192 janv-12

A198 janv-12

A259 mars-12

A92 avr-11

A154 juin-11

A219 févr-12

A232 févr-12

A175 févr-12

A238 mars-12

A242 mars-12

A237 févr-12

A81 avr-11

A98 avr-11

A177 nov-11

A97 avr-11

A24 mars-11

A77 avr-11

A79 avr-11

A103 avr-11

A99 avr-11

A148 mai-11

A209 févr-12

A244 mars-12

A246 mars-12

A253 mars-12

A240 mars-12

A126 avr-11

A179 nov-11

A204 févr-12

A178 nov-11

*

 

Figure 28: Dendrogramme généré par le logiciel Bionumerics, montrant la distance calculée 

par l'indice de similarité de Jaccard, des profils PFGE salI des isolats de F. psychrophilum sur 

le site A. Le degré de similarité (%) est indiqué. 
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Le suivi de l’évolution de la variabilité génétique des isolats F. psychrophilum au 

cours de l’année montre que certains pulsotypes sont retrouvés sur plusieurs mois de l’étude. 

Ces mois peuvent être proches dans le temps. Ainsi le pulsotype P21b est retrouvé lors des 

campagnes de prélevements de mars et avril 2011 et le pulsotype P21d lors des campagnes de 

février et mars 2012 (Tableau 24). D’autres pulsotypes identiques sont retrouvés avec un pas 

de temps plus grand. C’est le cas pour le pulsotype P52a identifié en mars 2011 et février 

2012 et le pulsotype P56c identifié en avril 2011 et janvier 2012. Le pulsotype P58a est quant 

à lui retrouvé sur quatre mois différents lors de cette étude, mars, avril, novembre 2011 et 

janvier 2012 (Tableau 24).  

Tableau 24: Evolution mensuelle sur le site A du nombre de poissons infectés et d’isolats 

collectés ; identification des clusters et pulsotypes obtenus. Les pulsotypes retrouvés plusieurs 

fois sur le site sont soulignés. 

 
mars-11 avr-11 mai-11 juin-11 juil-11 sept-11 

Poissons 9 12 2 1 0 0 

Isolats 9 16 3 1 0 0 

Cluster CA2, CA3, CA5 CA1, CA2, CA3, 
CA4, CA5 + 3 ind 

CA2, CA5 CA3    

Pulsotypes 4 12 2 1 0 
0 

  P21b, P38, 
P52a, P58a 

P2, P4, P6, 
P21b, P22, P27, 

P33b, P41, 
P53a, P56c, 
P57a, P58a 

P21c, P51a P56a     

 
oct-11 nov-11 déc-11 janv-12 févr-12 mars-12 

Poissons 0 5 0 2 9 7 

Isolats 0 5 0 7 11 12 

Cluster  CA3, CA4 + 2 ind  CA3 CA2, CA3, 
CA5 + 3 ind 

CA2, CA3, 
CA5 + 3 ind 

   

Pulsotypes 0 5 0 6 7 7 

   P5, P28, P29, 
P57b, P58a 

 P56c, 
P58a, 
P58c, 

P58d, P60, 
P61 

P16, P21d, 
P35, P40, 

P52a, P56a, 
P56c 

P21d, 
P25b, P32, 
P54, P55, 
P60, P63 
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3.3.2.2. Site B 

Pour le site B, l’étude de la variabilité génétique de F. psychrophilum par PFGE a porté 

sur 41 poissons correspondant à 60 isolats.  

Le dendrogramme obtenu pour ces 60 isolats est présenté Figure 29. Pour ces 60 isolats, 46 

pulsotypes différents ont été identifiés. Les 46 pulsotypes sont divisés en 9 clusters et 21 

pulsotypes indépendants (Figure 29).  

Ces clusters sont composés d’un nombre d’isolats variant entre 2 et 14 associés à des 

pulsotypes uniques variant entre 2 et 6. Les clusters CB2, CB5, CB6 et CB7 regroupent 

chacun 2 isolats aux pulsotypes différents, le cluster CB1 comprend 3 isolats de pulsotypes 

différents, le cluster CB3 regroupe 3 isolats répartis en 2 pulsotypes, le cluster CB4 comprend 

7 isolats de quatre pulsotypes différents, le cluster CB8 regroupe 4 isolats de pulsotypes 

différents et le cluster CB9 comprend 14 isolats de 6 pulsotypes différents. 

D’après le dendrogramme UPGMA présenté sur la Figure 29, les pulsotypes différents 

retrouvés sur le site B présentent entre eux des similarités comprises entre 56 et 98%.  
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B61 juil-11

B87 déc-11

B98 déc-11

B64 juil-11

B88 déc-11

B105 déc-11

B101 déc-11

B102 déc-11

B97 déc-11

B50 avr-11

B55 avr-11
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B108 déc-11

B91 déc-11

B99 déc-11

B92 déc-11

B100 déc-11

B58 avr-11

B51 avr-11

B53 avr-11

B67 juil-11

B10 mars-11

B65 juil-11

B59 avr-11

B66 juil-11

B2 mars-11

B90 déc-11

B71 juil-11

B72 juil-11

B78 oct-11

B57 avr-11

B70 juil-11

B81 nov-11

B83 nov-11

B84 déc-11

B95 déc-11

B89 déc-11

B93 déc-11

B54 avr-11

B62 juil-11

B3 mars-11

B5 mars-11

B7 mars-11

B13 mars-11

B15 mars-11

B17 mars-11

B29 mars-11

B30 mars-11

B49 avr-11

B48 avr-11

B9 mars-11

B42 mars-11

B109 déc-11

B68 juil-11

B111 janv-12

B110 déc-11

B47 avr-11

*

 

Figure 29: Dendrogramme généré par le logiciel Bionumerics, montrant la distance calculée 

par l'indice de similarité de Jaccard, des profils PFGE salI des isolats de F. psychrophilum sur 

le site B. Le degré de similarité (%) est indiqué. 
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Le suivi de l’évolution de la variabilité génétique des isolats F. psychrophilum au 

cours de l’année montre que sur ce site, seuls deux pulsotypes sont retrouvés sur deux 

périodes différentes, le pulsotype P58a qui est retrouvé lors des campagnes de prélevements 

de mars et avril 2011 et le pulsotype P18 qui est retrouvé lors des campagnes de prélevements 

d’avril 2011 et de décembre 2011 (Tableau 25).  

Tableau 25: Evolution mensuelle sur le site B du nombre de poissons infectés et d’isolats 

collectés ; identification des clusters et puslotypes obtenus. Les pulsotypes retrouvés plusieurs 

fois sur le site sont soulignés. 

 
mars-11 avr-11 mai-11 juin-11 juil-11 sept-11 

Poissons 11 10 0 0 6 0 

Isolats 12 11 0 0 10 0 

Cluster CB5, CB9 + 
1 ind 

CB4, CB6, 
CB9 + 6 ind 

 

 CB1, CB5, 
CB6, CB9 + 7 

ind 

  

Pulsotypes 6 9 0 0 10 
0 

  P14, P24, 
P57a, P58a, 
P58c, P59 

P1, P18, P19, 
P34, P42, 

P43b, P5b, 
P58a, P58b 

    P9, P11, P13, 
P20, P30, 
P39, P45, 

P46, P56a, 
P65 

  

  oct-11 nov-11 déc-11 janv-12 févr-12 mars-12 

Poissons 1 3 9 0 1 0 

Isolats 1 2 23 0 1 0 

Cluster CB6 CB7 CB1, CB2, CB3, 
CB4 + 6 ind 

 ind   

Pulsotypes 1 2 20 0 1 0 

  P44 P47, P48 P3, P7, P8, 
P10a, P10b, 
P12a, P12b, 
P15, P17a, 
P17b, P18, 

P23b, P37, P50, 
P51b, P51c, 
P53a, P53b, 

P62, P64 

 P36   
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3.3.2.3. Site C 

Pour le site C, l’étude de la variabilité génétique de F. psychrophilum par PFGE a porté 

sur 5 poissons correspondant à 6 isolats.  

Le dendrogramme obtenu pour ces 6 isolats est présenté Figure 30. Ces 6 isolats présentent un 

pulsotype identique et font donc partie d’un unique cluster.  

 

 

Figure 30: Dendrogramme généré par le logiciel Bionumerics, montrant la distance calculée 

par l'indice de similarité de Jaccard, des profils PFGE salI des isolats de F. psychrophilum sur 

le site C. Le degré de similarité (%) est indiqué.  

 

Le suivi de l’évolution de la variabilité génétique des isolats F. psychrophilum au 

cours de l’année montre que sur ce site aucune diversité n’est observable sur le nombre 

d’isolats analysés. Le puslotype unique, P21 est retrouvé sur les mois avril et mai 2011 au 

cours de la campagne de prélèvements (Tableau 26).  
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Tableau 26 : Evolution mensuelle sur le site C du nombre de poissons infectés et d’isolats 

collectés ; identification des clusters et pulsotypes obtenus. Les pulsotypes retrouvés plusieurs 

fois sur le site sont soulignés. 

 
mars-11 avr-11 mai-11 juin-11 juil-11 sept-11 

Poissons 0 3 2 0 0 0 

Isolats 0 2 4 0 0 0 

Cluster   CC CC     

Pulsotypes 0 1 1 0 0 
0 

    P21 P21       

  oct-11 nov-11 déc-11 janv-12 févr-12 mars-12 

Poissons 0 0 0 0 0 0 

Isolats 0 0 0 0 0 0 

Cluster         

Pulsotypes 0 0 0 0 0 0 

 

3.3.2.4. Site D 

Pour le site D, l’étude de la variabilité génétique de F. psychrophilum par PFGE a porté 

sur 10 poissons correspondant à 10 isolats.  

Le dendrogramme obtenu pour ces 10 isolats est présenté Figure 31. Pour ces 10 isolats, 9 

pulsotypes différents ont été identifiés. Les 9 pulsotypes sont divisés en 2 clusters et 6 

pulsotypes indépendants.  

Ces clusters (CD1 et CD2) sont composés chacun de deux isolats ayant eux même des 

pulsotypes différents. 

D’après le dendrogramme UPGMA, les 9 pulsotypes présentent entre eux des degrés de 

similarité variant entre 56 et 86 %. 
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Figure 31: Dendrogramme généré par le logiciel Bionumerics, montrant la distance calculée 

par l'indice de similarité de Jaccard, des profils PFGE salI des isolats de F. psychrophilum sur 

le site D. Le degré de similarité (%) est indiqué. 

 

Le suivi de l’évolution de la variabilité génétique des isolats F. psychrophilum au cours de 

l’année montre que sur ce site aucun pulsotype identique n’est retrouvé sur les différents mois 

de campagne de prélèvements. La diversité sur ce site malgré le peu d’isolats étudié semble 

être importante (Tableau 27).  

Tableau 27 : Evolution mensuelle sur le site D du nombre de poissons infectés et d’isolats 

collectés ; identification des clusters et puslotypes obtenus. (NR : non réalisé). 

  mars-11 avr-11 mai-11 juin-11 juil-11 sept-11 

Poissons 2 2 NR 0 0 0 

Isolats 2 2  0 0 0 

Cluster CD2 + 1 
ind 

2 ind 

 

    

Pulsotypes 2 1  0 0 0 
  P33a, P49 P23a         

  oct-11 nov-11 déc-11 janv-12 févr-12 mars-12 

Poissons NR 1 2 1 1 1 

Isolats  1 2 1 1 1 

Cluster   ind CD2 + 1 
ind 

CD1 CD1 ind 

Pulsotypes  1 2 1 1 1 

    P31 P43a, P66 P25a P26 P52b 
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3.3.3. Comparaison des 4 sites : variabilité observée, 

communauté de pulsotypes  

L’étude de variabilité génétique des isolats F. psychrophilum portant sur quatre sites de 

production bretons a montré une hétérogénéité dans la collecte des isolats par rapport à ces 

sites. Ainsi, pour les sites C et D seulement 6 et 10 isolats respectivement, sont rentrés dans 

l’étude tandis que pour les sites A et B, les isolats étaient au nombre de 64 et 60 

respectivement. 

Sur le total des pulsotypes obtenus, les sites A et B ont quelques pulsotypes communs. C’est 

le cas des pulsotypes P53a, P56a, P57a, P58a et P58c et qui correspondent à 27 isolats, soit 

22% des isolats collectés pour cette analyse sur les sites A et B. 

Pour observer la communauté de diversité des isolats entre sites, nous avons observé les 

pulsotypes présentant une similarité de profil > à 90% entre eux. Nous pouvons ainsi voir que 

le pulsotype unique (P21) identifié sur le site C, a été retrouvé sur le site A. Cinq des 

pulsotypes identifiés sur le site D (P23, P25, P33, P43 et P52) ont également été retrouvés sur 

les sites A ou B. Enfin, sur le même critère de similarité, les sites A et B ont en commun les 

pulsotypes P51, P53, P56, P57 et P58. Les pulsotypes proches (similarité > à 90%) retrouvés 

sur les sites A et B représentent 31% des isolats collectés sur ces 2 sites. 

Si nous observons la variabilité en termes de clusters, pour les sites A et B présentant un 

nombre d’isolats étudiés proche, 5 clusters et 11 profils indépendants sont retrouvés sur le site 

A pour 9 clusters et 21 profils indépendants sur le site B (Figures 28 et 29). La variabilité 

génétique de F. psychrophilum observée par PFGE sur le site B est plus importante que celle 

observée sur le site A.  

Pour cette étude de variabilité génétique des isolats, l’indice de diversité de Simpson a été 

calculé pour les sites A, B, C et D. Son calcul a été réalisé en prenant en compte d’une part  la 

diversité des pulsotypes (critère 1), et d’autre part la diversité des clusters (critère 2). Pour le 

calcul de l’indice de Simpson selon le critère 2, chaque pulsotype indépendant a été considéré 

comme un cluster. Les résulats sont indiqués sur le Tableau 28. Les indices de Simpson 

calculés selon le critère 1 montrent que sur les sites A, B et D, il y a une très grande diversité 
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de pulsotypes (H variant entre 0,88 et 0,95), contrairement au site C sur lequel un seul 

pulsotype a été retrouvé (H=0). Le calcul des indices de diversité selon le critère 2, qui est de 

0,85 et 0,73 respectivement pour les sites B et D, montre qu’il existe une diversité de clusters. 

Une situation différente est observée pour le site A où l’indice de Simpson (H=0,4) montre 

que la majorité des pulsotypes sont associés en un nombre de clusters réduits. 

 

Tableau 28: Indices de Simpson calculés par site d’étude. Les indices ont été calculés en 

prenant comme unité le pulsotype (critère 1) et le cluster (critère 2).  

 
Critère 1 Critère 2 

Site A 0,94 0,4 

Site B 0,95 0,85 

Site C 0 0 

Site D 0,88 0,73 

 

3.3.4. Analyse globale des sites : variabilité génétique de F. 

psychrophilum au niveau du bassin versant 

Cette étude correspond à l’association des résultats PFGE obtenus sur chaque site 

(paragraphe 3.4). Elle porte donc sur 104 poissons représentant 140 isolats ayant 90 

pulsotypes différents. 

Les pulsotypes sont présentés sur la Figure 32, et présentent entre eux des similarités 

comprises entre 57,7 et 99 %. 

Les pulsotypes sont divisés en 17 clusters (regroupement des pulsotypes présentant plus de 

80% de similarité entre eux) et 24 pulsotypes indépendants. Il existe une majorité de clusters 

composés de 2 pulsotypes différents, il s’agit de C1, C2, C3, C5, C6, C10, C12, C14 et C15. 

Les clusters C4, C11 et C13 sont composés de 3 pulsotypes, les clusters C7 et C9 de 4 

pulsotypes, le cluster C8 de 7 pulsotypes, le cluster C16 de 8 pulsotypes et le cluster C17 de 

12 pulsotypes (Figure 32). 
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Figure 32: Dendrogramme représentant les 90 pulsotypes obtenus sur l’ensemble des 4 sites 

de l’étude. 
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Comme pour l’analyse de variabilité portant sur les différents sites, l’indice de diversité de 

Simpson a été calculé pour l’ensemble du bassin versant. Son calcul a été réalisé selon les 

mêmes critères, soit en prenant en compte d’une part  la diversité des pulsotypes (critère 1), et 

d’autre part en prenant comme unité le cluster (critère 2). Pour le calcul de l’indice de 

Simpson selon le critère 2, chaque pulsotype indépendant a été considéré comme un cluster. 

Les résulats sont indiqués sur le Tableau 29. 

L’indice de Simpson calculé selon le critère 1 pour l’ensemble du bassin versant est de 0,97 

montrant une très grande diversité des isolats. Le calcul de l’indice de diversité selon le critère 

2 est de 0,66, ce qui montre une baisse de la diversité lorsque l’on se repose sur l’association 

des isolats par clusters. Cette diminution de l’indice de Simpson indique que les pulsotypes 

observés dans chaque site se regroupent en clusters, et donc qu’une grande majorité de 

pulsotypes sont similaires au moins à 80%.  

Tableau 29: Indices de Simpson calculés pour l’ensemble des sites. Les indices ont été 

calculés en prenant comme unité le pulsotype (critère 1) et le cluster (critère 2).  

 
Critère 1 Critère 2 

Bassin Versant 0,97 0,66 

 

L’indice de Simpson calculé pour l’ensemble du bassin versant est d’une valeur proche (0,97) 

de celle retrouvée pour l’analyse des sites A et B (0,94 et 0,95 respectivement) lorsque le 

calcul repose sur la diversité des pulsotypes. Cet indice diminue (0,66) lorsque le calcul 

repose sur la diversité des clusters, ce qui est également en lien avec la différence de valeur 

d’indice obtenu pour le site A et B (0,4 et 0,85 respectivement) (Tableau 28 et 29).  

 

Des clusters ont donc été attribués suivant le profil de similarité des pulsotypes (> à 80%) par 

site et pour le bassin versant dans son ensemble, regroupant les quatre sites d’étude (Figure 

32). Le Tableau 30 indique le recouvrement des clusters par site avec ceux attribués pour le 

bassin versant. 
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Tableau 30: Correspondance entre clusters définis dans l’analyse globale des pulsotypes du 

bassin versant et clusters définis par sites. 

Site Site A Site B Site C Site D 

Bassin versant 

C1 CA1 2 ind   

C2 CA4 +1 ind    

C3  CB3   

C4  CB1   

C5  CB2   

C6  CB5   

C7  CB4   

C8 CA5 CB4 CC 2 ind 

C9 CA5   CD1 

C10 1 ind 1 ind   

C11 1 ind 1 ind  1 ind 

C12 1 ind 1 ind   

C13  CB6  CD2 

C14  CB7   

C15  1 ind  CD2 

C16 CA2 CB8  1 ind 

C17 CA3 CB9   

Individuels 9 21  5 

 

 

L’assocation cluster site indépendant et cluster bassin versant montre une bonne 

adéquation dans les regroupements des pulsotypes et permet d’observer le partage de clusters 

entre sites. Ainsi, le cluster C16 comprend le cluster CA2 et CB8, le cluster C17, les CA3 et 

CB9 tandis que le cluster C8 comprend le CA5, CB4 et le CC. 

Il est à noter cependant, que des puslotypes associés au cluster CA5 se retrouvent sur 

l’analyse globale associés à deux clusters différents, le C8 et C9. Il en est de même pour des 

pulsotypes représentant le cluster CB4, qui se retrouvent partagés entre deux clusters, le C7 et 

C8. 

Les autres clusters du bassin versant sont tous associés à des clusters uniques d’un même site 

(Tableau 30). 
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Résumé  

L’étude de la variabilité génétique de F. psychrophilum à l’échelle d’un poisson, d’un site 

de production et d’un bassin versant, par la technique PFGE a permis de montrer l’existence 

d’une variabilité génétique des isolats à une échelle aussi réduite  que celle du poisson voire 

même de l’organe de prélèvement. Cette variabilité est observable également sur les 

différents sites de production mais est variable selon les sites. D’une façon générale, l’étude 

met en avant une très grande diversité des isolats F. psychrophilum de l’échantillon collecté 

sur un même bassin versant.  

 

Après avoir étudié la variabilité génétique de F. psychrophilum à l’échelle de l’arc 

Atlantique français par la technique MLST et à une échelle plus réduite comme un bassin 

versant unique par la technique PFGE, il nous semblait intéressant de comparer ces 

méthodes sur l’analyse de la variabilité génétique d’un même échantillon. 
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4. Comparaison des méthodes PFGE et MLST pour 

l'analyse de la variabilité génétique de F. 

psychrophylum 

Au cours de ce travail de thèse, la méthode MLST a été utilisée pour analyser la 

variabilité génétique de F. psychrophilum isolé de truite arc-en-ciel sur une échelle 

géographique assez large, l'Arc Atlantique français. Bien que de nouveaux types génétiques 

aient été mis en évidence, la diversité génétique de F. psychrophilum reste faible, ce qui a 

motivé l'utilisation de la méthode PFGE pour l'étude focalisée sur une échelle plus restreinte 

(bassin versant, pisciculture, poisson), à laquelle une variabilité plus faible pouvait être 

attendue. Dans cette dernière partie, nous nous proposons de comparer les deux techniques 

précédemment utilisées (MLST et PFGE) et leurs pouvoirs discriminants respectifs. Cette 

comparaison fine est rendue possible grâce aux isolats collectés dans un bassin versant breton 

et qui ont fait l’objet d’une étude de variabilité génétique par la technique PFGE. 

4.1. Choix des isolats  

Pour cette comparaison de méthode, les isolats analysés par la méthode MLST ont été 

sélectionnés sur la base des pulsotypes décrits précédemment. Le choix des isolats a été 

réalisé au cours de la campagne de prélèvements et avant l’obtention de la totalité des 

résultats PFGE, limitant ainsi le choix des isolats pour la comparaison de deux méthodes. 

Afin de comparer les 2 techniques, les isolats ont été sélectionnés selon leurs pulsotypes 

suivant trois critères :  

- Critère 1 : Isolats présentant un pulsotype identique isolés chez un même poisson.  

- Critère 2 : Isolats présentant des pulsotypes différents isolés chez un même poisson. Il 

s'agit dans ces deux cas de comparer le pouvoir discriminant des deux méthodes sur un 

échantillon d'origine très homogène (un même poisson). 
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- Critère 3 : Isolats présentant des pulsotypes différents isolés chez des poissons différents 

et provenant de sites différents. Cette comparaison est réalisée pour déterminer si les 

deux méthodes permettent de regrouper de façon similaire les isolats et d'établir les 

mêmes liens génétiques potentiels entre isolats. 

Trois groupes d’isolats ont donc été obtenus selon ces critères : 

- Groupe A : 8 isolats d’un même poisson (4 de rate et 4 de branchies) présentant le même 

pulsotype (isolats A133-A138-A139-A141-A142-A145-A146-A147); 

- Groupe B : 8 isolats provenant de 2 poissons, et subdivisés en deux sous groupes : 

Groupe B1 (3 isolats, B65-B66-B68) et groupe B2 (5 isolats, B95-B97-B98-B99-B100). 

Dans chaque sous-groupe des pulsotypes différents ont été observés ; 

- Groupe C : 15 isolats provenant des 4 sites, de poissons différents pour lesquels des 

pulsotypes différents ont été observés par site (isolats A6-A24-A67-A81-A88-A97-B2-

B47-B57-B60-C31-C34-D3-D4-D6). A ce groupe sont ajoutés 7 isolats provenant du 

groupe B et deux souches de référence (LNPAAP O1/88 et JIP 02/86). 

En tout, 31 isolats ont été sélectionnés, un isolat pouvant répondre à plusieurs critères. Les 

pulsotypes obtenus par PFGE pour chaque isolat sont présentés Figure 33.  
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Figure 33: Pulsotypes des isolats choisis pour la comparaison des méthodes MLST et PFGE. 

Groupe A : isolats de même pulsotype provenant d’un même poisson. Groupes B1 et B2 : 

isolats de pulsotypes différents, provenant chacun d’un même poisson. Groupe C : isolats de 

pulsotypes variés et provenant des 4 sites, et 2 souches de référence. 
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4.2. Analyse MLST 

4.2.1. Analyse des séquences des gènes de ménage 

Après amplification et séquençage des gènes de ménage des isolats de F. psychrophilum 

collectés dans un bassin versant Breton, selon le même schéma MLST que décrit dans le 

matériel et méthodes, les séquences ont été caractérisées par le nombre de sites variables 

(SNPs), les indices de diversité nucléotidique par site (π) et génétique (H), ainsi que par les 

indices de mutations synonymes et non synonymes (Tableau 31). Ces indices ont aussi servi à 

caractériser les séquences concaténées correspondant aux assortiments des variants alléliques 

des 7 loci, observés pour les isolats analysés. Le nombre de séquences concaténées différentes 

obtenues est de 18. 

Pour les 31 isolats du bassin versant breton sélectionnés pour cette étude, l’analyse des 

séquences des loci MLST a montré un nombre de SNPs total de 75, avec des valeurs par locus 

comprises entre 4 (pour fumC) et 20 (pour atpA). L’alignement des séquences des allèles de 

chaque locus a permis d’identifier 4 nouveaux SNPs par rapport à l’étude précédente 

(paragraphe 2.3.1) : 1 pour le locus trpB, 1 pour gyrB et 2 pour le locus murG. Certains SNPs 

retrouvés précédemment sont ici absents chez 4 loci: 3 SNPs pour atpA, 3 pour dnaK, 1 pour 

gyrB et 2 pour tuf. 

La diversité génétique (H) par locus est comprise entre 0,7059 pour dnaK et 0,8954 pour le 

locus trpB, donnant sur l’ensemble des séquences une valeur moyenne de 0,8413. L’indice π 

varie de 0,00289 (trpB) à 0,1199 (atpA), avec une valeur moyenne sur l’ensemble des 

séquences concaténées de 0,00481. 

Les substitutions synonymes sont dans l’ensemble apparues beaucoup plus fréquemment que 

les substitutions non-synonymes (147 contre 11), avec des occurrences par locus comprises 

entre 5 (dnaK et fumC) et 24 (tuf) pour les substitutions synonymes, et comprises entre 0 

(trpB, gyrB, tuf et fumC) et 7 (murG) pour les substitutions non-synonymes (cf. Tableau 31). 
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Tableau 31: Caractéristiques des séquences des 7 loci MLST des 31 isolats de F. 

pyschrophilum collectés dans un même bassin versant breton. 

Locus Taille (bp) 
Nombre de 

SNPs 
H 

[1]
 π (bp

-1
) 

[2]
 S 

[3]
 N 

[4]
 dN/dS 

[5]
 

trpB 789 6 0,8954 0,00289 8 0 0,0000 

gyrB 1077 15 0,8497 0,00636 15 0 0,0000 

dnaK 882 6 0,7059 0,00359 5 1 0,0708 

tuf 795 13 0,8562 0,00581 24 0 0,0000 

fumC 750 4 0,8487 0,00240 5 0 0,0000 

murG 681 11 0,8889 0,00677 9 7 0,2650 

atpA 834 20 0,8431 0,1199 28 2 0,0240 

Séquences 
concaténées 

5808 75 0,8413 0,00481 147 11 0,0224
 

1
 H : diversité génétique

 

2
 π : diversité nucléotidique par site

 

3
 S : nombre de substitutions synonymes

 

4
 N : nombre de substitutions non-synonymes

 

5
 dN/dS : rapport substitutions non-synonymes/substitutions synonymes  

 

4.2.2. Identification des allèles types (ATs) et des profils 

alléliques (STs) 

Un nombre moyen de variants alléliques ou allèles types (ATs) de 8,14 par locus a été 

retrouvé sur l’ensemble des loci analysés, avec un nombre d’ATs identifiés pour chaque locus 

compris entre 5 (dnaK) et 11 (gyrB) (Tableau 32).  

Sur 57 ATs, tous loci confondus retrouvés dans cette étude, 25 nouveaux ATs ont été 

décrits par rapport aux résultats obtenus lors de l’étude sur la variabilité génétique des isolats 

de F. psychrophilum collectés sur l’arc Atlantique français et 31 par rapport à l'étude 

précédente de 2008 (Nicolas et al., 2008) (cf. Tableau 12). 

Les identifiants alléliques ou ATs et les profils alléliques des 31 isolats de F. 

psychrophilum sélectionnés, ainsi que ceux des souches de références (JIP 02/86 et LNPAAP 

O1/88) sont présentés dans le Tableau 33. 
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Tableau 32: ATs retrouvés dans la sélection d’isolats de F. psychrophilum collectés dans un 

bassin versant breton. Les nouveaux ATs sont soulignés. 

Locus Nombre 
d’ATs total 

Nombre d'ATs 
nouveaux 

Identification des ATs 

trpB 9 4 1, 2, 3, 4, 8, 15, 18, 29, 35 

gyrB 11 6 1, 2, 3, 15, 21, 37, 43, 49, 53, 61 

dnaK 5 1 1, 2, 8, 22 

tuf 8 2 2, 3, 19, 41, 48, 49, 54 

fumC 7 2 1, 2, 3, 7, 9, 11 

murG 9 6 1, 2, 12, 22, 28, 30, 42, 43 

atpA 8 4 1, 2, 3, 44, 45, 51, 52 

 

Sur les 31 isolats de F. psychrophilum analysés, 18 STs ont pu être observés : ST2, ST90, 

ST92, ST95, ST98, ST182 et ST219 à ST230. Ces résultats font apparaître 13 nouveaux STs 

par comparaison aux résultats de MLST précédemment obtenus sur des isolats de F. 

psychrophylum de l’arc Atlantique français, les ST182 et ST219 à ST230. Les nouveaux STs 

identifiés dans cette étude apparaissent soulignés dans le Tableau 32. 
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Tableau 33: Variants (AT) et profils (ST) alléliques des isolats du bassin versant de Bretagne 

étudié. Les nouveaux ST sont soulignés. 

 Isolat Variants alléliques (AT) ST 

 trpB gyrB dnaK fumC murG tuf atpA 

Groupe A 

A133 1 1 1 1 1 2 1 90 

A138 1 1 1 1 1 2 1 90 

A139 1 1 1 1 1 2 1 90 

A141 1 1 1 1 1 2 1 90 

A142 1 1 1 1 1 2 1 90 

A145 1 1 1 1 1 2 1 90 

A146 1 1 1 1 1 2 1 90 

A147 1 1 1 1 1 2 1 90 

Groupe B1 

B65 2 2 2 2 2 48 2 98 

B66 29 37 8 1 43 3 52 226 

B68 8 53 8 7 30 54 45 227 

Groupe B2  

B95 1 1 1 1 1 2 1 90 

B97 18 43 8 11 28 3 2 228 

B98 4 3 2 9 22 49 3 229 

B99 4 2 2 2 2 49 2 230 

B100 2 2 2 2 2 2 2 2 

Groupe C 

A6 1 1 1 1 1 2 1 90 

A24 3 2 2 2 2 41 2 92 

A67 4 2 22 3 12 3 3 221 

A81 15 53 8 7 30 54 45 182 

A88 15 53 8 7 30 54 45 182 

A97 35 49 2 11 42 3 3 222 

B2 2 2 2 2 2 2 2 2 

B47 2 49 2 11 42 3 3 223 

B50 4 2 22 3 12 3 51 224 

B57 18 21 8 7 28 19 44 225 

C31 4 2 2 2 2 41 2 95 

C34 2 2 2 2 2 2 2 2 

D3 15 53 8 7 30 54 45 182 

D4 35 61 8 7 28 19 44 219 

D6 1 15 1 1 1 2 1 220 

Souches de 
référence 

JIP 02/86 8 8 2 2 2 2 2 20 

LNPAAP O1/88 2 2 2 2 2 2 2 2 
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4.2.3. Analyse des liens évolutifs entre profils alléliques  

Les liens évolutifs entre profils alléliques ont été mis en évidence via l’analyse e-

BURST (Figure 34). Ce diagramme permet d’observer les liens entre STs ayant en commun 

au minimum 6 ATs (Single Locus Variant ou SLV) et les liens entre STs ayant en commun au 

minimum 5 ATs (Double Locus Variant ou DLV). On observe 5 paires de SLVs (ST222-

ST223, ST2-ST98, ST90-ST220, ST221-ST224 et ST182-ST227) et 8 STs indépendants. Le 

critère relâché de DLVs permet d’observer 10 paires, dont la moitié (5 paires) est concentrée 

entre les STs 2, 92, 95 et 98, précédemment inclus dans le complexe clonal défini par 

l’analyse e-BURST des STs identifiés chez les isolats collectés sur l’arc atlantique.  

 

Figure 34: Diagramme e-BURST des isolats sélectionnés pour la comparaison des méthodes 

PFGE et MLST. Les SLVs sont liés par un trait noir, et les DLVs sont liés par un trait bleu. 

Les STs inclus dans le CC identifié dans l’analyse des isolats de l’arc Atlantique sont indiqués 

en rouge.  
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4.2.4. Analyse de la recombinaison : analyse « Split 

decomposition » et Test PHI 

La survenue d’évènements de recombinaison a été recherchée par l’analyse « Split 

Decomposition » sur les séquences concaténées des 18 STs retrouvés parmi la sélection 

d’isolats de F. psychrophilum du bassin versant breton. Cette analyse montre une structure 

réticulée confirmant la survenue d’évènements de recombinaison (Figure 35).  

 

Figure 35: Analyse de « split decomposition » des STs retrouvés dans le bassin versant 

breton. 

 



154 

 

 

La survenue d’évènements de recombinaison a aussi été recherchée grâce au test PHI sur 

l’alignement des séquences concaténées et sur les alignements de séquences de chaque locus, 

afin d’identifier les locis touchés par la recombinaison. La p-value du test obtenue pour 

l’ensemble des séquences concaténées est inférieure à 0,05 (p = 8,28.10
-10

) et confirme ainsi 

l’observation de la recombinaison via l’analyse « split decomposition ». Les p-value sur les 

gènes de ménage montrent que seuls les loci gyrB (p = 7,31.10
-4

) et atpA (p = 3,70.10
-5

) ont 

subi, de manière statistiquement significative, de la recombinaison (p<0.05) (Tableau 34). 

Tableau 34 : p-values du test PHI, pour chaque locus et pour les séquences concaténées. 

Locus PHI test p-value 

trpB 0,2563 

gyrB 7,31.10
-4

 

dnaK NC* 

tuf 0,2563 

fumC 1 

murG 0,866 

atpA 3,70.10
-5

 

Séquences concaténées 8,28.10
-10

 

*NC : non calculé par le logiciel SplitsTree.  

Résumé 

La variabilité génétique de F. psychrophilum dans le bassin versant a été analysée par 

MLST sur une sélection d'isolats. Un niveau de diversité bien supérieur à celui observé pour 

les isolats de l'arc Atlantique français a été mis en évidence avec un indice de diversité H de 

0,84 comparé à 0,43 pour l'arc Atlantique. Cette diversité est apparente avec, pour 31 isolats, 

25 nouveaux types alléliques et 13 nouveaux profils alléliques (arcAtlantique : 66 isolats, 19 

nouveaux ATs et 14 nouveaux profils alléliques). La présence de recombinaison comme 

générateur de diversité existe mais à un degré plus faible que pour les isolats de l'arc 

Atlantique. Une part importante est laissée aux mutations avec 4 nouveaus SNPs pour 31 

isolats contre 2 pour les 66 isolats de l’arc Atlantique. Le complexe clonal décrit dans la 

première partie est retrouvé et enrichi d'un nouveau ST (ST230). Dans ce complexe, le ST2 

n'est pas majoritaire parmi les isolats analysés.  
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4.3. Comparaison des résultats et pouvoirs 

discriminants 

4.3.1. Pouvoir de discrimination des isolats 

Pour cette analyse, les échantillons ont été sélectionnés d'après les profils PFGE comme 

étant identiques (même poisson) ou différents, avec dans ce deuxième cas un choix d'isolats 

d'origine proche (le même poisson) ou éloignée (différentes piscicultures).  

Pour le groupe A de 8 isolats provenant d’un même poisson et présentant le même 

pulsotype (Figure 33), un unique ST a été retrouvé, le ST90. La même absence de diversité a 

donc été retrouvée avec les deux méthodes. 

Concernant les groupes B1 et B2, chacun regroupant des isolats d’un même poisson et 

présentant tous des pulsotypes différents (Figure 33), les STs retrouvés sont tous différents :  

- groupe B1 : B65 = ST 98 ; B66 = ST 226 ; B68 = ST 227 

- groupe B2 : B95 = ST228 ; B97 = ST90 ; B98 = ST229 ; B99 = ST230 ; B100 = ST2  

La diversité observée par PFGE est donc retrouvée par l'analyse MLST. 

 

Pour le groupe C comprenant des isolats de F. psychrophilum provenant des 4 sites piscicoles 

de Bretagne étudiés, pour 21 pulsotypes observés (dont ceux des souches de référence 

LNPAAP O1/88 et JIP 02/86) (Figure 33), 19 STs ont été retrouvés. Différents cas de figures 

peuvent être notés : 

(i) Isolats aux pulsotypes identiques et aux STs identiques. 

Ce cas de figure ne s'est pas présenté dans cette partie de l'analyse.  

(ii) Isolats aux pulsotypes différents et aux STs différents. 

Pour 15 isolats (A6, A67, A97, B47, B50, B57, B65, B66, B68, B97, B98, B99,  D4 et D6) et 

la souche de référence JIP 02/86, chaque pulsotype unique correspondant à un ST unique. 

(iii) Isolats aux pulsotypes différents et aux STs identiques. 

Dans 3 cas, des isolats de pulsotypes différents présentent des profils alléliques identiques : 

ST2 (isolats B2, B100, C34 et souche de référence LNPAAP 01/88), ST90 (isolats A6 et B95) 

et ST182 (isolats A81, A88 et D3). Par contre, ces isolats sont souvent très proches dans 
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l'arbre phylogénétique (A88 et D3 avec une similarité de profils à 97,5%), ou dans les mêmes 

clusters (voir la suite). 

(iv) Isolats aux pulsotypes identiques et aux STs différents. 

Seuls 3 isolats présentent un pulsotype identique, P21. Il s'agit des isolats A24, C31 et 

C34. Mais leurs profils alléliques sont tous différents : respectivement ST92, ST95 et ST2. 

Il faut cependant noter que ces isolats sont regroupés dans le complexe clonal défini par 

l'analyse e-burst, et sont donc génétiquement proches.  

4.3.2. Analyse de diversité 

L'indice de diversité de Simpson a été calculé pour chaque groupe d’isolats et pour chaque 

méthode (Tableau 35). Ces indices sont utilisés dans notre contexte de comparaison de 

méthode, comme un indicateur de pouvoir discriminant. Il ne prend pas en compte la 

concordance entre résultats de PFGE et MLST. Ces résultats indiquent, dans le cas des 

groupes A, B1 et B2, des pouvoirs discriminants égaux entre la méthode PFGE et la méthode 

MLST (H vaut respectivement 0,66 et 0,88). Pour le groupe C, les pouvoirs discriminants des 

deux méthodes se montrent équivalents (0,94 pour la PFGE et 0,93 pour la MLST).  

 

Tableau 35: Indices de Simpson calculés pour chaque groupe d’isolats, selon la méthode de 

génotypage (PFGE ou MLST). 

 Indice de Simpson (H) 

 PFGE MLST 

Groupe A 0 0 

Groupe B1 0,66 0,66 

Groupe B2 0,88 0,88 

Groupe C 0,94 0,93 

 

4.3.3. Comparaison des liens phylogénétiques 

Les isolats utilisés pour cette étude ont été repositionnés dans l'arbre phylogénétique 

global obtenu par analyse des profils PFGE des isolats du bassin versant étudié (Figure 36). 

Des tendances très intéressantes ressortent de cette analyse. 

Les 6 isolats de cette étude appartenant au complexe clonal identifié par l'analyse e-burst des 

profils alléliques de l’arc Atlantique sont ainsi regroupés dans un cluster qui regroupe les 
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clusters C6, C7, C8, C9, C10 et des profils individuels. Aucun isolat de ce complexe clonal ne 

se trouve hors de ce cluster. Par contre, des isolats qui ne font pas partie du complexe clonal 

se trouvent dans ce cluster (D6 ST220, B66 ST226 et B99 ST230). 

Les 3 isolats ST182 sont également regroupés dans un même cluster qui regroupe C11, C12 et 

des profils individuels. Mais dans ce cas, l'isolat ST227 relié lors de l'analyse e-burst au 

ST182 n'est pas localisé dans ce cluster et un ST non apparenté (ST221) se trouve dans ce 

groupe. 

Les isolats présentant les ST219 et ST225, apparentés d'après l'analyse e-burst, sont 

également localisés dans un même cluster qui regroupe les clusters apparentés C13, C14 et 

C15.  

Les 3 isolats présentant le ST90 sont localisés dans un grand cluster qui rassemble les clusters 

C16 et C17 apparentés et quelques profils individuels. L'isolat D6 du ST apparenté ST220 

n'est cependant pas localisé dans ce cluster. Aucun autre ST identifié et non apparenté selon 

l'analyse e-burst ne vient se positionner dans ce groupe pourtant majoritaire. 

Pour les STs apparentés ST222-ST223 et ST221-ST224, les regroupements ne sont pas clairs 

et ces isolats sont répartis dans d'autres clusters. 

Les clusters ainsi définis regroupent des souches de similarités compris en moyenne entre 65 

et 94 % de similarité, et pourraient correspondre à des complexes clonaux tels qu'ils sont 

définis par l'analyse e-burst des résultats de MLST. 
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Figure 36 : Dendrogramme de l’ensemble des pulsotypes observés un bassin versant de 

Bretagne, et isolats de l’étude comparative MLST-PFGE. Les isolats dont les STs sont 

compris dans le CC (étude « arc Atlantique») et le ST230 sont indiqués en rouge. Chaque 

paire de SLVs et DLVs en dehors du CC est réprésentée par une couleur. Les regroupements 

de clusters sont indiqués par des encadrés gris, et les valeurs de similarité minimum et 

maximum dans chaque regroupement sont indiquées en gris. 
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Résumé 

La comparaison des deux méthodes d’analyse de la variabilité génétique de F. 

psychrophilum, la MLST et le PFGE, montre des résultats relativement concordants sur notre 

échantillon de 31 isolats. D’une manière générale, les pulsotypes différents présentent des ST 

différents et des pulsotypes identiques présentent des ST identiques. Nos résultats montrent 

que ce n’est pas vrai dans tous les cas mais qu’une corrélation fine existe entre pulsotype et 

ST. Ainsi des pulsotypes très proche, peuvent avoir des ST identiques et des pulsotypes 

identiques peuvent avoir des ST différents mais très proches phylogénétiquement. 
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Discussion - Conclusions 
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L’objectif général de ces travaux de thèse était de fournir des connaissances sur la 

variabilité génétique de la bactérie pathogène de poissons F. psychrophilum, sur le territoire 

français où cette bactérie fait partie des principaux pathogènes répertoriés responsables des 

cas déclarés de pertes dans les élevages de salmonidés (Guichard, 2004). Nous nous sommes 

centrés sur l'analyse de cette variabilité sur un hôte donné, la truite arc-en-ciel, car celle-ci 

représente l'espèce piscicole la plus produite en France. De plus, les travaux déjà existants sur 

ce pathogène concernent souvent des isolats issus d'hôtes différents et de pays différents, avec 

un effet souvent marqué de l'hôte d'origine sur la variabilité (Chakroun et al., 1998; Chakroun 

et al., 1997; Chen et al., 2008; Izumi et al., 2007; Nicolas et al., 2008). Des analyses 

approfondies de variabilité génétique sur un hôte donné manquaient donc, a fortiori à une 

échelle géographique réduite.  

Nos recherches se sont orientées dans un premier temps sur l’étude de la variabilité 

génétique à l’échelle d’une zone de production : l’arc atlantique français, et ce sur plusieurs 

années. Dans cette étude, les isolats analysés provenaient de poissons en phase clinique de la 

maladie. Cette étude a été réalisée par l’approche MLST, outil déjà développé pour cet agent 

pathogène et que nous avons pu acquérir par collaboration avec E. Duchaux de l'INRA de 

Jouy-en-Josas. Dans un second temps, nous avons voulu aller plus finement dans l’étude de la 

variabilité génétique en travaillant à une échelle spatio-temporelle plus réduite : un bassin 

versant situé en Bretagne et sur une durée d’un an. Pour cette étude, le choix de la méthode 

d'analyse s'est porté sur la PFGE pour plusieurs raisons à la fois scientifiques, pratiques et 

économiques. Les résultats de la première partie des travaux n'étant pas encore disponibles, 

nous ne savions pas si la technique MLST serait suffisamment discriminante pour un 

échantillonnage et une analyse sur une population à priori plus homogène génétiquement. Le 

nombre élevé d'isolats susceptibles d'être collectés au cours de cet échantillonnage ne 

permettait pas d'envisager une analyse exhaustive de tous les prélèvements par la méthode 

MLST, sans assurance de données obtenues discriminantes. Le choix s'est donc porté sur la 

PFGE, méthode déjà validée au laboratoire, dont la mise en œuvre et le coût étaient 

compatibles avec la taille de la population attendue. Cette analyse par PFGE devait permettre 

de sélectionner des isolats bactériens représentatifs qui ont ensuite été analysés par MLST. 

Ainsi, nous nous sommes attachés à comparer les variabilités génétiques obtenues selon les 

deux méthodes de génotypage utilisées dans ce travail (PFGE et MLST) sur des isolats 
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sélectionnés sur la base de leurs profils PFGE comme étant identiques ou génétiquement très 

différents. 

Variabilité génétique de F. psychrophilum isolé de truite arc-en-ciel élevées sur l’arc 

atlantique français et estimée par la MLST 

La MLST, rendue possible grâce aux avancées liées au séquençage de gènes et de 

génomes bactériens entiers, constitue une méthode de génotypage de plus en plus prisée par la 

communauté scientifique, du fait de la reproductibilité des résultats et de l’aisance du partage 

de données. Elle a été appliquée à l’étude de variabilité génétique chez de nombreuses espèces 

bactériennes telles que Pseudomonas aeruginosa, important agent impliqué dans les 

infections nosocomiales (Maatallah et al., 2011), ou encore Laribacter hongkongensis, une 

bactérie découverte récemment, retrouvée chez les poissons et associée à la « diarrhée du 

voyageur » (Woo et al., 2009). Dans le cas de F. psychrophilum, un schéma MLST a été 

décrit pour la première fois en 2008 (Nicolas et al., 2008), pour une analyse de variabilité de 

souches provenant du monde entier et d’espèces de poissons hôtes diverses. Dans notre étude, 

la MLST sur 7 gènes de ménage (trpB, gyrB, dnaK, tuf, fumC, murG et atpA) a permis 

l’analyse de variabilité génétique de F. psychrophilum à l’échelle spatiale de 4 régions situées 

sur l’arc atlantique (Aquitaine, Bretagne, Pays de la Loire et Poitou charente), sur une échelle 

temporelle de plusieurs années, en s’intéressant uniquement à des isolats responsables de cas 

cliniques observés chez la Truite arc-en-ciel. Soixante six isolats de F. psychrophilum ont été 

sélectionnés pour cette étude, après identification moléculaire par un protocole développé 

dans ce travail de thèse, basé sur l’amplification moléculaire des gènes gyrA et gyrB par PCR 

duplex. 

Les données de séquences ont révélé un nombre d’ « allèles types » variable selon le locus, 

sans aucune insertion ni délétions de bases. Le calcul du ratio dN/dS qui permet d’estimer la 

pression de sélection a montré pour chaque locus une valeur moyenne inférieure à 1, 

significative d’une sélection purificatrice agissant sur les gènes. Ceci indique que les 

éventuelles substitutions non-synonymes qui ont pu survenir dans la population bactérienne 

étudiée ne se sont pas fixées dans les gènes de ménage, confirmant ainsi que les gènes choisis 

sont neutres, résultat attendu pour des gènes utilisés dans une analyse MLST. 
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Un total de 15 profils alléliques (STs) a été observé dans l’échantillon de l’arc atlantique. La 

diversité génétique (H), estimée pour les séquences des 15 STs de notre étude, a mis en 

évidence une diversité globale de séquences assez moyenne (H = 0,4313). Cette valeur H est 

proche de celle obtenue pour les séquences des 25 isolats de F. psychrophilum de truites arc-

en-ciel (H=0,5333) de l’étude de Nicolas et al. (2008). Ceci permet d’observer que, pour la 

même espèce de poisson hôte, même si les STs et les contextes spatio-temporels sont 

différents, on retrouve pour ces deux populations des diversités génétiques équivalentes.  

La comparaison des séquences de nos STs à celles des STs obtenus précédemment chez la 

truite arc-en-ciel (Nicolas et al., 2008), a fait apparaître 2 nouveaux SNPs pour 14 nouveaux 

profils alléliques. Seul le profil allélique ST2 avait déjà été observé chez cette espèce. Il 

apparait donc que différentes associations de SNPs dans chaque locus, couplées à différents 

assortiments d’ATs ont contribué à la genèse des 14 nouveaux STs observés dans 

l’échantillon « arc atlantique » de F. psychrophilum.  

Le test statistique du nombre minimum d’homoplasies (test PHI) appliqué à chaque locus, a 

permis de montrer de manière statistiquement significative, que les loci trpB, gyrB, dnaK et 

atpA sont responsables de la recombinaison préalablement détectée par test PHI appliqué aux 

séquences des 15 STs, et par l’analyse « split decomposition ». L’analyse MLST appliquée à 

d’autres bactéries pathogènes de poisson, du genre Aeromonas (Martino et al., 2011), a 

montré une configuration très différente de celle de notre étude où la recombinaison est 

combinée à une diversité génétique relativement faible. Dans le cas d’Aeromonas, la 

variabilité génétique très élevée était combinée à une recombinaison intra-spécifique très rare. 

Pour l’espèce Aeromonas veronii, cette étude a aussi mis en évidence le fait que les plans 

d’échantillonnage et méthodes utilisées pour détecter la recombinaison peuvent influencer les 

conclusions, car une autre analyse de cette même espèce avait démontré un effet significatif 

de la recombinaison (Silver et al., 2011). Dans le cas de F. psychrophilum, la recombinaison 

s’est avérée être un générateur majeur de la diversité génétique tant dans notre étude à 

l’échelle d’une zone géographique dans un pays (la France), qu’à l’échelle du monde entier 

(Nicolas et al., 2008). Ces dernières données MLST, comparées à des données MLST sur 48 

bactéries et archea, ont par ailleurs montré que F. psychrophilum possède le taux de 
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recombinaison homologue le plus élevé parmi les 46 espèces bactériennes comparées (Vos 

and Didelot, 2008).  

Plusieurs plasmides (Chakroun et al., 1998; Duchaud et al., 2007) et des bactériophages (Kim 

et al., 2010a) ont été retrouvés chez F. psychrophilum. Bien que ces éléments soient des 

vecteurs ayant un rôle dans la recombinaison bactérienne en général, leur implication dans la 

recombinaison chez F. psychrophilum demeure encore inconnue. L’hypothèse d’échanges de 

plasmides potentiellement impliqués dans la recombinaison, via la conjugaison semble exclue 

puis qu’aucun gène codant pour des pilis (indispensable au transfert conjugatif) n’a été 

retrouvé dans le génome de F. psychrophilum (Duchaud et al., 2007). Ainsi, la recombinaison 

générée suite à l’action de bactériophages et/ou à l’acquisition d’ADN de l’environnement 

nous paraissent être les évènements les plus probables. 

Les valeurs de l’indice d’association standard (IA
S
) calculées pour notre échantillon ont 

faussement identifié une structure clonale de la population étudiée, par ailleurs en 

contradiction avec la survenue d’évènements de recombinaison détectés dans cette population. 

En effet, lorsque le calcul de l’IA
S
 a été effectué après regroupement des STs en cluster 

d’après le modèle établi par Smith et al. (1993), la valeur de l’indice a révélé une structure de 

type épidémique de la population (0,084 ; p>0,05). Un exemple similaire a été observé chez 

Neisseria meningitidis où la population analysée est apparue dans un premier temps clonale 

malgré les évènements de recombinaison détectés, pour finalement s’avérer être de type 

épidémique après regroupement des STs en cluster (Smith et al., 1993).  

 

L’analyse des liens évolutifs par e-BURST des 15 STs retrouvés dans cette étude a 

permis d’observer un complexe clonal (CC) composé de 8 STs avec ST2 comme profil 

allélique ancestral, et 7 STs indépendants. Dans la précédente étude portant sur la diversité de 

F. psychrophilum par MLST, trois complexes clonaux (CC1, CC2 et CC3) avaient été 

identifiés (Nicolas et al. 2008). ST2 est le seul profil allélique commun entre cette étude et la 

nôtre. Il a été identifié comme étant le ST ancestral du CC1, permettant ainsi de considérer 

CC1 et CC, identifié dans notre étude, comme similaires.  

Le profil allélique ST2 semble être fortement lié à l’espèce truite arc-en-ciel car jusqu’à 

présent, il n’a été retrouvé que chez cette espèce (Nicolas et al, 2008). Cependant, de 

nombreux autres STs ont également été retrouvés associés à la truite arc-en-ciel. Il s’agit 
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néanmoins de profils alléliques pour lesquels il est difficile de suggérer aussi clairement, 

comme ? pour ST2, un lien à l’espèce, car ces STs n’ont été échantillonnés qu’une seule fois 

dans le monde (8 STs, Nicolas et al., 2008) et sur l’arc atlantique français (7 STs dans cette 

étude).  

Notre étude montre que divers profils alléliques peuvent être retrouvés dans une même région, 

voire sur un même site d’échantillonnage (Figures 23 et 24). Dans notre étude, 73,3% des STs 

(soit 11 STs sur 15) n’ont été échantillonnés qu’une seule fois, rendant difficile l’observation 

d’une répartition géographique des STs. A ceci s’ajoute le fait que pour les régions Pays de 

Loire et Poitou Charente, un trop faible nombre d’isolats de F. psychrophilum a été collecté (2 

pour chacune d’entre elles). Néanmoins, ST2 étant le profil allélique le plus représenté (47% 

de l’échantillon, soit 31 isolats de profil allélique ST2 sur 66), nous avons réalisé un test exact 

de Fisher qui a montré une absence de répartition géographique de ce profil allélique, de 

manière statistiquement significative. Une fois de plus, il s’agit d’un résultat à considérer 

comme partiel du fait de la surreprésentation des isolats dans les régions Aquitaine (42/66 soit 

63,6% de l’échantillon) et Bretagne (20/66, soit 30,3% de l’échantillon). La présence de STs 

identiques dans des zones géographiquement éloignées dans le monde a, par ailleurs, été 

précédemment décrite (Nicolas et al., 2008). Ceci suggère un rôle probable de la 

commercialisation des œufs et des géniteurs dans la diffusion de certains profils alléliques de 

F. pychrophilum dans le monde. On peut penser que les isolats cliniques (ceux de notre 

première étude) correspondent probablement à ceux qui ont été en contact précoce avec le 

poisson (infection des stades juvéniles), et donc correspondent majoritairement à des souches 

dispersées par le commerce (œufs et/ou alevins notamment). Les isolats auraient alors eu le 

temps de coloniser durablement les produits échangés (œufs/alevins). 

Plusieurs scenarii pourraient expliquer la présence des profils alléliques uniques ou 

minoritaires, outre le problème d'échantillonnage d'un nombre insuffisant d'isolats. Ils 

pourraient correspondre à des STs d’isolats endémiques, et donc ne pas être liés à la 

commercialisation des œufs et/ou des géniteurs de salmonidés. Ainsi ces profils alléliques 

uniques pourraient être représentatifs d’isolats bactériens dans l’environnement, et/ou 

d’isolats moins virulents que ceux retrouvés plus fréquemment en phase clinique, ou encore 

moins bien adaptés à l’espèce truite arc-en-ciel. Ces profils alléliques pourraient aussi 
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correspondre à des isolats qui infecteraient l’hôte à des stades de développement tardif, et 

entreraient en compétition avec le ST2 déjà présent dans l’hôte.  

La présence de F. psychrophilum a été détectée dans l’eau (Madetoja and Wiklund, 2002) et 

dans des hôtes autres que des poissons, tels que des algues dont les diatomées (Amita et al., 

2000; Izumi et al., 2005), qui pourraient servir de réservoirs. Les populations naturelles de 

poissons peuvent aussi constituer des réservoirs pour la bactérie F. psychrophilum, et il a été 

démontré que la variabilité génétique de la bactérie dans ces populations d’hôtes pouvait être 

plus importante que celle observée chez des poissons d’élevage (Chen et al., 2008). Nous 

signalons aussi que dans l’environnement des piscicultures où les échantillonnages ont été 

réalisés, des populations naturelles de truites, notamment l’espèce Truite fario, sont présentes 

et pourrait effectivement être porteuses d’isolats aux profils alléliques plus ou moins adaptés 

aux truites d’élevage.  

La recherche d’une répartition des profils alléliques par organe interne/externe de 

truite a été effectuée. Nous avons pu observer que des profils alléliques divers étaient 

retrouvés indifféremment en interne et en externe et qu’il n y avait pas de répartition par 

organe statistiquement significative selon l’appartenance au complexe clonal. Parmi les STs 

échantillonnés plus d’une fois, deux profils alléliques (ST89 et ST92) n’ont été retrouvés 

qu’en interne. Ceci indique que ces deux profils alléliques font probablement partie des STs 

les plus aptes à franchir les barrières de l’hôte et les mieux adaptés au milieu interne de la 

truite arc-en-ciel. Ces profils alléliques constitueraient ainsi des cibles intéressantes dans les 

problématiques d’étude de virulence et peut être, de mise au point de vaccins. 

Variabilité génétique de F. psychrophilum échantillonné dans un bassin versant analysée par 

MLST 

Nous avons voulu éprouver le pouvoir résolutif de la MLST appliquée à F. psychrophilum 

échantillonné dans un contexte spatio-temporel limité. A cet effet, 31 isolats ont été choisis 

d’après leurs origines (même poisson et poissons différents, même site et sites différents) et 

leurs pulsotypes (pulsotypes identiques et pulsotypes différents) obtenus d’une analyse PFGE 

discutée par la suite. Malgré sa petite taille, cet échantillon permet de faire des observations 

intéressantes lorsque les données MLST sont comparées à celles obtenues sur l’échantillon de 

l’arc atlantique. 
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Parmi les isolats sélectionnés, la MLST a permis d’observer un total de 18 profils alléliques. 

Les données de séquence de ces 18 STs montrent que, comme pour les isolats de l’arc 

atlantique, les loci MLST n’étaient pas soumis à pression de sélection avec des valeurs de 

ratio dN/dS équivalentes, confirmant une fois de plus l’adéquation du choix de ces gènes pour 

l’étude MLST pour F. psychrophilum. Les valeurs moyennes des indices de diversité 

nucléotidique par site et de diversité génétique se sont en revanche montrées plus élevées pour 

les isolats de bassin versant par rapport à ceux de l’arc atlantique, indiquant que, malgré une 

taille d’échantillon plus petite que celle de l’arc atlantique, les profils alléliques retrouvés ici 

présentent entre eux une variabilité supérieure à ceux de l’arc atlantique. A l’échelle des 

séquences, cette diversité s’explique par des combinaisons diverses de SNPs (par rapport à 

ceux observés pour l’arc atlantique, certains sont nouveaux alors que d’autres ont disparus) et 

aux évènements de recombinaison qui ont été observés dans l’échantillon étudié. 

Dans l’échantillon sélectionné du bassin versant en Bretagne, de nombreux profils 

alléliques qui n’ont été décrits ni au niveau mondial (Nicolas et al., 2008), ni à l’échelle de 

l’arc atlantique français, ont été retrouvés. Seul le profil allélique ST2 est commun à ces 3 

échelles. Il se présente ainsi comme le profil le plus associé à l’espèce truite arc-en-ciel. 

Le profil allélique ST2 ainsi que certains STs inclus dans le complexe clonal décrits dans 

l’étude « arc atlantique » ont aussi été retrouvés dans le bassin versant. Sachant que ST2 est le 

profil allélique ancestral de ce complexe clonal, ST2 est un profil allélique associé à l’espèce 

truite arc-en-ciel qui se serait « installé » en France au travers de la commercialisation d’œufs 

et/géniteurs déjà porteurs de la bactérie, et qui se serait diversifié au travers de phénomènes de 

mutations et recombinaisons. L’hypothèse de la variabilité génétique observée dans le bassin 

versant breton, générée par des échanges de matériel génétique (acquisition spontanée de 

fragments ADN nus présent dans l’environnement de la bactérie et/ou via des bactériophages) 

entre les isolats ST2 de F. psychrophilum et des isolats endémiques, n’est pas exclue.  

 

Finalement, dans un contexte spatio-temporel aussi limité que le nôtre (un bassin 

versant, suivi de variabilité génétique sur un an), la MLST a permis de discriminer les isolats 

et a mis en évidence une variabilité génétique plus importante que celle observée dans l’arc 

atlantique.  
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Variabilité génétique de F. psychrophilum isolé de truite arc-en-ciel élevées dans un bassin 

versant de Bretagne et estimée par la PFGE 

La PFGE, souvent qualifiée de méthode « gold standard », porte sur l’analyse de la 

totalité du génome et non sur un ensemble de gènes comme c’est le cas de la MLST, et se 

montre souvent plus discriminante que les méthodes basées sur le typage de quelques gènes 

(RAPD, ribotypage, PCR-RFLP ou encore MLST) (Arai et al., 2007; Li et al., 2009; Wang et 

al., 2003). Ainsi, le génotypage par la méthode PFGE a été choisi pour étudier la variabilité 

génétique de F. psychrophilum à l’échelle d’un bassin versant de Bretagne, dans l’hypothèse 

d’une variabilité génétique plus faible de la bactérie dans un contexte spatio-temporel plus 

restreint que celui présenté dans la première partie de ces travaux de thèse.  

Nous avons étudié par PFGE, la variabilité génétique de F. psychrophilum 

échantillonné pendant une période d’un an, sur 4 sites piscicoles dédiés à l’élevage de truite 

arc-en-ciel. Les truites analysées tout au long de ce suivi ont été choisies de manière aléatoire 

dans les bassins et ne présentaient pas de signes cliniques de la maladie. L’observation de la 

présence de la bactérie F. psychrophilum nous a permis de confirmer le portage sain de la 

bactérie déjà décrit (Kim et al., 2010b; Madsen and Dalsgaard, 2000). Ce portage est 

caractérisé par une prévalence globale faible pendant toute la durée de notre étude (104 

poissons infectés / 1545 analysés, soit 6,73%), avec des prévalences d’infection plus élevées 

chez les stades juvéniles du poisson (truitelle avec 12,70% et alevin avec 5,40%). L’évolution 

de la prévalence de poissons infectés est en lien avec celle des températures enregistrées 

pendant le suivi des sites : aux températures les plus faibles correspondent les prévalences les 

plus hautes, et inversement. Cette donnée corrobore la capacité de F. psychrophilum à 

entraîner la maladie (sous-entendu que la charge bactérienne chez l’hôte est importante) à des 

températures comprises entre 8 et 12°C, et l’observation de Nematollahi et al. (2003) qui ont 

noté une relation négative entre la température et la fixation de la bactérie chez la truite arc-

en-ciel. Des poissons infectés ont tout de même été retrouvés pendant la période estivale, 

montrant ainsi que cet agent est également présent à des températures plus élevées. Cette 

observation est en cohérence avec les dires des pisciculteurs et vétérinaires de terrain qui 

observent des développements cliniques même durant l’été. Il pourrait s’agir d’une adaptation 

de la bactérie aux températures de l’eau enregistrées durant l’été, mais aucune de nos données 
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de variabilité génétique ne nous permet d’établir un lien entre ces pulsotypes et/ou clusters et 

les conditions de températures. En effet, les pulsotypes des isolats retrouvés à cette période 

sont inclus dans des clusters divers. On peut tout de même noter le maintien de certains 

clusters, notamment le cluster C17, à la fois durant la période estivale et durant les mois plus 

froids. Ces clusters regrouperaient donc des isolats bien adaptés à l’hôte Truite arc-en-ciel, 

aux conditions d’élevage, et aux fluctuations de température. On peut soupçonner leur 

potentielle implication dans le déclenchement de phases cliniques. 

La prévalence des poissons infectés s’est montrée très variable selon les sites, avec une 

tendance très forte à augmenter de l’amont vers l’aval des rivières étudiées. Ceci pourrait 

suggérer une contribution de la diffusion de l’agent bactérien via le réseau hydrographique et 

éventuellement une contribution des potentiels réservoirs (poissons, sédiments) présents dans 

la rivière. 

Nous avons mis en évidence un portage de F. psychrophilum plus faible en externe 

(branchies) qu’en interne (rate). Un élément explicatif pourrait résider dans l’étape de culture 

des prélèvements de branchies qui a laissé apparaître de nombreux contaminants ayant inhibé 

la croissance des colonies de F. psychrophilum, et rendant difficile l’isolement d’un nombre 

plus important de colonies pures. 

L’analyse de la variabilité génétique de F. psychrophilum à l’échelle d’un poisson a permis 

d’observer que pour un même individu, des isolats aux pulsotypes très divers peuvent co-

exister et ce, au sein de chaque organe interne (rate) et externe (branchies). Un résultat 

similaire avait été observé dans une population de saumons coho, où une analyse PFGE avait 

montré du co-portage d’isolats aux pulsotypes différents dans le rein (Chen et al., 2008). Le 

cas inverse, à savoir la présence d’isolats aux pulsotypes identiques au sein d’un même 

organe, a aussi été observée dans notre étude. La fréquence des co-portages s’est montrée plus 

élevée en externe (branchies) qu’en interne (rate), avec toutefois des niveaux de diversité 

comparables. Ce dernier résultat portant sur la diversité paraît surprenant, car on aurait pu 

s’attendre à une diversité beaucoup moins élevée en interne qu’en externe, en supposant qu’il 

existe un certain nombre de barrières liées à la capacité des isolats à pénétrer puis coloniser le 

milieu interne de l’hôte, qui auraient pu limiter ainsi le nombre de types génétiques de F. 

psychrophilum retrouvés en interne.  
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Notre étude montre qu’il existe une grande diversité de pulsotypes notamment sur les 

sites A, B et D, alors que dans le site C un seul pulsotype a été retrouvé. Cette diversité suit la 

tendance de la prévalence d’infection, et elle tend à croître de l’amont vers l’aval de la rivière.  

Pour rappel, le site C est une écloserie positionnée sur un bras de rivière, sans aucune 

exploitation piscicole en amont et sans aucun apport extérieur de poissons, ce qui pourrait 

expliquer la variabilité génétique limitée sur ce site. Le site D est (i) situé en début de rivière, 

(ii) avec des truites provenant du site C et d’une pisciculture hors du bassin versant étudié, 

(iii) où seules des truites au stade adulte, stade peu sujet à la flavobactériose des eaux froides 

(Decostere et al., 2001; Holt, 1988), ont été analysées. Ces trois éléments pourraient être à 

l’origine du nombre limité d’isolats collectés (10) et de pulsotypes observés (9), même si ces 

pulsotypes sont variés. Les sites A et B sont les sites ayant montré le plus de diversité, 

notamment le site B. Ce dernier est positionné en bout de rivière, recevant ainsi les eaux 

potentiellement chargées de F. psychrophilum. Ceci tend à confirmer donc une diffusion de F. 

psychrophilum au travers du réseau hydraulique dont nous avions fait mention, et la raison de 

la grande diversité de pulsotypes de F. psychrophilum sur le site B pourrait résider dans 

l’association de plusieurs des facteurs cités ci-après :  

- F. psychrophilum peut être présent librement dans l’eau et les sédiments (Madetoja and 

Wiklund, 2002; Madsen et al., 2005; Wiklund et al., 2000), et ainsi transmis aux truites 

d’élevage, puisque les piscicultures sont alimentées par dérivation des eaux de rivière ; 

- Nous savons que des populations naturelles de poissons d’espèces différentes sont 

présentes dans la rivière sur laquelle sont positionnés nos sites d’étude, et pourraient 

constituer des réservoirs de la bactérie comme cela a pu être observé aux USA et au 

Japon (Chen et al., 2008; Kumagai et al., 2011). Parmi les espèces autochtones de cette 

rivière, on retrouve principalement la Truite fario, alors que la Truite arc-en-ciel n’en fait 

pas partie (même si quelques individus peuvent y être retrouvés). Chaque espèce 

présente dans la rivière pourrait être porteuse d’isolats aux pulsotypes spécifiques 

puisque l’association espèce hôte spécifique de génotypes de F. psychrophilum, obtenus 

par PFGE a été démontrée (Arai et al., 2007; Avendaño-Herrera et al., 2009). 

Parallèlement, il pourrait y avoir une certaine diversité de pulsotypes propre à chaque 

espèce, comme cela avait déjà été observé aux USA dans une population naturelle de 

saumon coho sans signes cliniques de la maladie (Chen et al., 2008). Ainsi il pourrait 
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exister un transfert via l’eau, d’isolats de pulsotypes finalement très divers de ces 

espèces naturelles vers les truites d’élevage. Nous pouvons aussi supposer un apport plus 

important de la part des truites fario (famille Salmoninae comme la Truite arc-en-ciel), 

génétiquement proches de la Truite arc-en-ciel. On assisterait peut être alors à une 

adaptation d’une certaine catégorie d’isolats de truites fario, à la truite arc-en-ciel. 

Malheureusement aucune donnée de variabilité génétique de F. psychrophilum chez la 

Truite fario n’étant connue, la vérification de cette hypothèse est difficile. 

Par ailleurs, les sites A et B qui procèdent entre eux à des échanges commerciaux, n’ont en 

commun que 5 pulsotypes sur un total de 80 retrouvés pour ces deux sites durant la période 

d’étude. Ces 5 pulsotypes représentent 22 % des isolats collectés sur l’ensemble de ces 2 sites. 

Quatre d’entre eux appartiennent à un même cluster (C17), et les isolats de ce cluster ont été 

retrouvés à toutes les saisons durant ce suivi. Ces observations laissent penser que le cluster 

C17 comprend des isolats bien adaptés à l’hôte truite arc-en-ciel, maintenus durant les 

périodes estivales, et potentiellement capables de provoquer la maladie dans des conditions 

particulières. La variabilité observée à l’échelle des pulsotypes pourrait trouver une 

explication dans l’adaptation des isolats aux conditions d’élevage propre à chaque site. 

D’autre part, aucun isolat dont le pulsotype appartient au cluster C17 n’a été échantillonné sur 

les sites C et D, ce qui laisse clairement apparaître le rôle des échanges entre piscicultures 

dans la diffusion de l’agent.  

La méthode PFGE a permis d’observer une très grande hétérogénéité génétique de F. 

psychrophilum dans l’ensemble des 4 sites de l’étude. Aucun profil dominant n’a pu être 

observé, comme ce fut le cas avec des méthodes telles que la PCR-RFLP (Izumi et al., 2003a; 

Izumi et al., 2007) et le ribotypage (Madsen and Dalsgaard, 2000) appliquées à un nombre 

d’isolats de F. psychrophilum équivalent à celui de notre étude (entre 242 et 299, contre 282 

dans notre étude) d’origines (géographie, espèce hôte) encore plus diverses que celle de notre 

étude. Un résultat différent aurait peut être été observé pour un même plan d’échantillonnage 

appliqué à des truites arc-en-ciel en phase cliniques, avec l’observation des clusters 

importants d’isolats génétiquement proches comme cela a pu être démontré chez des truites 

arc-en-ciel malades et de mêmes élevage aux USA (Chen at al., 2008). 
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Comparaison des méthodes PFGE et MLST sur un échantillon du bassin versant de Bretagne 

La MLST porte sur l’analyse de gènes de ménage qui ne sont pas soumis à pression de 

sélection et donc pour lesquels la variabilité n’est pas forcément observable dans un intervalle 

de temps limité. De ce fait, certains auteurs soutiennent que la méthode MLST serait plus 

adaptée à des études de variabilité génétique chez les bactéries dans un contexte de suivi à 

long terme (Li et al., 2009). Le génotypage des bactéries Acetinobacter baumannii et 

Klebsiella pneumoniae par PFGE et MLST a montré que ces deux méthodes pouvaient être 

complémentaires, chacune appropriée à des contextes distincts (épidémiologie locale pour la 

PFGE et structure de population à une plus large échelle géographique pour la MLST) 

(Hamouda et al., 2010; Vimont et al., 2008). Nous pouvons également supposer que les 

résultats de variabilité génétique obtenus selon chacune de ces deux méthodes, dépendent de 

l’espèce bactérienne étudiée.  

Nous avons voulu observer la concordance (ou non) des résultats de MLST avec ceux de 

PFGE sur un échantillon d’isolats de F. psychrophilum dont les résultats de MLST ont été 

discutés en amont.  

Cette étude a permis de mettre en évidence une assez bonne concordance entre les résultats de 

PFGE et ceux de MLST, avec des pouvoirs discriminants qui se sont avérés très proches. La 

correspondance parfaite entre les résultats pulsotypes-STs n’était pas toujours possible car des 

isolats aux pulsotypes différents ont présenté des STs identiques et inversement, des isolats 

aux pulsotypes identiques ont présenté des STs différents. Certaines de ces correspondances 

ont néanmoins été rétablies lorsqu’elles ont été observées entre clusters et STs, démontrant 

que des isolats aux profils alléliques identiques ont des pulsotypes qui demeurent proches du 

point de vue de leur similarité. 

Les résultats de la méthode MLST semblent ainsi être prometteurs puisqu’elle a bien permis 

de classer comme identiques des isolats aux pulsotypes identiques provenant d’un même 

poisson, et surtout de discriminer des isolats aux pulsotypes différents collectés à la même 

période et sur un même poisson et/ou un même site. Des résultats similaires de MLST ont 

déjà été observés dans une étude de comparaison de diversité génétique de P. aeruginosa par 

ERIC-PCR, PFGE et MLST (Kidd et al., 2011). Cette étude montrait des pouvoirs 

discriminants équivalents pour les trois méthodes, sur un échantillon collecté sur une période 
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d’un an. Une telle comparaison de méthodes sur d’autres pathogènes de poisson du genre 

Flavobacterium est difficile puisque jusqu’à présent, aucun travaux sur ce sujet, impliquant la 

PFGE ou la MLST, n’ont été publiés.  

 

Conclusion générale et perspectives 

Ce travail de thèse portant sur la première analyse de variabilité de F. psychrophilum 

d’origine exclusivement française et uniquement sur l’espèce hôte Truite arc-en-ciel, par 

MLST et PFGE, a permis de produire des éléments de connaissance sur, d’une part des profils 

alléliques retrouvés en situation d’épidémies (arc atlantique), et d’autre part les STs et 

pulsotypes observés dans le cas de portage sain.  

Il en ressort que l’une des premières stratégies de lutte contre la diffusion de l’agent F. 

psychrophilum, reste la limitation des échanges commerciaux. En effet, nous avons pu 

observer des prévalences d’infection très faibles sur l’un de nos sites d’étude dont la 

production d’œufs et l’alevinage/grossissement étaient réalisés sur place. Les échanges de 

produits avaient déjà été incriminés dans la diffusion de l’agent (Kumagaï and Takahashi, 

1997).  

Des profils alléliques majoritaires ont été associés aux isolats de l’arc atlantique français, 

tandis qu’une grande diversité génétique obtenue par PFGE et MLST a été démontrée dans le 

contexte d’un bassin versant étudié sur une période d’un an. Ces observations corroborent de 

précédentes études qui ont montré pour une même espèce hôte, une forte homogénéité 

génétique d’isolats cliniques de F. psychrophilum contre une variabilité plus marquée dans 

des cas de portage asymptomatique (Avendaño-Herrera et al., 2009; Chen et al., 2008). 

Le choix d’une méthode d’analyse est dépendant du pas de temps de l’étude et de la 

dispersion géographique des isolats. Il est aussi important de prendre en compte l’agent 

bactérien étudié, car selon les pouvoirs recombinogènes, une même méthode pourra être 

adaptée pour une espèce et pas pour une autre. Dans notre cas, les méthodes PFGE et MLST 

se sont montrées adaptées à une surveillance épidémiologique de F. psychrophilum même à 

court terme. La préférence de l’une des deux méthodes parait pour l’instant prématurée même 
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si elles montrent une bonne concordance dans leurs résultats. Néanmoins, pour des suivis 

épidémiologiques futurs, les coûts d’analyses pourraient constituer un argument de poids dans 

le choix entre PFGE et MLST. 

Un effort de génotypage de F. psychrophilum supplémentaire à une échelle aussi limitée 

qu’un bassin versant dans l’autre grand bassin de production français de Truite arc-en-ciel, 

l’Aquitaine, pourrait être intéressant. Cette étude permettrait de comparer les variabilités 

génétiques entre Bretagne et Aquitaine, et confirmerait la présence d’isolats endémiques 

capables de s’adapter à l’environnement piscicole local. 

Il serait intéressant de poursuivre ce travail de recherche afin de distinguer plus clairement les 

clusters de profils alléliques ou pulsotypes les plus souvent liés à l’environnement interne du 

poisson et donc potentiellement virulents. Ces groupes pourront alors être caractérisés par leur 

pathogénicité ou leur résistance aux antibiotiques, à l’exemple de l’identification d’un 

génotype virulent de F. psychrophilum, chez l’ayu (Fujiwara-Nagata et al., 2012). Ce type 

d’informations pourra à long terme, orienter la mise au point de vaccin et une meilleure 

recommandation quant aux antibiotiques appropriés au contexte français. 
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Annexe 1 : Préparation des milieux de culture 

1. Milieux FLP  

 Quantités  

Composants Gélose FLP Bouillon FLP Références  

Tryptone (Bacto Tryptone) 4 g 4 g BD, France 

Extrait de levure (Yeast extract) 0,4 g 0,4 g Oxoid, France 

CaCl2 (2 H2O) 0,2 g 0,2 g Panréac, France 

MgSO4 (7 H2O) 0,5 g 0,5 g Panréac, France 

Glucose 0,5 g 0,5 g Labogros, France 

Agar (Agar N°1) 10 g --- Oxoid, France  

Eau q.s.p. 1000 mL 1000 mL --- 

Stérilisation pendant 15 minutes à 121°C. Pour le bouillon FLP, le pH doit être de 7,2 à 25°C. 

2. Milieu TSA 

 

Composants Quantités Références 

TSA 

(en g/L   
Tryptone : 15 
Peptone papaïnique de soja : 5 
Chlorure de sodium : 5 
Agar agar bactériologique : 15) 

40 g Biokar Diagnostics 

Eau q.s.p. 1000 mL ---  
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Annexe 2 : Solutions utilisées pour la PFGE 

1. Préparation des solutions mères 

Réactifs Concentration de la 

solution mère à obtenir 

Quantité de réactif 

à peser 

Eau qsp 

Sarcosyl 10 % 5 g 50 mL 

EDTA 0,5 M 37,23 g 200 mL 

Tris base 1 M 12,14 g 100 mL 

Remarque : pour dissoudre l'EDTA (1 M) ajouter des pastilles de soude  

 

2. Tampon TE  

pH 8. Qsp 1000 mL d’eau ultrapure 

Réactifs Concentration de la 

solution mère  

Concentration finale 

dans le tampon 

Volume de solution 

mère 

Tris base 1 M 10 mM 10 mL 

EDTA 0,5 M 1 mM 2 mL 

 

3. Tampon Cell Suspension  

pH8. Qsp 100 mL d’eau ultrapure 

Réactifs Concentration de la 

solution mère  

Volume de solution 

mère 

Concentration finale 

dans le tampon 

Tris base 1 M 10 mL 100 mM 

EDTA 0,5 M 20 mL 100 mM 
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4. Tampon de lyse  

pH 8. Qsp 500 mL d’eau ultrapure 

Réactifs Concentration de la 

solution mère  

Concentration finale 

dans le tampon 

Volume de solution 

mère 

Tris base 1 M 50 mM 25 mL 

EDTA 0,5 M 50 mM 50 mL 

Sarcosyl 10 % 10% 1% 50 mL 

 

5. Références et fournisseurs des réactifs et agarose 

utilisés en PFGE 

Réactif Nom commercial Fournisseur 

EDTA Gen-apex VWR (BDH Prolabo), France  

Sarcosyl N- lauroylsarcosine sodium salt Sigma, France 

Tris Tris base (500 g) Eurobio, France 

Proteinase K Proteinase K (100mg) Promega, France 

Sal I Sal I Ozyme, France 

Marqueur de taille MidRange II PFG Markers New England Biolabs, France 

Pulsed Field Certified 

Agarose  

Pulsed Field Certified Agarose 

(100g) 
Biorad, France 

SDS 20% SDS 20% Biorad, France 

TBE TBE 5X Prime, France 
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Annexe 3 : Fiche commémorative pour l’échantillon « arc 

Atlantique» 

 

QUESTIONNAIRE D’ENQUETE SOUCHES DE TERRAIN PRELEVEMENT DE 

YERSINIA RUCKERI ET/OU FLAVOBACTERIUM PSYCHROPHILUM 

 

Nom du vétérinaire préleveur : 

Date du prélèvement (J0) : 

Nom de la pisciculture : 

Adresse (code postal, ville) : 

Numéro de téléphone : 

Numéro de la pisciculture (n°GDSAA) : 

 

Alimentation en eau (source, forage, … si rivière : son nom) : 

Température de l’eau :                 °C (matin entre 7h-8h) et                °C (soir entre 17h-18h) 

Espèce (truite arc-en-ciel, truite fario…) : 

Catégorie du lot : Al = Alevins, P = Juvéniles ou adultes, G = Géniteurs 

Poids moyen (g) : 

Pisciculture d’origine des œufs ou alevins : 

Nom et adresse : 

Numéro de lot : 
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Numéro de bassin : 

Densité du bassin (kg/m3) : 

Biomasse totale du bassin (kg) : 

Débit moyen journalier dans le bassin (m3/h) : 

Taux d’oxygène en sortie de bassin ~ 2h après le dernier repas (ppm) : 

 

Vaccinations éventuellement effectuées sur le lot : 

Valence : 

Dates de primo vaccination : 

Poids moyen : 

Balnéation     Voie orale    Injection 

Nom du vaccin utilisé (CEVA, Schering, autovaccin..) : 

Dates de rappel : 

Poids moyen : 

Balnéation     Voie orale    Injection 

Nom du vaccin utilisé (CEVA, Schering, autovaccin..) : 

Dates de rappel : 

Poids moyen : 

Balnéation     Voie orale    Injection 

Nom du vaccin utilisé (CEVA, Schering, autovaccin..) : 

Valence : 
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Dates de primo vaccination : 

Poids moyen : 

Balnéation     Voie orale    Injection 

Nom du vaccin utilisé (CEVA, Schering, autovaccin..) : 

Dates de rappel : 

Poids moyen : 

Balnéation     Voie orale    Injection 

Nom du vaccin utilisé (CEVA, Schering, autovaccin..) : 

Dates de rappel : 

Poids moyen : 

Balnéation     Voie orale    Injection 

Nom du vaccin utilisé (CEVA, Schering, autovaccin..) : 

 

Traitement antibiotique précédent (joindre copie ordonnance du vétérinaire) 

(Pour les définitions et les unités, voir ci-dessous). 

 

Dates du traitement précédent : 

Nom complet du médicament : 

Taux de nourrissage effectif (% biomasse/ jour) : 

Concentration de l’antibiotique dans l’aliment médicamenteux : 

Appétit apparemment conservé : oui   non   
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Efficacité clinique : oui   non   

Traitement antibiotique actuel ou prévu (joindre copie ordonnance du vétérinaire) 

 

Dates du traitement : 

Nom complet du médicament : 

Médicament préparé à partir d’un premix 

Nombre total de poisson dans le bassin: 

Taux de nourrissage effectif (% biomasse/ jour)
 1

 : 

Nombre d’administration journalière de l’aliment médicamenteux : 

 

Préciser le taux d’incorporation du premix (kg premix/tonne d’aliment) et les quantités 

d’aliment contenant du médicament distribuées au lot atteint (en kg pour le lot atteint) : 

 Jour 1 et Jour 2 Jour 3 à Jour : ___________ 
Taux 

d’incorporation 

Premix
2
 

      

 Ration 

matin 

Ration 

midi 

Ration 

soir 

Ration matin Ration 

midi 

Ration 

soir 

Quantité 

aliments (kg) 

      

 

 

Médicament sous forme liquide mélangé à l’aliment 

Nombre total de poisson dans le bassin: 

Taux de nourrissage effectif (% biomasse/ jour)
 3

 : 

                                                 
1
 Taux de nourrissage = ration quotidienne (kg d’aliment/100kg poisson/j) 

2
 Taux d’incorporation du Premix (kg Premix / tonne d’aliment) 
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Nombre d’administration journalière de l’aliment médicamenteux : 

Préciser le volume de médicament sous forme liquide (mL/100kgPC/j) et les quantités 

d’aliment contenant du médicament distribuées au lot atteint (en kg pour le lot atteint) : 

 Jour 1 et Jour 2 Jour 3 à Jour : ___________ 
Volume de 

médicament
4
 

      

 Ration 

matin 

Ration 

midi 

Ration 

soir 

Ration matin Ration 

midi 

Ration 

soir 

Quantité 

aliments (kg) 

      

 

Appétit apparemment conservé : oui   non   

Maladie intercurrente (parasite, virus, bactérie…), si oui lesquelles: 

Nombre d’épisodes cliniques de : yersiniose     flavobactériose   

relevés sur la bande depuis l’éclosion / l’arrivée sur site et avant l’épisode actuel si épisode. 

 

Relevé des mortalités 

Mortalité depuis le premier jour où un taux anormal est détecté jusqu’au retour à la normale (sinon 5 jours après la fin du traitement). 

Indiquer dans le tableau la date du début et de fin du traitement (TT) et J0 : jour de l’ensemencement pour l’isolement des souches 

                                                                                                                                                         
3
 Taux de nourrissage = ration quotidienne (kg d’aliment/100kg poisson/j) 

4
 en mL / 100 kg de poissons/j 
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Autres éléments important à signaler pouvant influencer l’évolution de la maladie, l’efficacité 

du traitement, … : 

 

 

 

Jour Date début TT Date fin TT % morts/j 
nbre poissons 

morts/j 
Variations de la qualité 

de l’eau 

J-10        

J-9        

J-8        

J-7        

J-6        

J-5        

J-4        

J-3        

J-2        

J-1        

J0        

J1        

J2        

J3        

J4        

J5        

J6        

J7        

J8        

J9        

J10        

J11        

J12        

J13        

J14        

J15        
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Annexe 4 : Fiches relatives à l’échantillonnage dans un bassin 

versant breton 

1. Fiche de renseignement 

Fiche de renseignement du site de prélèvement 
(Echantillonnage de Flavobacterium psychrophilum) 

Structure   

Nom 
 

 

Adresse  
 

 

Numéro de téléphone 
 
Site web 

 

  

Alimentation en eau (source, 
rivière, forage…), précisez le 
nom 

 

Présence d’autres sites sur la 
rivière 

 Oui 

 Non 
 
Si oui, lesquels  

o En amont : 
 

o En aval : 
 
 

Production    

Espèces présentes sur le site 
 

 

Catégories  
 

 Géniteurs 

 Œufs 

 Alevins 

 Juvéniles 

 Adultes  

Origine (nom et adresse) pour 
chaque catégorie) 
 

Œufs : 
 
Alevins / truitelles: 
 

Nombre de bassins par catégorie  Alevins : 

 Juvéniles : 

 Adultes : 
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Gestion sanitaire et Historique de la prévention   

Vétérinaire traitant habituel  

Adhésion à un GDS  Oui 

 Non 
 

Si oui, lequel : 
 

Suivi d’un protocole HACCP  Oui 

 Non 

Nettoyage des basins Fréquence :  
 
Méthode :  

Qualité de l’eau Fréquence de mesure : 
 

Méthode : 

Traitement des œufs  Oui 

 Non 
Si oui, lequel 

Vaccination des lots  Oui 

 Non 
Si oui, de quelle façon 

Fréquence de pertes dans les 
bassins 

 Tous les jours 

 3fois/semaine 

 2fois/semaine 

 1fois/semaine 

 Autre, précisez  
 

Pourcentage moyen de mortalité 
à chaque épisode clinique 

 

Historique des maladies (depuis 2009) 

Bactérioses   Yersiniose 

 Flavobactériose  

 Autre, précisez 

Traitements Yersiniose :  

Flavobactériose :  

Autre, précisez : 

 

Autres maladies  Viroses, précisez : 

 Parasitoses, précisez  
 

Remarques 
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2. Fiche commémorative  

 
FICHE DE VISITE 

(Echantillonnage de Flavobacterium psychrophilum) 

Site : 

Date :  

Catégorie   Œufs 

 Alevins 

 Truitelles 

 Adultes  

Numéro de lot  

Identification du 
bassin (numéro…) 

 

Densité du bassin 
(kg/m3) 

Minimale : 
Maximale :  

Caractéristique de 
l’eau 

Température : 
o Matin (7h-8h) : 
o soir (17h-18h): 

pH : 
Débit journalier dans les bassins  

o Moyen : 
o Minimum : 

Maximum : 

Oxygenation Mode: 
Taux en sortie de basin (2h après le dernier repas):          ppm 

Alimentation Fabricant : 
 Mode de distribution : 
Taux de nourrissage :  

Vaccination 
éventuelle sur le lot 

date Nom du vaccin Moyen * 

   

   

   

Traitement 
antibiotique  

date Nom du médicament 
Efficacité 
clinique 

   

   

   

   

* B = Balnéation ; VO = Voie orale ; I = Injection 
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Annexe 5 : Liste des logiciels utilisés dans l’étude et leur lien 

de téléchargement et/ou utilisation on-line 

 

1. Traitement de séquences 

- BioEdit  

http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html 

- Consed, Phred and Phrap: outils de traitement des séquences (assemblage, alignement 

et manipulations diverses) 

http://www.phrap.org/consed/consed.html#howToGet 

- DnaSP version 5: analyse du polymorphisme dans un alignement de séquences 

http://www.ub.edu/dnasp/ 

- MEGA 5 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis): outils d’analyses multiples de 

séquences (alignement de séquences automatique et manuel, construction d’arbres 

phylogénétiques, l'exploitation de bases de données on line…) 

http://www.megasoftware.net/  

- SplitsTree version 4.12.3: analyses des liens phylogénétiques à partir d’un alignement 

de séquences  

(http://www.splitstree.org/) 

2. Traitement de données MLST 

- e-BURST: observation des liens entre génotypes définis par la méthode MLST 

http://eburst.mlst.net/v3/enter_data/single/ 

- LIAN 3.5 : outil de détection de déséquilibre de liaison 

http://pubmlst.org/analysis/) 

http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html
http://www.phrap.org/consed/consed.html%23howToGet
http://www.ub.edu/dnasp/
http://www.megasoftware.net/
http://www.splitstree.org/
http://eburst.mlst.net/v3/enter_data/single/
http://pubmlst.org/analysis/
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- START 2 (Sequence Type Analysis and Recombinational Tests): sélection d’outils 

pour l’analyse de données MLST 

(http://pubmlst.org/software/analysis/start2/) 

 

3. Traitements d’images 

- Quantity One (Bio-Rad, France): logiciel d’acquisition et analyse d’image pour les 

systèmes d’imagerie Bio-Rad  

http://www.bio-

rad.com/prd/fr/FR/adirect/biorad?cmd=catProductDetail&vertical=LSR&country=FR

&lang=fr&productID=170-9600 

- BioNumerics (module GelCompar II): logiciel de traitement d’image et analyses 

diverses (normalisation de profils, détermination de poids moléculaires, comparaison 

et clusterisations de profils…) 

http://www.applied-maths.com/download/software.htm 

4. Outils statistique 

- SAS statistical software version 9.2 (http://support.sas.com/software/92/index.html) 

http://pubmlst.org/software/analysis/start2/
http://www.bio-rad.com/prd/fr/FR/adirect/biorad?cmd=catProductDetail&vertical=LSR&country=FR&lang=fr&productID=170-9600
http://www.bio-rad.com/prd/fr/FR/adirect/biorad?cmd=catProductDetail&vertical=LSR&country=FR&lang=fr&productID=170-9600
http://www.bio-rad.com/prd/fr/FR/adirect/biorad?cmd=catProductDetail&vertical=LSR&country=FR&lang=fr&productID=170-9600
http://www.applied-maths.com/download/software.htm
http://support.sas.com/software/92/index.html
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Annexe 6 : Valorisation scientifique 
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Etude de la variabilité génétique Flavobacterium psychrophilum, pathogène de 
salmonidés. 
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Résumé 
Flavobacterium psychrophilum est une bactérie 

responsable de la flavobactériose d’eau froide touchant 
majoritairement les poissons de la famille des 
salmonidés, et plus particulièrement la Truite arc en ciel. 
Cette maladie entraine une mortalité massive chez ces 
espèces avec pour conséquence, des pertes 
économiques importantes. Face à l’émergence de 
résistances aux traitements antibiotiques actuels et à 
l’absence d’un vaccin contre cette maladie, 
l’amélioration des stratégies de gestion visant à en 
limiter la diffusion nécessite une meilleure 
compréhension de la variabilité génétique et de la 
structure de la population de son agent. Dans cette 
optique, cette thèse vise l’étude de la variabilité 
génétique de Flavobacterium psychrophilum en France 
où, aucune investigation de ce genre n’a encore été 
menée. A cet effet, le génotypage de F. psychrophilum 

par la méthode MLST a été menée sur une population 
de F. pyschrophilum échantillonnée sur des truites arc-
en-ciel présentant des signes cliniques de la maladie, 
dans les principales régions françaises de production 
aquacole. Cette étude a révélé que les poissons étaient 
majoritairement infectés par un complexe d’isolats 
génétiquement proches, sans pouvoir observer une 
structuration géographique. Une deuxième méthode de 
génotypage, la PFGE a été appliquée à une population 
de bactéries échantillonnées sur des truites arc-en-ciel 
apparemment saines, à l’échelle plus fine de quatre 
sites piscicoles situés dans un bassin versant de 
Bretagne. La PFGE a montré de la variabilité 
génétique : sur un même poisson, dans une même 
pisciculture et entre pisciculture, sans mise en évidence 
d’un variant génétique majoritaire. Enfin, les méthodes 
MLST et PFGE appliquées à une sélection d’isolats, ont 
montré des résultats concordants et des pouvoirs 
discriminants similaires. 
 
Mots clés 
Flavobacterium psychrophilum, diversité génétique, 

MLST, PFGE, truite arc-en-ciel, France 

Abstract 

Flavobacterium psychrophilum is the bacterial agent of 
“cold water disease” and “rainbow trout fry syndrome” 
affecting mainly the fish of the salmon family, especially 
the rainbow trout. This disease causes massive 
mortality in these species resulting in significant 
economic losses. With the emergence of antibiotics 
resistance and the lack of vaccines against this disease, 
the improvement of management strategies to limit the 
spread requires a better understanding of the genetic 
diversity and population structure of its agent. In this 
context, this thesis aims to study the genetic diversity of 
F. psychrophilum in France, where no such investigation 
has yet been conducted. For this purpose, genotyping of 
F. psychrophilum by MLST method was carried out on a 
population of sampled rainbow trout rainbow with clinical 
signs of the disease, in the main French regions of 
aquaculture production. This study showed that the fish 
were mainly infected by a complex of genetically closed 
isolates, without being able to observe a geographic 
structure. A second method of genotyping, PFGE, 
applied to a population of bacteria sampled on rainbow 
trout rainbow apparently healthy, at the finer scale of a 
sites located in a watershed in Britain, showed great 
genetic diversity: on the same fish, in a same farm and 
between sites, with no evidence of a major genetic 
variant. Finally, MLST and PFGE methods applied to a 
selection of isolates showed concordant results and 
similar discriminatory powers. 
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