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Introduction générale

La truite arc-en-ciel@ncorhynchus mykis®st un salmonidé d’eau douce importé au
début du 28" siecle en Europe depuis le Canada pour sa crossapide et ses grandes
capacités d’'adaptation aux conditions d’élevage. poesson est aujourd’hui le produit
essentiel de 'aquaculture dulgaquicole francais aine production de 32 000 tonnes par an
pour un chiffre d’affaire d’environ 100 millions eliros. Ces vingt derniéres années,
laugmentation de la production et une demandessarite ont nécessité des techniques de
production plus industrielles pour étre plus rel@sbL’intensification de 'aquaculture s’est
accompagnée d'un développement de difféerentes logiks. Elles peuvent étre non-
infectieuses, liées aux conditions environnemestaleutritionnelles et génétiques de
I'élevage, ou infectieuses, liées au développerdemiathogénes opportunistes. La densité et
le confinement des poissons ont conduit a I'émergaite bio-agresseurs "élevées” en méme
temps que les poissons. Il est possible d’obsdegeeffets de ses bio-agresseurs seuls ou en
associations. Il en existe 3 catégories : les fiagdes virus, les bactéries. D’un point de vue
économique, il est nécessaire de limiter l'incidede ces bio-agresseurs pour que I'élevage
soit économiquement rentable. En effet, les coids &aux pathologies infectieuses sont

considérables dans l'industrie aquacole.

De nombreuses bactéries ichtyopathogenes ont eétéitedé {Yersinia rucker,
Aeromonas salmonicigaVibrio anguillarum Renibacterium salmoninarym...) parmi
lesquellesFlavobacterium psychrophilumCette bactérie a coloration de Gram négative
retrouvée chez de nombreux poissons d'eau douceagesl ou d’élevage est I'agent
responsable de la flavobactériose d’eau froide ragsant sous deux formes, le syndrome de
I'alevin de truite arc-en-ciel ou RTFS (pour "Rammb Trout Fry Syndrom”) d’une part, et la
maladie bactérienne de I'eau froide ou BCWD (pd&eicterial Cold Water Disease") d’autre
part. Décrite pour la premiéere fois en 1946 aux<=tinis, la flavobactériose d’eau froide
n'est apparue en France qu’au milieu des annéd3. 188 pertes économiques induites dans
les élevages aquacoles de truites sont considérat@des la mesure ou linfection peut
conduire a 70 % de mortalité des poissons au steden. Les mécanismes de virulence liés a
cette bactérie ainsi que les modalités de la olatiote-pathogene truite- psychrophilum
sont méconnus. En effet, nous ignorons s'il s’ajitne bactérie développant la maladie
immédiatement apres l'infection, d’'une commensatefifant de faiblesses du systeme
immunitaire de I'h6te, ou d’'un pathogéne chroniusant” ce systéme immunitaire jusqu’a
le dépasser. Le type de relation héte-pathogéentessimportant a déterminer car c’est de lui
gue découle I'établissement de mesures prophylagiq
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C’est dans I'optique de préciser les modalitésateeaelation hdte-pathogene que nous
avons initié ce travail. Le premier et le deuxiéroleapitre présentent une synthése
bibliographique et les matériels et méthodes @ésliau cours de cette étude. Le troisieme
chapitre est consacré a la mise au point d’'unentquk permettant de détecter et quantifier la
flavobactérie dans I'eau et les matrices biologsgadéin de déterminer la prévalence du
pathogene dans I'écosysteme aquacole. Le quaticbangtre traite de I'application de cette
technique en pisciculture, a laquelle s’ajoutedlgee de la réponse immunitaire du poisson,
au travers d’'une étude comparative de 7 pisciastud’Aquitaine dans lesquelles ont été
prélevés des animaux malades et apparemment saiterakctéristiques variées (taille, poids,
température d’élevages, traitements d’antibioticgiéss ...). Il est aussi abordé I'impact d’'un
meétal trace, le cadmium, sur la relation héte-pgéine simulée en laboratoire. Nous
présenterons également une étude traitant de ldtng@au de riviere, contaminée par le
cadmium et le zinc, en terme de bioaccumulationnd&sux, de génotoxicité, et d’expression
de genes de réponse au stress sur un poisson mdgl@leisson zébrBanio rerio.

En raison des contraintes l|égislatives et écolagogui limitent l'utilisation massive
des antibiotiques, la lutte contre la flavobactgioepose sur la mise au point de méthodes
précoces de détection/identification de I'agenthpgéne et aussi de mise au point d'un
vaccin. La recherche de déterminants antigénigheg €. psychrophilumpotentiellement
utilisables dans un "cocktail" vaccinant ainsi gliean vecteur d’administration d'un tel

vaccin sont présentés dans le cinquiéme chapitre.
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1. Synthése bibliographique

1.1. Contexte

1.1.1. L’aquaculture en France et dans le monde

Le terme aquaculture est défini, selon la FAO paElevage d’organismes aquatiques
(poissons, mollusques, crustaces, plantes aquatiquavec pour conditions d’'une part une
intervention humaine dans le processus d’augmentale la production et d’autre part une

propriété industrielle ou juridique du stock envélge. »

En 2005, la production aquacole francaise en mékeogtait de 240 000 tonnes, dont
189 300 tonnes de coquillages et 50 700 tonnevideqns et crustacés (quelques tonnes pour
ces derniers élevés en anciens marais atlantigliéalit ajouter a ces chiffres, environ 500
tonnes produites dans les régions et collectivitésitre-mer dont plus de 450 tonnes de
poissons et 20 tonnes de crustacés. Cette produetmésente une valeur a la vente initiale
de 533 millions d’euros en métropole. Ces chiffseat & comparer a ceux de la péche qui
représente en métropole une vente de 1 102 millibesros, pour un apport de 568 700
tonnes. La production aquacole francaise connatstignation voire une régression depuis
une quinzaine d’'années (Tanguy 2008). La produdiieriruite arc-en-ciel était de 32 200
tonnes en 2008 pour un chiffre d’affaire, en saitédevage, de 128 millions de dollars (FAO
2008). Le niveau de production stagne depuis 208 1ih est intéressant de noter que la
valeur de la chair augmente passant de 1,62 $/kgpea a 3,99 $/kg en 2008i¢. 1). La
pisciculture représente 430 entreprises allantugdgges tonnes a plus de 4 000 tonnes / an en
production. La France est au cinquieme rang mordialproduction de truite arc-en-ciel
derriere le Chili, la Norvege, I'lran et I'ltalid.es entreprises francaises occupent une place
importante dans I'exportation d’ceufs de truite 'etavins : la France est devenue le premier
exportateur d’ceufs de truite en Europe (le grougeatande est le premier producteur d’ceufs
de truite au monde avec 400 millions d’ceufs emhmgsnproduits par an et tient 50 % du
marché européen). Les deux régions principales ugtddes de truite arc-en-ciel sont

I’Aquitaine et la Bretagne.

L’aquaculture mondiale a connu une progression teots des productions qui sont
passées de 2 milliards de tonnes en 1960 a 63ardslide tonnes en 2005, soit 40 % des
apports totaux en produits aquatiques. La valeuwedeapports est aujourd’hui supérieure a
celle des produits de la péche (prévisions 2010)FAon taux d’accroissement est sans

commune mesure avec les autres productions anifta30 % de 1990 a 2004, contre 88 %
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1. Synthése bibliographique

pour la volaille, 44 % pour le porc, 26 % pour tesns et 17 % pour les bovins). On assiste
d'autre part a une diversification croissante dgstésnes, des especes et des produits,
répondant a la demande de la consommation oriemtéeplus de choix, plus de praticité,
plus de sécurité sanitaire. L'aquaculture répondsiaaux demandes nouvelles des pays
émergeants qui consomment de plus en plus de psoalguatiques (la Chine atteint pres de
30 kg/hab./an contre 15 kg/hab./an dans les an®@ed.a production de truite arc-en-ciel
était elle aussi en progression passant de 186000@s en 1984 a 589 000 tonnes en 2007 et
tend a se stabiliser aujourd’hui autour de cetmmidee valeur. Le prix de vente moyen en

sortie d’élevage est lui aussi stable autour de 8/Rg Fig. 2).

L’aquaculture mondiale connait de nombreux probkeies a sa forte croissance, en
particulier : 'accroissement des problémes enviesmentaux ; le développement de maladies
de moins en moins contrélables ; le risque de lsatadn des produits ; la concurrence de
plus en plus forte des pays a faible colt de magudre ; une pression de plus en plus forte
sur le prix des intrants. En effet, 'aquacultusé @evenue la premiere activité consommatrice

de farines et d’huiles de poissons.

Ces vingt derniéres années, 'augmentation deddyation et une demande croissante
ont nécessité des techniques de production plussindlles pour étre plus rentables.
Parallelement, le commerce des ceufs et des poisbélevage s’est internationalisé. Ces
phénomenes ont contribué a I'apparition et a laé&tgnation de maladies et de problemes
pathologiques qui ont fortement perturbé la productLes maladies diagnostiquées dans les
élevages de poissons peuvent étre non-infectidiésss aux conditions environnementales,
nutritionnelles, et génétiques. Elles peuvent égatd étre infectieuses, dans la mesure ou des
pathogenes opportunistes peuvent se deéveloppefér®ifs bio-agresseurs, seuls ou en
association, peuvent affecter les poissons : gasa@yrodactylus sp, virus (les rhabdovirus
SHV et NHI, responsables respectivement de la «&epie HEmorragique Virale » ou de la
« Nécrose Hématopoiétique Infectieuse ») et bastein effet, de nombreuses bactéries
ichtyopathogénes ont été décritesVib(io anguillarum Aeromonas salmonicida
Renibacterium salmoninarymYersinia ruckeri, ...) parmi lesquellesFlavobacterium

psychrophilum
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1.1.2. L’enjeu de la maitrise des pathologies

Le risque sanitaire des pathologies des poissatiewdige est lié au fait que I'élevage
intensif révele la présence des bio-agresseurgmesans I'environnement aquatique et que
ses bio-agresseurs sont "élevés" en méme tempsegymissons. Il est donc essentiel de
limiter lI'incidence de ces bio-agresseurs pour b@levage soit rentable. En effet, le colt
economique des pathologies infectieuses est cambigédans 'industrie aquacole. Il inclut
bien sdr la mortalité des poissons mais égalemest pertes commerciales liées aux
manifestations cliniqgues qui rendent les poissansigants impropres a la consommation
ainsi que le colt des traitements curatifs mis lakeppour lutter contre le pathogéne. Les
infections aF. psychrophilunpeuvent causer des mortalités moyennes comprises 2 et
50 % des individus. Elles s’élevent a 70 % darcakede certaines épizooties aigués touchant
les alevins au stade vésiculé pesant de 0,2 a @6 giveau mondial, les codts induits par les
pathologies sur les poissons d’élevage peuventégtikiés en centaines de millions d’euros
annuels en raison des pertes d’exploitation edépgnses liées aux traitements (hygiéniques
et/ou antibiotiques). En 2004, I'impact financieé¥ b la flavobactériose a été estimé a 10

millions d’euros pour la région d’Aquitaine (Guied&2004).

Tout au long des phases constituant I'élevage deuite arc-en-ciel, des mesures
prophylactiques sont mises en place pour luttetreda flavobactériose. La désinfection des
ceufs et des alevins est couramment utilisée grédes aubstances antiseptiques comme l'iode
actif (iodophores en bain a 0,5 %, 10 minutesghlaramine T (en bain de 2 a 15 mg/L d’eau
selon sa dureté, 30 minutes), les ammoniums quatesn(en bain dilué a 2 mg/L), le
peroxyde d’hydrogene (1 a 2 %, 30 minutes par joasencore le glutaraldéhyde (500 mg/L,
30 minutes) (Ferra 2008). Lors du déclenchemem @pisode infectieux, des antibiotiques
peuvent étre utilisés sous prescription vétérinaisesont le plus souvent administrés dans la
nourriture. En France, trois antibiotiques diffésensont principalement utilisés : la
fluméquine, l'oxytetracycline et l'acide oxolinig@ssentiellement contre les deux agents
pathogéne¥ ersinia ruckeriet Aeromonas salmonicidd_e florfénicol qui fait 'objet d’'une
autorisation temporaire est principalement utilipéur Ilutter contre Flavobacterium
psychrophilumdepuis les années 2000. Dans un souci de limitiélidation de ces produits
pour lesquels des résistances peuvent apparaifi@etimpact sur I'environnement est non
négligeable, de nombreuses recherches actuellecpoudler les flavobactérioses hivernales
se focalisent sur des approches biotechnologiqugisdtion de bactériophages ou de
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flavobactéries atténuées). Ces études préliminaoeg prometteuses pour produire des
traitements a bas codlts, mais présentent desutliffsc pour une application a court terme.
Afin de prévenir les infections bactériennes, dascins sont utilisés notamment contfe

ruckeri, V. anguillarumet A. salmonicidaLe vaccin doit présenter des qualités d’innoguité
d’efficacité, de durée et de codt. La vaccinatieutpétre faite par balnéation (contact
d’antigénes avec les cellules immunocompétentes bdaschies) mais son efficacité est
limitée, ou par injection intra-péritonéale qui impie d’injecter un par un les poissons d’un

poids supérieur a 10 grammes et préalablementrarsess.

1.1.3. L’approche hote-pathogene-environnement

La pollution environnementale aquatique par pradwhimiques ou médicaments
posséde potentiellement des effets défavorabletesuwapacités immunitaires des poissons.
La plupart des tests immunotoxicologiques portemtesnent sur un, ou sur un nombre limité
de parameétres ou de fonctions, appelés "biomarguéBeamanet al. 1999). De plus, ils
déterminent seulement la capacité compléte duregsténmunitaire a réagir, mais échouent a
examiner l'influence sur une réaction immunitaipéafiquement stimulée (Zelikoff 1998).
Les tests généralement utilisés déterminent la soohes facteurs humoraux non spécifiques
(lysozyme, complément...) et spécifiques (producti@mticorps de type M, IgM) et certains
tests couramment utilisés consistent a mesuretiiiic phagocytaire ou proliférative des

cellules du systéeme immunitaire.

L’environnement aquatique continental, fleuvesslatrivieres, est contaminé par des
polluants métalliques et organiques et affecté ¢es variations de tous ces éléments
constitutifs (métaux essentiels, oxygene, ions C@ux-ci ont nécessairement un impact
delétére ou bénéfique sur la santé des organisimastwdans ces biotopes. L'objectif de ce
travail est d’étudier I'influence de certains de ¢acteurs environnementaux sur les capacités
immunitaires d’'un poisson tel que la truite, susibép d’étre contaminée dans son habitat
naturel ou en pisciculture par des flavobactériadesigine microbienne. Parallélement a
'étude de la perturbation de la résistance imnaingf I'effet croisé des polluants et du
pathogene sera abordé par lanalyse de la réporseetigue, de la physiologie
mitochondriale, de I'impact génotoxique, et de éatprbation du métabolisme hépatique. Le
but a long terme étant la proposition de mesuregtpiactiques adaptées.
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1.2. Le pathogene: Flavobacterium psychrophilum

Le genreFlavobacteriumappartient & la famille deBlavobacteriaceagde flavus:
jaune) qui constitue une des principales lignéedogiénétiques au sein du domaine des
Bacteria(Woeseet al. 1985) (Bernardeet al. 1996). Historiquement, plusieurs noms ont été
donnés a cette lignée, comme le phylumlavobacter-Bacteroides (Gherna and Woese
1992), le complexeFlavobacteriumCytophaga (Nakagawa and Yamasato 1993), la
superfamille ARNr V (Segeret al. 1993) ou le groupe QytophagaFlavobacterium
Bacteroides» ou groupe CFB (Hirscht al. 1998). A l'origine, ce phylum était constitué des
genresCytophaga Flexibacter et Flavobacterium Des études de phylogénie a partir des
séquences d’ARNr 23S ont suggéré que le phylumébantle plus proche du groupe CFB
correspond aux bactéries vertes soufrées (Wekak 1990). Plus récemment, ce phylum a

ete renomm@acteroidetegBernardet and Nakagawa 2003).
1.2.1. Classification des flavobactéries : taxonomie et phylogénie

Le genreFlavobacteriuma été décrit pour la premiere fois en 1923 (Bergeal. 1923).

Il était constitué de bactéries Gram-négatives lésoqui se distinguaient par leur forme

allongée en fin batonnet et par la présence d'gment jaune caractéristique de type

flexirubine et/ou caroténoide. Ces bactéries étarmapables de sporuler et possédaient la
propriété de ne pas étre douées de mobilité paseaghient, contrairement aux membres
appartenant aux genré&dytophagaet Flexibacter (Holmeset al. 1984). Cette absence de

mobilité propre aux flavobactéries au sein du geo@bB suggérerait une évolution a partir

d’ancétres distincts (Reichenbach 1989) (Wadsd. 1990).

En raison du nombre restreint des criteres d’appance au genfdavobacterium ce

genre a rapidement rassemblé des especes tréeau@etedsees, et qui de ce fait est devenu

plus particulierement du genFéavobacteriums’'imposait (Bernardett al. 1996; Bernardett

al. 2002). En effet, I'espece typdavobacteriumaquatile (Holmes 1992) était plus proche de
certaines especes dgytophagaque des espéeces @davobacteriumelles-mémes, dans la
mesure ou cette espece est mobile par mouvemengtisdement et que les observations
réalisées par microscopie électronique ont monieélg structure de sa paroi est similaire a
celle de Cytophaga johnsoniagFollett and Webley 1965). La réorganisation dunrge
Flavobacteriunm’a été possible qu’en s’appuyant a la fois seratéeres moléculaires
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Fig. 3. Truites arc-en-ciel adulte (A) et juvéniles (Begentant les signes cliniques
de la flavobactérieose sous la forme du BCWD (AJleRTFS (B).
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et phénotypiques. Désormais, les flavobactériesgeunre Flavobacterium possedent un
certain nombre de caractéristiques communes.ditsda bactéries Gram-négatives, de forme
allongée, flexibles et qui présentent une motpié¢ mouvement de glissement a I'exception
de F. branchiophilum Cependant, il n’est pas exclu que cette espdceure ce type de
mobilité sous certaines conditions physiologiquesoee non mises en évidence. Les
flavobactéries sont dépourvues de flagelles €firdbriae et leurs colonies ont une couleur
typiguement jaune (allant de la couleur creme agearillant). La température optimale de
croissance oscille entre 20 et 30 °C, exceptée delr. psychrophilunqui est de 15 °C. Ces
bactéries ont la capacité de dégrader les protdmesgélatine ou caséine) mais également
des composés polysaccharidigues comme I'amidochitane ou la pectine. L'incapacité des
bactéries du genré&lavobacteriuma dégrader la cellulose est une des caractémstiqu
essentielles qui permet de les distinguer @sg$ophaga genre désormais restreint aux

organismes cellulolytiques (Nakagawa and Yamas2®6)1

1.2.2. Habitats

Les flavobactéries ont été isolées a partir d'lzbitrés varies. Comme il s'agit de
bactéries chimioorganotrophes, elles ont été reées dans le sol et les eaux. Un certain
nombre d’entre elles colonisent les poissons clesyuels elles exercent un pouvoir
pathogéne. C’est le cas notammentdeéranchiophilumF. columnargF. johnsoniagouF.
psychrophilumD’autres commé-. hydatis ouF. succinicansont été retrouvées et isolées a
partir de poissons malades, sans pour autant quepkthogénicité ait pu étre mise en
evidence (Bernardeit al. 1996).

1.2.3. Historique

En 1941 et 1945, deux importantes épizooties @ntlétlarées dans une pisciculture de
I'Institut National d’Alevinage a Leetown en Virgeoccidentale (USA) ou seules des truites
arc-en-ciel étaient infectées. Les signes cliniquieservés chez les poissons (< 4 mois) ont
conduit @ nommer cette infection " maladie du pédtm" puisque les caractéristiques
pathologigues étaient associées au pédonculeaat@gkoire caudale (Davis 194B)g. 3A).

Bien que I'agent étiologique responsable de cetitadie n’ait pas été isolé, de longs et fins
bacilles regroupés en masse ont été observés aaunes lésions externes des poissons
infectés, ainsi qu'au niveau de la rate. A la sulte cette premiere infection, d'autres

épizooties sont apparues en hiver chez plusieynslaiions de saumons argentés
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Fig. 4. Flavobacterium psychrophilunsouche JIP 02/86. Clichés d’'une suspension
bactérienne observée au microscope photonique aptésation de GRAM
(A) ou de colonies se développant sur milieu AOAkSaervées a la loupe
binoculaire (B).
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(Oncorhynchus kisutghvivant dans une eau dont la température étaitpcism entre 6 et
10 °C (Borg 1948, 1960). Malgré les faibles tempées, les taux de mortalité observés chez
les poissons étaient extrémement élevés (jusqu'&o0y0Au cours de ces infections, la
pathologie et les caractéristiques morphologiques blactéries associées aux lésions se
trouvaient étre identiques a celles décrites ieitnent chez la truite arc-en-ciel. La bactérie
était mobile par glissement, propriété qu’elle pgeait aved-lavobacterium columnare
'agent étiologique responsable de la columnari@elal and Rucker 1944). A partir des
Iésions décelées chez les saumons argentés, Eibaxtpu étre cultivée puis réinoculée afin
de reproduire la maladie. Compte-tenu de la prapgé’a la bactérie a induire des épizooties
a basse température, la maladie a été appeléedimakctérienne des eaux froides" (BCWD)
(Wood and Yasutake 1956; Holt 1987). En Europédydetérie présente également une forte
capacité a infecter la truite arc-en-ciel au stadénile (ig. 3B). Aussi, d’autres noms ont
été donnés a la maladie, comme le "syndrome devlidl (Lorenzenet al. 1991) ou le

"syndrome de l'alevin de truite arc-en-ciel" (RTKS)adsen and Dalsgaard 1998).

1.2.4. Caractéristiques morphologiques et physiologiques

F. psychrophilumest un bacille Gram négatif se présentant souriae de fins
batonnets allongés (@ : 0,20 - 0,75 um; L: 1,3,5 um), flexibles et aux extrémités
arrondies Fig. 4A). Il s’agit d’'une bactérie psychrophile (gsykhros froid) qui peut se
développer dans une gamme de température compitigedeet 23 °C (Holt 1987; Bernardet
and Grimont 1989). Le temps de génération de dteobactérie a été évalué a 4 h
lorsqu’elle est incubée a 15 °C, sa températurenae de croissance (Hadt al. 1993). Sur
le milieu AOAE enrichi (Anacker and Ordal 1955)apleau 3, F. psychrophilumse
développe sous la forme de colonies rondes de manSe diamétre, de couleur jaune vif,
brillantes, convexes et non adhérentes a la géfoge4B). Comme la majorité des especes
du genreFlavobacterium F. psychrophilumpossede une mobilité par glissement sur des
surfaces humides. Toutefois, une observation dmsition des bactéries par microscopie a
plusieurs minutes d’intervalle est nécessaire p@waliser le phénomeéne car le glissement de
F. psychrophilurest plus lent que celui d’autres flavobactériamme F. johnsoniaedont la
mobilité sur milieu gélosé est estimée a 60 pum/Brernardet and Grimont 1989; Hunnicutt
and McBride 2000).
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Tableau 1.Espéces déja infectées pampsychrophilunet leur lieu d’observation initiale.

Hote

Localisation

Saumon argenté
ou Saumon coho
Saumon royal
Saumon rouge
Saumon du pacifique
Amago

Saumon masou
Saumon atlantique
Truite fario

Truite de mer
Truite arc-en-ciel

Truite argentée
Truite fardée
Omble de fontaine
Omble du Canada
Omble chevalier
Ombre commun
Ayu

Carpe

Carassin

Anguille européenne
Gobi

Tribolodon

Gobi amur
Poisson dragon
Perche

Gardon

Tanche

Oncorhynchus kisutch

Oncorhynchus tshawytscha

Oncorhynchus nerka
Oncorhynchus keta
Oncorhynchus rhodurus
Oncorhynchus masou
Salmo salar

Salmo trutta

Salmo trutta
Oncorhynchus mykiss

Oncorhynchus mykiss
Oncorhynchus clarki
Salvenilus fontinalis
Salvenilus namaycush
Salvenilus alpinus
Thymallus thymallus
Plecoglossus altivelis
Cyprinus carpio
Carassius carassius
Anguilla anguilla
Chaenogobius urotaenia
Tribolodon hakonensis
Rhinobogius brunneus
Zacco platypus

Perca fluviatilis

Rutilus rutilus

Tinca tinca

USA, Japon

USA, Canada

USA

USA

Japon

Japon

USA, Australie, Suede, Canada
Japon, Finlande, Norvege
Finlande, Suéde

USA, France, Allemagne, Italie, Canada,
Finlande, Royaume Uni, Espagne, Chili,
Danemark, Suisse, Irlande du Nord
USA, Canada

USA, Finlande

USA, Finlande

USA

Finlande

Estonie

Corée, Japon

Allemagne

Allemagne

Allemagne

Japon

Japon

Japon

Japon

Finlande

Finlande

Allemagne
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Le mécanisme du mouvement cellulaire par glissemenpas encore été élucide, bien
gue plusieurs modeéles aient été proposés pourgggplle phénomeéne (McBride 2001, 2004).
Plusieurs génes nécessaires au processus onegtifiéd par mutagenése chHezohnsoniae
Les genesgldA gldF et gldG codent des protéines formant vraisemblablement des
transporteurs de type ABC et sont nécessairesissegient de la bactérie (Agarwat al.
1997; Hunnicuttet al. 2002) tandis que d'autres géenes sont égalementisfequi ne
présentent aucune homologie de séquence avec des gént la fonction est connue
(Hunnicutt and McBride 2000; McBridet al. 2003; McBride 2004; Braun and McBride
2005). Récemment, un mutant insertionnel non mobp#e glissement a été identifie
également chef. psychrophilum(Alvarez et al. 2006). Le géne inactivé par transposition
code la protéine TIpB (thiol oxidoreductase-liketgin).

Les principales caractéristiqgues biochimique$dpsychrophilunont été décrites dans
la littérature (Bernardet and Kerouault 1989) (@ipo and Holt 2005). Comme pour d’autres
flavobactéries pathogenes de poissdascplumnare F. branchiophilumet F. johnsoniag
F. psychrophilunprésente un pouvoir protéolytique important mais uincapacité a dégrader
les sucres. Cette intense activité protéolytiquermaat expliquer la sévérité des lésions

cartilagineuses, musculaires et cutanées induites les poissons malades (Otis 1984).
1.2.5. Epidémiologie

Actuellement, il est admis quE. psychrophilumest capable d’affecter toutes les
especes de poissons salmonidés. Le saumon ardelaétraite arc-en-ciel semblent étre
particulierement sensibles a la flavobactériosevi®©a946; Amos 1985; Holet al. 1993).
Certaines especes de poissons n'appartenant pafamille des salmonidés sont également
sensibles a la maladiddbleau 1). Cette pathologie concerne principalement lesgmms
d’élevage mais également certains poissons sauvagesison du grand nombre d’especes
de poissons affectés plar psychrophilumil a été suggéré que celles-ci pourraient carestit
des réservoirs permettant I'infection d’especepaiesons plus sensibles a la flavobacteriose
(Nematollahiet al. 2003). Initialement, la maladie avait été diagipsie uniquement en
Ameérique du Nord. A partir du milieu des années( 3%tte maladie a connu une diffusion
fulgurante, probablement liée a [lintensificatioresd échanges internationaux dans le
commerce des poissons et des ceufs. Depuipsychrophiluma été détectée sur tous les

continents a I'exception de I'Afriqué ébleau 1).
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Comme la plupart des maladies infectieuses de qusssa flavobactériose présente des
symptomes peu spécifiques. Les signes cliniquesasefestent différemment aux Etats-Unis
et en Europe dans la mesure ou, trés probabletesrdtades de développement ainsi que les
especes de poissons atteints, sont difféerents (Vi8@d; Holtet al. 1993). Aux Etats-Unis, la
flavobactériose apparait essentiellement sur degduptions de truites au stade juvénile ou

adulte (BCWD), alors gu’en Europe, la maladie tauphéférentiellement les alevins (RTFS).

Dans le cas de la forme BCWD, l'infection se déxlsur des poissons présents dans
des bains dont la température de I'eau est infiEiaul2 °C bien que de fortes mortalités de
poissons adultes aient été enregistrées dans desaebd °C aux Etats-Unis. Les premiers
symptémes se manifestent par un noircissement iiggeoire adipeuse qui s’étend ensuite du
pédoncule caudal a la nageoire caudale. La desiuprogressive des tissus cutanés et
musculaires provoque l'apparition d'ulcéres avegosition de la colonne vertébrale
conduisant a la mort de I'animal (Davis 194Big( 3A). Des Iésions peuvent apparaitre dans
la région antérieure des flancs (Bustdsal. 1995; Lumsderet al. 1996) et de la nageoire
dorsale (Wood and Yasutake 1956; Borg 1960; Wood41l9 Des manifestations
neurologiques ont été observées également chez pdessons qui présentaient une
incoordination des mouvements volontaires avecnage en spirale. La flavobactérie a été
isolée de la cavité cranienne ou elle avait progogie ostéite et une méningite (Kental.
1989). Des exophtalmies uni- ou bilatérales on&gsement décrites, pouvant conduire a la

cécité ou a la perte des yeux (Evensen and Lorel2es).

Dans le cas de la forme RTFS, les alevins attaietsprésentent pas de Iésions
superficielles mais des atteintes viscérales n@&tigues accompagnées d’'une anorexie et
d’'une anémie des branchies, du foie et des reins.duigmentation du volume de la rate est
souvent observée, ainsi qu’'une fragilisation inted¢ caractérisée par un prolapsus anal
(Baudin-Laurenciret al. 1989; Lorenzert al.1991; Bruno 1992; Santes al. 1992).

Les infections &. psychrophilunpeuvent causer des mortalités moyennes comprises
entre 30 et 50 % des individus. Elles s’éléevenD&4 dans le cas de certaines épizooties
aigués touchant les alevins au stade vésiculé pdeadh2 a 0,5 g (Santes al. 1992). Lors de
co-infections avec d'autres agents ichtyogenes,noerte virus de la nécrose pancréatique
infectieuse, le taux de mortalité peut atteindré&/8@u lot de poissons (Guichard 2004). Chez
les alevins dont la vésicule vitelline est totaletr@sorbée, la mortalité est moins élevée, aux

alentours de 30 % (Wood 1974). Les épizooties dESRIEs plus importantes se déclarent
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Fig. 5.Organes internes de la truite arc-en-ciel aprésedion du flanc gauche.
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sur des poissons de poids compris entre 0,5 etg5e® baignant dans une eau dont la
température est inférieure a 10 °C (Bernaetesl. 1988; Branson 1995). La capacité e
psychrophiluma induire une mortalité sévere chez les poissoménjles a été clairement
démontrée (Decostest al.2001). Toutefois, une étude épidémiologique récediele que la
flavobactériose touche les poissons a des staddgwidtoppement de plus en plus avancés.
Ainsi des truites arc-en-ciel de 100 g infectées Ppapsychrophilumont été recensées
(Guichard 2004).

1.3. L’hote: Oncorhynchus mykiss

1.3.1. Taxonomie, phylogénie et habitats

La truite arc-en-ciel est un poisson appartendat@dasse des actinoptérygiens, I'ordre
des salmoniformes et la famille desalmonidae Le genreOncorhynchuscontient les
saumons et truites du pacifiqgue, d’Amérique du netrdle Russie. L'esped@ncorhynchus
mykissa été décrite pour la premiere fois par JohannsIM/albaum en 1792 sur la base d’'un
spécimen du Kamchatka (Russie). D’autres noms o@tddnnés a cette espece par
Richardson en 183@Galmo gardneriet par W. P. Gibbons en 1835almo iridia modifié
ensuite erSalmo irideus Cependant, il a été déterminé que toutes seslaimms décrites
étaient conspécifiques et I'antécédence a été @oané/albaum (Behnke 1966). La forme
migrante de la truite arc-en-ciel (anadrome) quoléy une partie de sa vie en mer,
essentiellement dans le pacifique, est appelé tangentée et appartient a la méme espece.
La truite arc-en-ciel passe toute sa vie dansilésres alors que la truite argentée passe sa
premiére année en mer avant de revenir en rivietg pcquérir sa maturité sexuelle et se
reproduire. Elle retourne ensuite en mer. Contnaérg aux saumons, la truite arc-en-ciel peut
se reproduire plusieurs fois au cours de sa vigpgut durer jusqu’a 11 années (Froese and
Pauly 2006).

1.3.2. Morphologie générale

La truite arc-en-ciel a une morphologie caractépst des salmonidés-ig. 5). Son
corps est allonge, elle possede une forte muscalatuwne nageoire caudale puissante taillée
pour la nage rapide. L’équilibre lors de la nagé a&ssuré par les nageoires pectorales,
abdominales et la nageoire dorsale. Elle posses& ane nageoire annale et une nageoire
molle dorsale tres atrophiées sans role connu.passl digestif est court, typique d’un

carnassier, I'estomac en représenté™f/@n longueur. Elle posséde un foie, une vésicule
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Systeme immunitaire

Organes : branchies, foie, rein et rate

Systeme inné Systéeme acquis

Lymphocytes T
CD4 et CD8-a

MTA Anti-inflamatoire Pathogénes
intracellulaires

TGF-B i

Stress
oxydant .
Y €~ Inflammation

SOD 1‘

Lymphocytes B

- lgM lgT
Pr|0d uctiil:m d’.?nticorlps

Barriereimmunitaire

T

® & & ¢ & @ Antigenes
| F. psychrophilum |

Plasma Organes

Fig. 6. Schéma du systeme immunitaire de la truite arcielneonnu et des biomarqueurs retenus
pour cette étude. Au gauche, figurent les acteursydtéme immunitaire inné et a droite
ceux du systéme immunitaire acquis. Les protéin@sjueurs que nous avons sélectionnes
sont en rouges, nous en testerons l'expressiorgéiess correspondants. Il s'agit d'un
marqueur de linflammation : l'interleukine B (IL1-B) ; de deux marqueurs du stress
oxydant : une métallothionéines (MTA) et la supeguae dismutase (SOD); d'une
cytokine anti-inflammatoire, le facteur de croissantransformant3 (TGF{); d'un
marqueur de pathogene intracellulaire, linterférpn(IFN-y) ; du complexe majeur
d’histocompatibilité¢ de type 2 (CMH-II) ; de deuxanmqueurs de l'activation et de la
différenciation des lymphocytes T, les cluster d@&ckenciation 4 et 8 (CD4 et CD&) ;
des immunoglobulines de type M et T (IgM et IgTesLfleches rouges représentent les
voix d’'activation testées, les fleches bleus, ilesd entre systemes acquis et inné.
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biliaire reliée a la base de I'estomac ainsi quh&patopancréas plumeux qui assure la
sécrétion des enzymes digestives. La rate est fizé€lu tissu conjonctif & I'intestin. Le rein
est longiligne, localisé le long de la colonne &bréle dans laquelle il est enchassé en partie
apicale. La présence d’'une vessie natatoire, k@alsous le rein et au-dessus des gonades,

sert de "ballast" a la truite au cours de la nage.
1.3.3. Le systéme immunitaire de la truite arc en ciel

Le poisson, comme tous les vertébrés, posséde sténsy immunitaire inné qui
compose la premiére ligne de défense contre unooriganisme externe et un systéeme
immunitaire acquis, spécifique d’'un pathogéne, avee capacité de mémoire. La médiation
du systéeme immunitaire du poisson peut se fairdgaoie cellulaire ou humorale. Comme
chez les mammiféres, les systémes immunitairessigbéacquis sont complémentaires, le
premier précéde généralement le second. En effetydteme inné détermine la nature du
systeme acquis et coopére avec ses acteurs tdoh@ule la réponse (Fearon and Locksley
1996; Fearon 1997). L'’ensemble des biomarqueursysiiéme immunitaire retenu pour cette
étude, est schématiseé [ig. 6.

Par définition, le systeme immunitaire inné recanma "non soi* par des motifs
particuliers via des récepteurs portés a la sudadégnées cellulaires spécifiqgues. Ces motifs
peuvent étre des polysaccharides, lipopolysacabar{dlPS), peptidoglycanes, de 'ADN
bactérien et des ARN viraux double-brins ou d’aufreotéines non habituelles présentes a la
surface de cellules d’organismes multicellulaifdedzhitov and Janeway 2002). Le poisson
posséde trois types de cellules douées de phagecyles granulocytes (neutrophiles), les
monocytes (ou macrophages) et des cellules cytmiesinon spécifiques ou "Natural Killers"
(NK cells) (Froystacket al. 1998; Evanst al. 2001). Des cellules épithéliales et dendritiques
peuvent également participer a la réponse immueitaon spécifique (Press al. 1994). Les
macrophages représentent les principaux acteursladdamille des CPA (Cellules
Présentatrices d’Antigene) car ils sont porteurscdoplexe majeur d’histocompatibilité 11
(CMH-II).

Le systéme immunitaire acquis mature au niveaurdésorganes lymphoides majeurs
du poisson : le thymus, localisé dans la boite ieréime au-dessus des branchies (presque
impossible a disséquer), le rein et la rate. licempose de deux types de cellules : les

lymphocytes B capables de se différencier en ligméeductrices d'immunoglobulines

15



/7 Syvmbiose

Contact
hote-pathogéne

Diomimoages

Eradication

Temps thérapeutique Mort
on InInunitaire

Commensalisine c
Infection \ u
G
B -

B )
o
g P
= e
2 = e
L s =i
Elmmation
Temps
D F Maladie
B
o
& .
g e I
Ll
- - - E
Colonisation £
i
Temps

Persistance
{chronigue ou latence)
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variable selon le cas étudié. A : l'acquisitionmipathogene peut étre suivie par son
élimination aux barriéres défensives ou aux déemsenunitaires. B : I'acquisition
d'un pathogéne provoque directement des dommagasecinaladie. C : certains
microbes commensaux peuvent causer une maladi&tai de commensalisme est
perturbé par une diminution du systéme immunitairaine perturbation de la flore
microbienne de I'héte. D : I'état de colonisatioaup étre terminé par I'activation
d’'une réponse immunitaire a partir d’'un certainilsda dommages. E : L'état de
colonisation peu aboutir a la maladie aprés unl seudommages atteint. F : I'état
de colonisation peut aboutir a un état de pergistani le systéme immunitaire est
incapable d’éradiquer l'infection et les dommagessistent de facon continue. G :
une réponse immunitaire ou une thérapie peuverigrar I'infection mais pas
nécessairement la maladie car I'infection a pews@ades dommages irréversibles.
H: si la relation héte-pathogéne a causé suffisaminde dommages, la mort
s’ensuit. | : la persistance de l'infection peutser a long terme I'apparition ou la
réapparition de la maladie.
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(plasmocytes) et en lignées mémoires ; les lympiescy pouvant se différencier en lignées
cytotoxiques (CD8 positifs) ou en lignées "helpers" (CD4 positifsjiller et al. 1998;
Scapigliatiet al. 1999; Kollneret al.2001). La médiation humorale prend une part ingraet

de la réponse immunitaire acquise de par la pramluctanticorps. Il existe une seule forme
bien caractérisée des anticorps circulants chepikson appelés IgM-like car analogues aux
IgM des mammiféres. lIs différent par leur struett&tramérique et non pentamérique et leur
masse moléculaire d’environ 700 kDa (Castéloal. 1993; Anderssort al. 1995). Il a été
récemment découvert un nouveau type d’anticorpg daetruite arc-en-ciel appelé IgT
produit dans le rein et la rate (Hanssnal. 2005). Le poisson possede aussi un systeme du
complément qui peut étre activé par la voie classidgépendante des immunoglobulines, la
voie alterne ainsi que la voie des lectines (Magttacet al.2005).

Comme chez les mammiféres, un certain nombre dekiogs jouent un réle de
modulateur du systéme immunitaire chez les poissdinexiste des cytokines pro-
inflammatoires dont les principales sont le "tumecrosis factor" produit dans le rein (TNF-
a), I'interleukine 18 produite par les macrophages (Ig)-I'interleukine 6 (IL6) ou encore
linterféron y (IFN-y) (Secombeset al. 2001). Une cytokine potentiellement anti-
inflammatoire est aussi connue, le "transformimgwgh factorp" (TGF) (Harmset al.
2000). De plus, le processus d’inflammation etéf®nse immunitaire est connu pour générer
un stress oxydant (Knight 2000) dont nous connasscertains marqueurs, a travers
'expression des génes codant: les métallothi@seifMTA) et la superoxyde-dismutase
(SOD).

1.4. La relation hote-pathogene

1.4.1. Définitions

La relation hote-pathogene se définit comme lagarés d’'un pathogene sur ou dans un
hote. Elle est modulée par une compétition entrédestance de I'hdte envers le pathogéne et
la virulence du pathogéne envers I'hote, toutesxdeuvant étre tres variables. Il existe
différents types de relation héte-pathogéne qui sEsBumés-ig. 7 selon les terminologies les
plus récentes (Casadevall and Pirofski 1999, 20Q0pfection est I'acquisition d’'un
pathogene par un hote. L’éradication de ce patfogeunt avoir lieu au premier contact par
des mécanismes physiques (barriére cutanée) ounitaimas externes (immunoglobulines ou

enzymes présentes sur le tégument). Le commensadisnuéfini par
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une interaction héte-pathogéne qui ne provoqualpasiommages perceptibles ou persistants
; le premier contact pouvant causer des dommagessibles. Il est aussi a noter que les
microorganismes commensaux sont antigéniques gepegénérer une réponse immunitaire.
Nous définissons ici la maladie comme une manifiestalinique des dommages causés par
l'interaction héte-pathogene. La colonisation estaldéfinie par la présence et la croissance
d’'un microorganisme dans I'héte pour une duréealdei Dans le cas ou les dommages sont
imperceptibles, il N’y a pas de différence entréocization et commensalisme. Lorsque la
colonisation se prolonge et crée des dommages neentilans le temps, l'issue est la
persistance. Ainsi, la maladie, la colonisatiotaegpersistance sont des issues différentes de

I'infection mais sont potentiellement liés par faition de dommages.

1.4.2. Perturbations de la relation hote-pathogéne

Nous avons vu précédemment que la perturbatioradelétion hote-pathogene peut
faire évoluer leur situation respective considératdnt. En effet, I'affaiblissement du
systeme immunitaire de I'h6te peut par exemple aordau passage de I'état de persistance
ou de commensalisme a celui de maladie. En revarleahgaccination ou le traitement
thérapeutique de I'hdte peut conduire le pathogefiétat de persistance, de commensal ou

I'éradiquer.

De trés nombreux facteurs peuvent influencer latiei hote-pathogene, les mesures
prophylactiques bien sir mais aussi I'environnemiétiat de santé et de stress du poisson.
En effet, tous ces facteurs peuvent influencemzacité de I'hdte a résister au pathogene ou

la virulence du pathogeéne.

1.4.3. Impact de I'environnement aquatique sur la relation hote-

pathogéne

Les facteurs environnementaux sont nombreux danmslieu aquatique et peuvent a la

fois moduler la résistance de I'hote vis-a-vis dthpgéne et la virulence de ce dernier.

Nous avons vu plus en amont que la températureresacteur important quant a la
pathogénicité dé-. psychrophilumElle I'est aussi pour le systéeme immunitaire adruite
pour lequel la médiation cellulaire semble a sotinogm entre 15 et 17 °C contre 10 et 12 °C

pour la médiation humorale (Kollner and Kotterb&20
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Il existe de nombreux exemples détudes réveélanmpkct de facteurs
environnementaux sur la virulence d'un pathogenertaihs de ces facteurs peuvent étre
physiques (température, débit ...) ou chimiques (gtteté, nutriments...). En effet, les
bactéries sont pathogenes car elles trouvent aazhbte un environnement qui leur est
favorable du point de vue physique (souvent) etittuinel (toujours). Un pathogene peut
acquérir presque tous les nutriments dont il aibhestez son héte (C, H, N, O, P, cations...)
a I'exception de quelques uns comme le fer. Ailssiplupart des bactéries pathogénes du

milieu aquatique survivent dans I'eau et viventgkeur héte.
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1.5. Stratégie de I'étude

L'objectif de la thése est de mieux comprendrediation héte-pathogéne entke
psychrophilumet la truite arc-en-ciel (titration de la bactém¢ prévalence dans les
aguacultures), d’évaluer l'impact potentiel de Veonnement sur cette relation et de
poursuivre un travail de recherche sur les mequ@shylactiques possibles pour lutter contre

cette maladie.

Dans un premier temps, il était nécessaire deitmradt de quantifier la bactérie sur et
dans les poissons. Nous avons donc mis au pointtestenique de quantification de.
psychrophilumpar la PCR en temps réel en ciblant un fragmeétiique du génome de la
flavobactérie. Cette technique a été ensuite wvalidér des échantillons de poissons

contaminés artificiellement en laboratoire, et $sda piscicultures.

Dans un second temps nous avons cherché a étlicipadt d’'une contamination
métallique sur la relation hote-pathogene. Il sagit de mesurer I'effet d'une exposition
chronique a une faible dose de cadmium (1 pg/Lrdudaux mois) sur la capacité de la
bactérie a infecter le poisson ainsi que sur lamép immunitaire de ce dernier. Un travail
préliminaire a démontré que la bactérie est hypsibk au cadmium ajouté dans son milieu
de culture. Cependant, nous n'avons pas réussir@earela maladie lors de cette étude. Ainsi,
nous avons pu mesurer I'impact du cadmium sur Fesgion de marqueurs immunitaires du
poisson mais pas sur la virulence de la bactérggteifficulté, a reproduire la maladie,
indigue nécessairement que la relation hote-patiegset complexe et que la pathogénicité de
la bactérie et la sensibilité du poisson ne sostgyatématiques.

Ainsi, il a été décidé de s'orienter vers le terraNous avons donc contacté 7
piscicultures d’Aquitaine ayant des caractéristiqubifférentes avec des occurrences de
mortalité présentant des degrés différents de gévé&pors de ce travail, nous nous sommes
inspirés d’'une étude réalisée précédemment que pr@senterons dans ce manuscrit. Nous
avions contaminé le poisson zeébre avec de I'eavepant de sites naturellement contaminés
par le cadmium et le zinc sur le Lot et ses afftse@ans les 7 piscicultures choisies, nous
avons donc quantifié la bactérie sur et dans lemrms des poissons, mesuré le taux
d’anticorps dans leur plasma, I'expression de gemasgjueurs du stress et de 'immunité. En
parallele, nous avons dosé les métaux dans I'ealbdssins d’élevage afin d’'observer une

éventuelle corrélation entre la charge métalliqu&decurrence de la maladie dans les
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différents sites. Ce travail nous a permis entreeaud’identifier le type de relation hote-

pathogeneKig. 7) constitué par le coupl®. mykiss. psychrophilum

Enfin, dans un troisieme temps, nous présenterorsamail de recherche d’'un vaccin

protecteur du poisson contrélavobacterium psychrophilum Un certain nombre

d'immunogenes ont été identifiés et caractérisés surface de la bactérie, potentiellement

utilisables dans un cocktail vaccinant. Nous avaherché ensuite a synthétiser des

nanoparticules organiques pouvant a terme serviredeeur pour ce cocktail dans le cadre

d’'une vaccination orale du poisson. Il s’agit d’'uagproche séduisante pour vacciner en

masse des animaux d'intérét commercial par rapparhe vaccination par injection plus

classique.
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Tableau 2. Souche§ . psychrophilum

Espéce Souche Origine Milieu de culture
Flavobacterium psychrophilum JIP02/86 Inra Jouy en Josas AOAE, AOAES
Flavobacterium psychrophilum NCIMB47 NCIMB AOAE, AOAES
Flavobacterium psychrophilum G4 Enitab AOAE, AOAES
Flavobacterium psychrophilum P0388 Enitab AOAE, AOAES
Flavobacterium psychrophilum F6 Enitab AOAE, AOAES
Flavobacterium psychrophilum 08-2829 LD40 AOAE, AOAES
Flavobacterium psychrophilum 08-194 LD40 AOAE, AOAES
Flavobacterium psychrophilum 08-255 LD40 AOAE, AOAES
Flavobacterium psychrophilum 08-214 LD40 AOAE, AOAES
Flavobacterium psychrophilum AU 0205 Chili AOAE, AOAES
Flavobacterium psychrophilum AU 2706 Chili AOAE, AOAES

Tableau 3. Milieux de culture deFlavobacterium spp (pour 1 L)

AOAE AOAES TYES MOB-G FLP
Triptone 59 59 49 49
Extrait de levure 059 059 0,449 059 059
Extrait de boeuf 0,29 0,29 - 02g
Peptone 59
D-glucose 0,59 0,59
Aceétate de Sodium 029 02g - 10 mg 029
Sulfate de Magnésium - - 059
Chlorure de Calcium - - 0,29
Sérum de veau feetal - 10 ml -
Agar (milieu solide) 15¢ 15¢ 15¢9 159 15¢

pH ajusté 4 7,2

Tableau 4. Milieux de culture deE. coli (pour 1 L)

LB SOC
Triptone 109 209
Extrait de levure 59 59
NaCl 10g 0,59
KCl - 029
MgS0O4, 7TH20 - 2,46 g
MgCl2, 6H20 - 2,039
A-D-Glucose - 3,69

Agar (milieu solide) 159 -
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2.1. Matériels biologiques

2.1.1. Flavobacterium psychrophilum : souches et conditions de

culture

Les souches dE. psychrophilumutilisées au cours de cette étude, ont été isa@ées
partir de différentes especes de poissons posskxasignes cliniques de la flavobactériose
(Tableau 2. Les flavobactéries sont cultivees a 18 °C ewl@ése (agitation orbitale, 180
rom) dans le milieu AOAE modifié, décrit initialemepar Anacker et Ordal (1955): le
milieu est tamponné a pH 7,2 avec de l'acétateadus a 0,02 % (p/v). Pour certaines
flavobactéries et notamment celles qui ont ét@&esrécemment, du sérum de veau foetal a 5
% (v/v) est ajouté dans le milieu de culture (AOAESNn de permettre la croissance des

cellules. D’autres milieux comme le TYES, le MOBeGle FLP ont été testédbleau 3.

Le développement des cellules est suivi par desuras régulieres d’absorbance a
600 nm fsog). Les cultures sont arrétées peu avant la fin algpHase exponentielle de
croissance Agsoo = 0,5). L'absence de contaminants dans les prépasabactériennes est
vérifiée par des observations au microscope phgtenfobjectif x 100; oculaires x 10) apres
coloration de Gram, mais également par étalemensdgpensions bactériennes sur des boites
de Petri contenant du milieu AOAE modifié, ou duieu LB, supplémenté avec de I'agar a
1,5 % (p/v). Apres une période de refroidissemesst cultures dans la glace fondante, les
flavobactéries sont récupérées aprés centrifug&dd00 xg, 10 min, 4 °C) et lavées deux
fois, afin d’éliminer les traces du milieu de cuéudans du tampon PBS (NaCl 137 mM ;
KCI 2,7 mM ; KHbPO; 1,5 mM ; NaHPO, 8,1 mM; pH 7,4) afin de prévenir la lyse

prématurée des flavobactéries.
2.1.2. Escherichia coli : souches et conditions de culture

La souche JM109Promega) dé&. coli [endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (i, my),
relAl, suE44, A( lac-proAB), [F~ traD36, proAB, lagl9ZAM15]] a été utilisée comme
bactérie hote pour le clonage et 'amplificatiors gdasmides. Elle est cultivée dans du milieu
LB (Tableau 4 a 37 °C sous agitation (150 rpm). En fonction giesmides hébergés, le
milieu de culture est supplémenté avec de I'ampieil(50 pg/mL).
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Tableau 5. Souches bactériennes types et pathogedes poissons

Espéece Souche Origine Milieu de culture
Flavobacterium branchiophilum FL15 Inra Jouy en josas TYES
Flavobacterium johnsoniae  UW101 ATCC AOAE, AOAES
Flavobacterium columnare LD40 AOAE, AOAES
Yersinia ruckeri 07-1845 LD40 YRM
Yersinia ruckeri 07-1884 LD40 YRM
Yersinia ruckeri 07-1726 LD40 YRM
Yersinia ruckeri AU-0602 Chili YRM
Aeromonas salmonicida 08-1492 LD40 CBB
Aeromonas salmonicida 08-1494 LD40 CBB
Aeromonas salmonicida AU-3103 Chili CBB
Vibrio alginoliticus 08-2498 LD40 TCBS
Vibrio vulnificus ? LD40 TCBS
Vibrio anguillarum AU- Chili TCBS
Vibrio ordelii AU-3006 Chili TCBS
Serratia liquefaciens 01.6603 LD40 LB
Pseudomonas fluorescens 7504 LD40 LB
Shewanella putrefaciens LD40 LB
Salmonella entericapindiana Enitab LB
Escherichia coli JM109 Promega LB
Escherichia coli K12 NCIMB LB
Enterococcus faecalis Enitab MRS
Bacillus megaterium Enitab MRS
Listeria innocua Enitab MRS
Staphylococcus aureus Enitab MRS
Pediococcus acidilactici Enitab MRS

Tableau 6. Milieux de culture deY.ruckeri (YRM) et deA. salmonicida (CBB) (pour 1 L)

YRM CBB
Soja tripsyque (TS) 309 309
SDS 10 g
Bleu de Coomassie G-250 0,19 0,19
Rouge Congo 0,1g

Agar (milieu solide) 15¢ 15¢
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2.1.3. Autres bactéries types ou pathogénes de poissons

D’autres souches bactériennes ont été utiliséeoars de ce travail. Elles provenaient
principalement de laboratoires vétérinaires oualsduchotheque de 'ENITA de Bordeaux
(Tableau 5. Les flavobactéries nopsychrophilumF. branchiophilum F. johnsoniaeet F.
columnare sont cultivées respectivement dans du milieu TYESbleau 3, AOAE et
AOAE. D’autres pathogenes de poissafersinia ruckeri Aeromonas salmonicidat les
bactéries du genr&/ibrio sont cultivées respectivement dans les milieux YRDBB
(Tableau 6 et TCBS Tableau 7). Les eubactéries Grdrsont cultivées dans le milieu MRS

(Tableau 8. Enfin, toutes les autres bactéries sont cul§wisns le milieu LB.
2.14. Truites arc-en-ciel

Les poissons utilisés au cours de cette étudedamntruites arc-en-cieDpcorhynchus
mykis$ qui proviennent de diverses piscicultures d’Agimé. Les truites d’environ 5 g sont
disposées par lot de 20 individus dans des basen800 L alimentés en flux continu
(1 L/min) avec de I'eau, du réseau de la ville @¢@chon, déchlorée sur colonne et filtrée par
passage sur charbon actif. Les poissons sont a@sequotidiennement avec des granulés
calibrés en fonction du poids des animaux (Skmgtthtutra HF ; Tableau 9 & raison de 2 g
d’aliment pour 100 g de poisson frais. Alternativet) des truites adultes, d’environ 200 g
sont élevées dans les mémes conditions par loksiddividus par bassin. En parallele, des
poissons, en cours d’élevage en pisciculture, {@s saquitains) ont été analysés sur une

période de 6 mois afin de suivre les éventuelnépis de flavobactériose hivernale.
2.1.5. Poissons zébre

Des poissons zebr®@nio rerio) adultes ont été placés au hasard dans 3 bac6 de 6
litres chacun, disposant d’'une résistance chawffar25 + 3°C, d’'un bulleur pour réaliser le
brassage et I'oxygénation des poissons. lIs onhétéris quotidiennement par une quantité
de nourriture seche (Granomix JBL) représentant de%eur masse corporelle. La nourriture
contenait 38 % de protéines, 6 % de matiere grds%ede fibres, 9 % de cendres, 0,9 % de
phosphore, 25 Ul/g de vitamines A, 0,4 mg/g demite C, 3 mg/g de vitamine D3 et 0,33
mg/g de vitamine E. L'eau des bacs a été changédéigrs chaque jour afin d’éliminer les
excréments, les particules en suspension et detenairconstantes les concentrations en

meétaux. Le renouvellement a été effectué par peéhewntin situ de 20 litres au niveau des
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Tableau 7. Milieu de culture deVibrio spp (pour 1 L)

TCBS
Bleue de bromothymol 0,049
Citrate ferrique 1lg
Peptone 10g
Bile de boeuf 59
NacCl 10g
Cholate de sodium 39
Citrate de sodium 1049
Thiosulfate de sodium 10g
sucrose 209
Bleue de thymol 0,04 ¢
Extrait de levure 59
Agar (milieu solide) 14 g

pH ajusté & 8.6

Tableau 8. Milieu de culture de bactéries Gram+(pour 1 L)

MRS
Ammonium citrate dibasique 29
K2PO3 2g
glucose 209
MgSO4 0,19
MnSO4 0,059
Extrait de boeuf 59
acetate Na 59
Peptone 109
Extrait de levure 59
Agar (milieu solide) 129

pH 6.5
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sites d’étude (Aveyron) dans des bidons. Cetteaeété préalablement chauffée a 25 = 3°C
avant d’étre mise dans les bacs. 35 poissons émirélevés pour chaque temps T3, T7 et T14
jours. Les poissons ont été tués par choc thermiague 20°C et transportés jusqu’au

laboratoire dans de la Carbogl&te

2.2. Techniques préparatoires

2.2.1. Préparation des différentes fractions de F. psychrophilum

Aprés |'étape de lavage des flavobactéries, cellesont reprises dans de l'eau
ultrapure (qualité MilliQ) afin de favoriser la lydactérienne. Cette eau est supplémentée
avec du fluorure de phényl méthyl sulfonide (PM8FE) mM ou d’un cocktail d'inhibiteurs
(Roche) afin de minimiser I'action des protéasetogenes. La lyse des bactéries est realisée
aux ultrasons (24 Watts) a la température de leegtandante : dix cycles de 10 secondes
séparés par 30 secondes de refroidissement. ldeffficde I'action des ultrasons, est évaluée,
par observation au microscope du lysat bactérieesagploration de Gram. Les macro-débris
cellulaires et les cellules intactes sont ensuiteiges par centrifugation (4 000gs 30 min, 4
°C). Les veésicules membranaires, contenues dansuteageant, sont récupérées par
ultracentrifugation (260 000 >y, 15 min, 4 °C). Le culot membranaire, (mélange de
membrane externe, membrane plasmique et membnainde»), est repris dans du PBS puis
lavé deux fois dans ce méme tampon. La préparafonette suspension membranaire est

conservée sous la forme d’'une suspension ajust@eray de protéines/mL a -20 °C.

La méthode utilisée, pour isoler la membrane egteler. psychrophilumest inspirée
de celles décrites par Rahman al. (2002) et Rhombergt al. (2004) avec quelques
modifications mineures. Les enveloppes, contenaes th suspension membranaire obtenue
précédemment, sont récupérées par ultracentritugé®60 000 >g, 15 min, 4 °C), reprises
dans un volume de tampon HEPES 10 mM (pH 7,4) mélsingées dans un volume de lauryl
sarcosinate de sodium (= Sarkosyl) a 2 % (p/v)e8pme période d’incubation de 20 minutes
a température ambiante, le matériel insoluble damsdétergent, c’est-a-dire la fraction
« membrane externe » de psychrophilum est collecté par ultracentrifugation et lavé
extensivement (x 10) avec le tampon HEPES afinirdiger toutes traces résiduelles de

Sarkosyl.
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Tableau 9. Composition de I'aliment pour poisson NUTRA HP

0,75 (Skretting)

Matiere grasse brute
Matieres protéiques brutes
Cendres brutes

Cellulose brute

Phosphore

Cuivre

Vitamine A

Vitamine D3

Vitamine E

18,0 %
55,0 %

10,0 %

0,5 %

1,3 %
8,0 %
15 000 Ul/kg
1 125 Ul/kg
225 Ul/kg
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2.2.2. Purification de I’ADN génomique de F. psychrophilum

Le protocole de purification d’ADN génomique @i est celui décrit par Marmur
(1961) avec quelques modifications. Les flavoba&eséen culture (10 mL Asoo = 0,6) sont
centrifugées (6 000 ¢, 10 min, 4 °C) puis remises en suspension danardpon TE (EDTA
50 mM ; Tris-HCI 10 mM) (pH 8). Les cellules soniseiite lysées par une incubation de
2 heures a 37 °C en présence de SDS a 5 % (pde) miotéinase K (200 pg/mL). La fraction
protéique est alors éliminée, par quatre extrastguccessives, au phénol/chloroforme/alcool
isoamylique (25/24/1; viviv), suivies de deux esti@s, au chloroforme/alcool isoamylique
(24/1 ; viv). Les acides nucléiques sont précipitas addition de deux volumes d’éthanol a
95 % en présence d’acétate de sodium 0,3 M (pH By@es centrifugation (20 000 ¢,

30 min, 4 °C), le culot obtenu est remis en sohlutdans du tampon TE puis incubé en
présence de la RNase pancréatique (50 pug/mL ; Bh°&). L'ADN est ensuite purifié par
deux extractions successives au phénol/chlorof@lcts| isoamylique puis précipité comme
précédemment. Apreés un lavage a I'éthanol a 70RBN est séché sous vide avant d’étre
remis en solution dans du tampon Tris-HCI 10 mM b)) puis conservé au congélateur a -
20 °C.

2.2.3. Préparation de I’ADN total de poisson

Truite arc-en-ciel

Les tissus de poisson (branchie, muscle, peau, fei® et rate) sont prélevés
aseptiquement puis conservés a -20 °C. Aprés détadian, 'ADN total est extrait a 'aide
du kit DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen) seles fecommandations du fabriquant.
Brievement, les tissus:@0 mg) sont lysés sur la nuit dans un tampon ske ¢pntenant de la
protéinase K. Le lysat obtenu est ensuite dispdasé de I'éthanol a 95 % puis soumis a une
étape de séparation sur colonne d’affinité. Aprégxdringcages par des tampons chargés en
sels, I’ADN total est élué de la colonne avec 2Q0dg tampon TE puis stocké au froid a
20 °C.

Poisson zébre

Les corps entiers des poissons ont été broyésgétédi sur la nuit avec 10 mL/g du
tampon d’extraction suivant : 10 mM Tris, pH 8, @M EDTA, 0.5 % de SDS, 200 pg/mL
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de protéinase K. Apres traitement a la RNAse A ([160nL) pendant 2 heures, I'extrait subit
deux extractions au phénol équilibré a pH 8, puis extraction au phénol/chloroforme/alcool
isoamylique (25/24/1), pH 8. L'ADN génomique coniestans la phase aqueuse recueillie est
précipité par ajout de NaCl 0,2 M et de 2 volum&ghdnol absolu a -20 °C. L’ADN se
présente alors sous forme d’'une pelote, rincéax2dans de I'’éthanol a 70% et stockée a -
20 °C. Aprés avoir séché la pelote pour enleveettrace d’éthanol, elle est dissoute dans du
tampon TE (Tris 10 mM, pH 8, EDTA 1 mM). La quaidiftion de 'ADN est réalisée par
lecture de l'absorbance a 260 nm, longueur d’ontsorption maximale des acides

nucléiquegl unité Ao correspond a 50 g d’ADN/mL).
2.2.4. Extraction des ARN totaux et synthése des ADNc

Les tissus de poisson (branchies, foie, rein et)rabnt disséqués rapidement, en
conditions d’asepsie contrblées, puis stockés &E80irectement dans un tampon contenant
des inhibiteurs de RNAses (RNA latter, Qiagen).&spdécongélation, les ARN totaux sont
extraits avec le kit Absolutely RNA Miniprep Kit @Nent Technologies) selon les
recommandations du fabricant. Brievement, les sigsnax 50 mg en poids humide) sont
lysés, dans un tube Eppendorf, mécaniquementdel@iun mortier et chimiquement dans un
tampon contenant I'isothiocyanate de guanidine cemagent dissociant. Le lysat obtenu est
ensuite filtré afin d’éliminer les débris tissuksr et membranaires. Une extraction au
phénol/chloroforme/alcool isoamylique (25/24/1 y/v) est ensuite réalisée afin d’éliminer
les protéines de la préparation. Aprés centrifega{RO0 000 xg, 10 min, 4 °C), les acides
nucléiques présents dans le surnageant sont adssubéne colonne d’affinité et incubés en
présence de DNAse (1 h a 37 °C). Aprés une étapavdge de la colonne, les ARN totaux
sont élués avec 50 pL de tampon d’élution puiské®a@ -80 °C. La qualité des ARNs est
évaluée par électrophorese sur gel d’agarose a Le%.ADNc sont obtenus a partir de
11,7 uL d’ARN totaux & l'aide du kit AffinityScriit multiple temperature RT (Agilent
Technologies). Brievement, les ARNs en solutiont §acubés (5 min a 65 °C) aprés addition
de 2 uL d’oligo(dT) (0,5 pg/uL), de 1 puL d’un mélgnd’amorces aléatoires (nonameres ; 0,1
1g) et de I'eau ultrapure traitée au DEPC (qsp B8 a réaction est initiée par I'addition de
40 unités d’inhibiteurs des RNAses, 2 uL de dNTP4 (< 50 nmol), 5 uL de tampon first-
strand buffer [10x] et 50 unités d’AffinityScriptreverse transcriptase. Le mélange

réactionnel est ensuite incubé 20 minutes a 42i€40 minutes a 54 °C dans un
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thermocycleur (Eppendorf). Les ADNc (brin complémaémre) sont alors directement

conservés a -20 °C.

2.2.5. Purification de ’ADN plasmidique d’E. coli

Les plasmides sont purifiés, a l'aide du kit Qigpspin miniprep (Qiagen), a partir de
cultures dE. coli en suivant le protocole recommandé par le fouenisgQiagen). La
concentration en ADN plasmidique récupéré est @elpar des mesures d’absorbance a
260 nm Ay et la pureté des préparations est estimée aprtnunation du rapport
Aze/Azso (= 1,8). La concentration en ADN plasmidique exprine@enombre de copies du
plasmide par pL est déterminée en tenant compté Adg lue, de la masse molaire du
plasmide (650 g/mole/paires de bases) et de latatesd’absorption connue de 'ADN
double brin (50 pg d’ADN/mL/unité d’absorbance)asel’équation suivante :

_A260 x 50 x taille du plasmidie (pb)
facteur de dilution x 650 (g/mol/pb)

[Plasmide] (cp/pL)

2.2.6. Amplification de ’ADN par PCR

Les amplifications de I'ADN ont été réalisées al@&GoTad Flexi DNA Polymerase
(Promega). L’ADN cible est dispersé dans un mélaaygenant 1 uL de dNTP mix (= 4 x
10 nmoles), 10 pL de tampon [5%] green GoTaq, 3pMgCh 25 mM, 0,5 uL de chaque
oligonucléotide a 100 uM, 0,2 uL de Taq polymeér@se/uL) et un volume d’eau ultra-pure
(gsp 50 uL). Les séquences, des différents oligéntides utilisés, sont consignées dans les
Tableaux 10, 11, 12 et 13Les réactions damplification sont réalisées dales
thermocycleurs programmableéMasterCyclef, Eppendorf. Pour I'amplification des
fragments spécifigues et non spécifigues du géndardo ’ARNr 16S bactérien, la
programmation thermique est la suivante : (1) uapedde fusion de 5 min a 95 °C; (2) 35
cycles d’amplification de 30 sec a 95 °C, 30 sé&6&C et 30 sec a 72 °C; (3) une étape
finale d’élongation de ’ADNS min a 72 °C. Les produits d’amplification sonbral séparés

par électrophorese sur gel d’agarose a 1,7 %.
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Tableau 10. Amorced-lavabacterium psychrophilum

gene

16S_503_Rev CTGCTGGCACGGAGTTAGC

Géne ’Numerq Code Séquence nucléotidique Ta'l.k.e
d’accession amplifiat
Gene de
détection
16S Fp_16S1_Fw GAGTTGGCATCAACACAC
rge'\r'é FPOA7L b 16sintl Rev  TCCGTGTCTCAGTACCAG 46 PP
Tableau 11. Amorces bactériennes universelles
Gene ’Numerq Code Séquence nucléotidique Ta".k.e
d’accession amplifiat
Gene de
détection
16S 16S 338 Fw CTCCTACGGGAGGCAGCA
rRNA CP001396 181 pb
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2.2.7. Insertion des fragments d’ADN amplifiés par PCR dans le
plasmide pGEMT-Easy

Les amplifiats de PCR obtenus avec les couples afees FP_16S1 Fw /
FP_16Sintl_RevTableau 10 et 16S 338 Fw / 16S_503 ReWableau 11 sont insérés
dans le pGEM-T Easy (Promega) afin de construispeetivement les plasmides pNO2 et
pNO10, selon les instructions du fournisseur. Bygent, un mélange réactionnel [2 uL de
produits de PCR ; 5 pL de tampon de ligature [2k]uL de vecteur pGEMT Easy (50 ng) ;
1 pL de T4 DNA ligase (3 U/uL) ; 1 pL d’eau ultrapliest incubé a température ambiante
pendant 1 heure. Une fraction des mélanges deut@al pL) est précautionneusement
dispersée dans 50 uL d'une suspensidh doli JM109fraichement décongelée. A l'issue
d’'une période d’incubation de 20 min a la tempémtie la glace fondante, les bactéries son
placées a 42 °C pendant 45 secondes puis refrdidiéslement dans la glace fondante durant
2 minutes. Elles sont ensuite ensemencées dansiB%® milieu SOCTableau 4 a 37 °C
sous agitation pendant 90 minutes puis étaléeshsite de LB solide supplémenté avec
I'antibiotique approprié. Apres une nuit de crorssa a 37 °C, plusieurs colonies sont
repiquées dans 5 mL de milieu LB liquide contelamhéme antibiotique puis incubées a 37
°C sous agitation pendant 24 heures. La présencpladnides recombinants, dans les

cultures, est contrélée par PCR.

2.2.8. Synthése de nanoparticules organiques

Des nanoparticules organiques ont été préparéestia giacide polyy-glutamique {-

PGA) produit paBacillus subtiliset commercialisé par Wako (Japon).

Synthése du copolymére L-Phe-y-PGA

Dans un premier temps, I'apolarité de I'acide pplglutamique {-PGA) est modifié
par I'ajout de L-phénylalanine (L-Phe) en présedeel-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-
carbodiimide (WSC). Brievement, {€PGA (607 mg ; 4,7 mmol) est dissout dans 100 mL
d’'une solution de NaHC£100 mM a 4 °C. Le WSC (1,25 g; 6,5 mmol) est &oa la
solution sous agitation pendant 5 minutes a la &aipre de la glace fondante. La L-Phe
(1,08 g; 4,7 mmol) est ensuite mélangée a la isolude y-PGA/WSC. Le mélange
réactionnel est maintenu 60 minutes a la températarla glace fondante puis 24 heures a

température ambiante. La solution « laiteuse »m#est ensuite dialysée contre de I'eau
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Tableau 12. AmorcegOncorhynchus mykis

Numéro Taille
Geéne d’accession Code Séquence nucléotidique amplifiat
Geéne de ménage
(calibrateur)
Om_ACTB_Fw TGGGGCAGTATGGCTTGTATG
acty AJ223954  om ACTB_Rv CTCTGGCACCCTAATCACCTCT 165 pb
Réponse au stress
Om_MTA_Fw CATTCGGATAAAGAAGGTAGC
mt-a X99395  om_MTA_RV GTGATGTCATACACAGGC 240 pb
Om_SOD1_Fw CTGCTTGAAGACCACT
sod1 AF469663  5m sop1_Rv CCATTGAGCCACGACTA 240 pb
Cytokines
om_IL1_Fw CGTCCCCATTGAGACT
14 AJ00482L  om i1 Ry GTTTGCGGCCATCTTAG 350 pb
Om_IFN_Fw
- AV 705563 IFN_ AAGGGCTGTGATGTGTTTCTG 68 nb
Om_IFN_Rv TGTACTGAGCGGCATTACCTCC
Om_TGF_Fw TCTGAATGAGTGGCTGCAAG
tgf- X99303 e 75 pb
gf-p 3 Om_TGF_Rv GGTTTCCCACAATCACAAGG P
Récepteurs
cellulaires
Om_CD8 FW  ACACCAATGACCACAACCATAGAG
cd8« AF178054  5m_cps_Rv GGGTCCACCTTTCCCACTTT 74 pb
Om_CD4_Fw CATTAGCCTGGGTGGTCAAT
cd4 AY973028  om_cp4_Rv CCCTTTCTTTGACAGGGAGA 89 pb
Om_MHCII_F
Mhc2 AF115533  w TGCCATGCTGATGTGCAG 67 pb
Om_MHCII_Rv GTCCCTCAGCCAGGTCACT
Immuno-
globulines
_ Om_IGM_Fw CTTGGCTTGTTGACGATGAG
m 63348 oV 72 pb
ig S633 Om_IGM_Rv GGCTAGTGGTGTTGAATTGG P
Om_IGT_Fw
ot AVE70265 IGT_ AGCACCAGGGTGAAACCA 72 pb
Om_IGT_Rv GCGGTGGGTTCAGAGTCA
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dans un boudin a dialyse en cellulose (diametrectlision de 50 000 Da) pendant 72 heures
afin d’éliminer la L-Phe non greffée et le WSC ébrLe dialysat est congelé a -80 °C,
lyophilisé et la poudre obtenue { g) est lavée dans 40 mL d’éthanol pur penddmizes.

Aprés une étape de centrifugation (1 00@,x15 min, température ambiante), les traces

d’alcool présentes dans le culot, sont évaporées g@ssion réduite.
Préparations de nanoparticules de y-PGA-L-Phe

Le y-PGA-Phe (100 mg) est dissout dans 10 mL de DMSOdpa cycles répétés
d’agitation et de sonication (24 Watts ; 30 seq)rés dissolution complete du produit, une
solution de NaCl 0,3 M est ajoutée volume a voldbe® pL : 500 uL). Le mélange obtenu
est centrifugé (14 000 ¢, 15 min, température ambiante) puis le culot egtis dans 1 mL
d’eau ultra-pure. La procédure est répétée 2 fbirs de se débarrasser de toute trace de
solvant organique. Les nanoparticules sont algreses dans 250 pL de PBS et conservées a
4 °C.

2.3. Techniques analytiques

2.3.1. Dosage des métaux dans I'eau

Afin de stabiliser les métaux, I'eau prélevée &g différents sites est immédiatement

acidifiee a 10 % (v/v) avec de I'acide nitrique pur

Les dosages d'arsenic (As), de cadmium (Cd) et Idenlp (Pb) sont réalisés par
absorption atomique (M6 Solaar) équipée d’'un atearieen four graphite (GF95 graphite
furnace). Le dosage du zinc (Zn) est réalisé paomion atomique équipée d’'un atomiseur
en flamme acétylene/oxygéne (Varian SpectrAA 220; F&] > 10 ug/L). Les dosages
d’aluminium (Al), d’argent (Ag) et de sélénium (SEnt réalisés par ionisation en torche a
plasma couplée a la spectrométrie de masse (ICPi#8ne ISO 17294-2) et les dosages
d’étain (Sn) et de fer (Fe) ont été realisés parsation en torche a plasma couplée a la

spectrométrie d’émission atomique (ICP-AES ; noi8@ 11885).
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Tableau 13. AmorcedDaniorerio

Géne Numéro d'accession Séquence nucléotidique

Gene de ménage
(calibrateur)

AAGTGCGACGTGGACA

actine NM 131031
Inef - GTTTAGGTTGGTCGTTCGTTTGA

Métabolisme mitochondrial

GGAATACCACGACGGTACTCT

coxl NC_002333 AGGGCAGCCGTGTAAT
Stress oxidant
TGAGACACGTCGGAGACC
sod BCOS5516 TGCCGATCACTCCACAGG
sodmt CB923500 TTCAGGGCTCAGGCTGG

ATGGCTTTAACATAGTCCGGT
Détoxication

CTGCGAATGTGCCAAGACT
mtl X97278 GCTGGAGCCACAGGAAT
TGCGAATGCGCCAAGAC
mt2 AY305851 GCCCTTACACACGCAGC
GCAAGATAGCGATGGTGGG
tap AL672164 CGTTGGCTTTGCTTGCAG
Apoptose
. AF231015 GGCTATTTCAACCAGGGTTCC

TGCGAATCACCAATGCTGT
Reparation de 'ADN

GCTTGTTCGTGTCTTCTGTGG
CTTCCCGCATTCAGCGAT
TGCTGCGTCTCGCTGA
GCCTCGGCCTCTGGTAA

gadd BC059472

rad51 BC062849
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2.3.2. PCR en temps réel

Quantification de F. psychrophilum

Les mélanges réactionnels (25 pL) permettant lzctién et la quantification du
pathogene par la qPCR sont déposés au fond desdwite microplaque de 96 puits. lls sont
constitués de: 12,5 pL de Brillant Blue Syber @re®-PCR master mix (Agilent
technologies), 2 pL du mélange des deux amorcgd? 5 pL d’'une solution d’ADN cible
préparé a partir de tissus de poisson ou d’'uneesisgin bactérienne diluée au 7265,5 uL
d’eau ultra-pure "nucléase-free". La réaction d€€gPest réalisée dans un thermocycleur
MX3000p (Agilent technologies) en utilisant la pragnmation suivante : une premiere étape
de dénaturation de I'’ADN (10 min a 96 °C) puis wleixieme étape d’amplification de 40
cycles composés de : 30 sec de dénaturation deN'A®6 °C, 30 sec d’hybridation ADN
cible/amorces a 56 °C et 30 sec d’extension desaasur ’ADN cible a 72 °C. A chaque
fin de cycle, la mesure de lintensité de la flsmence (ls) du mélange réactionnel est
enregistrée puis représentée sous forme d’'une edbyf=f(cycles) classiguement de forme
sigmoide. Pour toutes les courbes d’amplificationseuil d’IRgs est fixé de facon a ce qu'il
coupe la courbe d’amplification au début de la phagponentielle d’augmentation de
fluorescence. Le nombre de cycles correspondatihtarsection de ce seuil et de chaque
courbe d’amplification est appelé "threshold cydl€y), ou cycle seuil. A l'issue de la qPCR,
une troisieme étape d’analyse de la températuréusien (Tm) des produits obtenus est
réalisée, grace a I'établissement d'une courbeudmr des amplifiats, dans un gradient de
température de 65 a 95 °C (2 °C/min) et des meglirgensité de fluorescence du mélange

réactionnel (1 toutes les 10 sec).

Deux couples d’amorces sont utilisés pour déteptantifier F. psychrophilum un
premier couple spécifique de la flavobactérie (BSIL Fw/Fp_16Sintl Rev) et un second,
spécifiqgue de toutes les eubactéries (16S 338 BvA®3 Rev). A partir d’'une séguence
ADNr 16S deF. psychrophilumils amplifient deux fragments distincts de 146.81 paires
de bases. Aussi pour quantifier les cibles présemd@s un échantillon biologique, une copie
de l'amplifiat de 146 pb spécifique de psychrophiluma été insérée dans un plasmide
(pGEMT easy vector ; Promega). Le plasmide recoartiimbtenu (= pNO2) a été quantifié
par mesure de I'absorbance a 260 mWmy, dilué en série au 1/3Quis utilisé en triplicata
dans le test qPCR afin de créer une gamme d'étatEnrf5 & 5 x copies d’ADN

16S/réaction) pour quantifiér. psychrophilundans les échantillons biologiques. De la méme
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maniere, un second plasmide recombinant a été ragnavec une copie de fragment de
181 pb de I'ADN 16S spécifique des bactéries afin aléer comme précédemment une
gamme d’étalonnage pour évaluer le nombre totalbdetéries présentes sur I'échantillon
biologique. La spécificité du couple d’amorces [EpS1 fw/ Fp_16Sintl_rev] vis-a-vis de
F. psychrophilunmest évaluée en calculant un facteur de spécificité¢ un méme échantillon

ne correspondant pag-apsychrophilum

nb de copies d'ADNr 16S sécifiques de F.psychrophilum
nb de copies d’ADNr 16S total

Facteur de spécificité =
Ce facteur est égal ou supérieur a 1 lorsqu’un rédloen testé est contaminé
uniquement paF. psychrophilum ce facteur tend vers O dans le cas d’une conttrompar

une (des) bactérie(s) distincte(s)Flgosychrophilum
Analyse de I’expression génique

Les amorces utilisées pour la mesure de I'expresdas genes sélectionnés chez la
truite et le poisson zébre sont consignées respectint dans leFableaux 12 et 13. Le
mélange réactionnel de la gPCR est constitué coprédemment en utilisant 2 uL d’ADN
cible, c'est-a-dire d’ADN complémentaire obtenysaétir des ARNm préleves sur des tissus
de poissons ou de bactéries, dilués au Y. La progadion du thermocycleur est identique a
celle décrite précédemment, sauf I'étape d’hybiitaties ADNc cibles avec les amorces qui
est réalisée a 56 °C. La courbe de fusion des pisodiamplification, si elle affiche un seul
Tm, permet de s’assurer de la présence d’un sedif@hgans le produit de PCR. Le géne,
de référence (ou géne de ménage) utilisé codené&gt(actf) chez la truite arc-en-ciel.
L’expression relative, d’'un géne dans un contexte cellulaire soumis a deux conwitio
environnementales distinctes 1 et 2, est calcudda chaniére suivante :

Z—ACT 1

Facteur d’expression du géne x en condition 1 vs condition 2 = >"acr2

avecACr= Crgenex - Crgéne de ménage

Le geénex est surexprimé dans les cellules en condition drppport a celles en
condition 2 lorsque le facteur d’expression esésigpir a 1 et inversement, ce méme gene est

réprimé si le facteur est inférieur a 1.
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Fig. 8 Exemple d’'image obtenue pour le test des cometeA@N. Le moment Téte-
Queue est calculé par le produit de la longueuadpieue avec la fraction d’ADN
de la queue par rapport & I'ADN total de la tétesdh queue (mesurée par quantité
de fluorescence).
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Random Ampilified Polymorphism DNA (RAPD)

La RAPD est une technique dévolue a I'analyse dynparphisme génétique au sein
d'une espece, mais les conditions d’analyse peemiettextension de cette technique a
I'étude des impacts génotoxiques.

Les amorces utilisées pour la RAPD sont des déemEoligonucléotides OPB7 (5'-
GGTGACGCAG-3') et OPB11 (5-GTAGACCCGT-3"). Les PCé&n temps réels ont été
réalisées avec l'automate Lightcycler (ROCHE) eilisant les conditions réactionnelles
recommandées par le fabricant. Le mélange réadioast constitué de 16 ng d’ADN
génomique, 2 puL d’amorces (6 UM chacune), et 1al@lmélange de PCR (LightCycler ®
FastStart DNA Master PLUS SYBR Green |, ROCHE). dretocole de la réaction est le
suivant : une étape d’activation de I'enzyme etlédeaturation de 'ADN (95 °C 10 min) ; 50
cycles de PCR: 95 °C, 5s; 50 °C, 5 s; et 723Ws. Une analyse, par courbe de fusion
thermique, est ensuite réalisée par augmentatiogressive de la température de 60 °C a 95
°C ; la fluorescence étant mesurée aprés chagusitiom de température (0,5 °C/sec). Pour
chaque réaction de PCR, l'efficacité relative d’hightion de I'amorce OPB11 (sensible a la

contamination au Cd) par rapport a OPB7 (référeastgalculée par la formule suivante :
Efficacité relative d’hybridation 2¢r(0PB7) - Cr(0PB11)
2.3.3. Test comeéte

Dans chaque échantillon de sang, la densité ciedudat ajustée a i@ellules/mL avec
du PBS. Ensuite, 75 pL de chaque suspension dedidant mélangés a 75 uL d’agarose bas
point de fusion (LMP) & 1 %, pipetés sur une lamenicroscope, et couverts par une lamelle.
Une fois l'agarose solidifiée, la lamelle a étéréet puis 90 uL de LMP sont ajoutés sur la
premiere couche et solidifiés dans la glace. Legefasont alors immergées dans un tampon
NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris-HCI 10 mM, DMSO a 20, Triton X-100 a 1 %, pH 10
durant 1 heure a 4°C. L'ADN est alors équilibré 3@inutes dans une solution
d’électrophorese alcaline (NaOH 300 mM, EDTA 1 mpH>13). L'électrophorese est
réalisée sous un courant de 0,7 V/cm et 300 mAnd@@ min. Les lamelles sont finalement
colorées avec 50 pL de bromure d’éthidium a 20 jLgdwant d’étre observées au microscope
a épi-fluorescence (Zeiss) équipé d'un filtre dieadion de 350-390 nm et d’émission de 456
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Tableau 14. Composition des solutions constituané$ gels de polyacrylamide pour un

gel moyen de 80 mm x 60 mm x 2mm

Gel de concentration

Gel de séparation

Sol. polyacrylamide :

Acrylamide 37,5 % plv 4,8 % soit 300 pL
N, N’ méthylénebisacrylamide 1 % p/v
Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 625 puL
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 -
H-»0, gsp 1,5mL
SDS 10 % (p/v) 25 uL
APS 10 % (p/v) 7,5 uL
TEMED 4,5 uL

10 % soit 1,25 mL

1,25 mL
2,5mL
50 pL
32,5puL
7,5uL
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nm. Les cometed{g. 8) sont analysées avec le logiciel Explora Nova GoAssay donnant
le moment Téte-Queue (produit de la longueur dgquleue avec la fraction d’ADN de la
gueue par rapport a ’ADN total de la téte pluguaue).

2.3.4. Dosage des protéines

Les protéines sont dosées par la méthode de Letvgl. (1951). Dans le cas des
protéines membranaires, les extraits sont préatebiedilués dans du SDS a 0,1 % (p/v) afin
de maintenir les molécules en solution (Markveglal, 1978). Le contenu polypeptidique des
échantillons est évalué par des mesures d’absab@art50 nm par rapport a une gamme
étalon de sérum albumine bovine (0 a 40 pug de ipeggréalisée dans les mémes conditions

expérimentales.

2.3.5. Electrophorése monodimensionnelle (SDS-PAGE)

Les protéines sont séparées en fonction de leasenaoléculaire apparente dans des
gels de polyacrylamide contenant du SDS selonclanique décrite par Laemmli (1970). La
composition des gels est détaillée dansThbleau 14. Les concentrations en acrylamide et
en bis-acrylamide sont ajustées en fonction daille des protéines a séparer.

Les échantillons sont dilués, volume & volume,sdan cocktail "échantillon de
charge" constitué de tampon Tris 60 mM-HCI (pH 6¢8 SDS a 1 % (p/v), de glycérol a 10
% (v/v), de bleu de bromophénol a 0,01 %, (p/v)pe¥sence ou non @emercaptoéthanol a
1 % (v/v) comme agent réducteur des ponts disudfdes protéines. Les échantillons sont
chauffés pendant 5 min a 100 °C. L’électrophoretedalisée en tampon Laemmli (Tris 25
mM-glycine 192 mM, pH 8,3 ; SDS 0,1 %, p/v) souseisité de courant constante (25
mA/gel) pendant 2 h. La masse moléculaire apparele® protéines est évaluée par
comparaison avec la migration de marqueurs de nras$ééculaire LMW SDS-MARKER

(Amersham Biosciences).

2.3.6. Electrophorése bidimensionnelle

La méthode utilisée est celle décrite initialempat O'Farrell (1975). Les protéines
membranaires sont séparées dans une premiere @hmeeadon leur point isoélectrique dans
un gradient de pH formé par des ampholytes. Larnskrgéparation est réalisée dans un gel

d'électrophorése classique SDS-PAGE.
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Tableau 15. Composition des solutions nécessaireBamalyse protéomique

Thiourée
Urée
CHAPS

IPG Buffer
(Amersham)

Tris
SDS
Glycérol
DDT 2M

lodoacétamide

Bleue de
bromophénol

Eau gsp

Tampon de Tampon Tampon
réhydratation d’équilibration 1 d’équilibration 2
4,29 - -
11,69 180 g 180 g
1,11 g ; ]
314,7 ul - -
- 3,025¢ 3,025¢
- 10g 10g
- 150 mL 150 mL
250 puL -
- 231,2 mg
10 mg - -
27,75 mL 500 mL 500 mL




2. Matériel et méthode général

L’analyse 2-D des protéines membranaires est féeilorsque les membranes externes
sont préparées en utilisant le kit ReadyPrep 2<daraip (Bio-Rad). Brievement, le culot
membranaire (300 pug de protéines) est repris défs . de tampon de réhydratation
(Tableau 15. La solution protéique est déposée sur une bé@tlem ; gradient non linéaire
de pH 3-10; Invitrogen) pendant 16 h a températumbiante. A l'issue de cette étape de
réhydratation, les protéines sont séparées pdeogfocalisation dans I'appareil IPGphor™
electrophoresis unit (Pharmacia Biotech) en utilidas parametres électriques suivants : (1)
500 Volts, 1 h; (2) 1.000 Volts, 1 h; (3) 8.00®l¥, 1 h. A la fin de cette premiere
séparation, les bandes sont incubées successivdarentieux bains d’équilibration (tampons
d’équilibration 1 puis 2 ; 15 min ; température aamte) Tableau 15. Chaque bande est
ensuite déposée au-dessus d'un gel de polyacryaif®@d x 20 x 1 cm) puis fixée par
addition de 400 pL d'une solution d’agarose a 0,%f de réaliser la seconde séparation.
L’électrophorése est réalisée en tampon Laemmis gension constante de 200 V pendant
environ 6 h dans I'appareil PowerPABasic Power Supply (Bio-Rad). Le poids moléculaire
des protéines est évalué, par comparaison, avetgiation d’'un mélange de standards de

masse moléculaire (Precision Plus Protein™ DuabCstandards, Bio-Rad).
2.3.7. Révélation des protéines
Coloration des protéines au Bleu de Coomassie R-250

Aprés migration dans les gels de polyacrylamidé&S2s protéines sont fixées et
révélées par un mélange d’acide acétique/méthao{/&50/43, v/v/v) contenant du bleu de
Coomassie R-250 a 0,05 % (p/v). L'excés de coloeahtéliminé par des lavages successifs

des gels dans un mélange d’acide acétique/métieanc(l/1/8, viviv).
Coloration des protéines au Bleu de Coomassie G-250

Dans le cas ou la détection des protéines esesiivne analyse par spectrométrie de
masse, les protéines sont colorées par le bleuoden@ssie G-250 en raison de sa grande
sensibilité (seuil de sensibilité de la colorat®ra 10 ng de protéines). Le gel est incubé
pendant une nuit sous agitation dans un bain deatan constitué de sulfate d’'ammonium a
10 % (p/v), d’acide orthophosphorique a 2,5 % (vigthanol a 20 % (v/v) et de bleu de
Coomassie G-250 a 0,1 % (p/v). L'étape de décatoratst renouvelée plusieurs fois dans

des bains d’acide acétique a 5 % (v/v).
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Coloration des protéines au nitrate d’argent

La méthode de coloration au nitrate d’argent eie @écrite par Tunon et Johansson
(1984). Le gel contenant les protéines séparédaa@gdié successivement dans deux bains de
pre-fixation (1 h, pré-fixateur 1, acide acétiquéthanol/eau, 7/50/43, viviv ; 1 h, pré-fixateur
2, acide aceétique/méthanol/eau, 1/1/90, v/viv) p8s min dans un bain de fixation
(glutaraldéhyde a 8,3 %). Apres trois rincages 8amin dans de I'eau distillée, le gel est
placé a I'obscurité dans une solution d’éthanol0a%2 (v/v) contenant le nitrate d’argent
ammoniacal (AgN@14,7 mM, NaOH 6,25 mM, NiDH 66,8 mM). Le gel est ensuite rincé
trois fois dans la solution d’éthanol a 20 % et fpestéines sont révélées dans un bain
d’éthanol a 20 % en présence de formaldéhyde 18)3td’acide citrique 120 mM. L’'arrét
de la coloration est assuré par transfert du ges de dernier bain (acide acétique 175 mM,
éthanolamine 8,35 mM, éthanol 20 %, v/v).

Conservation des gels colorés

Apres révélation des protéines, les gels de pojjamide sont conservés dans une
solution d’éthanol a 20 % avant d’étre déshydratése deux feuilles de cellophane selon la

technique décrite par Wallevik et Jensenius (1982).

2.3.8. Détection des protéines par immunoempreinte

Les protéines, séparées par SDS-PAGE, sont dlectstérées sur membrane de
nitrocellulose 0,45 um (Bio-Rad) dans du tampontrdesfert (Tris-HCI 25 mM-glycine
192 mM ; méthanol 20 % v/v ; SDS 0,1 %, v/v) (Towlital., 1979) en utilisant I'appareil
de transfert (Mini Trans-Blot® Cell, Bio-Rad) pemi& h & 70 V constants. L’efficacité du
transfert sur membrane est vérifiée par coloratdwersible des protéines au rouge Ponceau S
a 0,5 % (p/v) dans une solution d'acide trichlosapie a 8 % (p/v) (Salinovich et
Montelaro, 1986). Le colorant est éliminé par dasages successifs avec de I'eau distillée
puis du PBS contenant du Tween 20 a 0,05 %.

Les protéines transférées sont révélées par lehouét du double marquage
immunologique réalisée a température ambiante foblke agitation. Les sites d’adsorption
libres de la membrane de nitrocellulose sont sataw@c le tampon de saturation (30 min ;

PBS-Tween 20 0,05 %, v/v ; BSA 1 % p/v). Le prenma&rquage est effectué en présence
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d’anticorps primaires de lapin (ou de truite) ddwfans du tampon de saturation (dilution :
1/500e). Apres quatre lavages de 10 min dans dpaarde PBS-Tween 20, la membrane est
incubée 45 min avec les anticorps secondairesc@apt de porc anti-lgG de lapin couplés a
la phosphatase alcaline, DAKO) dilués au 1/2°0f#hs le tampon PBS-Tween 20. L’'excés
d’anticorps est éliminé par quatre lavages de 15 dains le tampon PBS-Tween 20. Les
immunoglobulines fixées sont révélées a l'aide dhdlange réactionnel de BCIP (5-Bromo-
4-Chloro-3'-Indolyphosphate p-Toluidine Salt, Signed de NBT (Nitro-Blue Tetrazolium
Chloride, Sigma). Enfin, la révélation est arrépée transfert de 'immuno-empreinte dans
une solution ’EDTA 5 mM. Lorsque les sérums détesu(dilution 1/200ou 1/2 006 sont
utilisés comme anticorps primaires, une incubaibarmédiaire est réalisée avec un sérum

de lapin dirigé contre des immunoglobulines deér(dilution 1/2 000; source : INRA).
2.3.9. Dosages des anticorps anti-F. psychrophilum

La concentration en anticorps dirigés comtrgsychrophiluntirculant dans le sang des
truites arc-en-ciel, est estimée par dosage ELKSBEnzyme-Linked ImmunoSorbent Assay »
ou dosage d'immunoadsorption par enzyme liée) daasnicroplaques "96 puits". Le sang
total des poissons est collecté, a I'aide d’'unéngae héparinée, par prélévement dans la

veine caudale. Le sérum est récupéré par centtitugdu sang (1 000 ¢, 10 min, 4 °C).

Chaque puits de la microplaque ELISA est remplnhd’'suspension d’enveloppesfkee
psychrophiluma 10 pg de protéines/mL dans du tampon carbonat&ONaM (pH 9,6) (1 ug
de protéines/puits) puis incubé pendant une nudt € afin de parfaire la fixation des
antigénes au fond des puits. Les microplaques \w@dies et les puits lavés avec du PBS-
Tween 20 a 0,05 % (3 cycles de lavage). Le premigrquage immunologique est réalisé
avec les sérums de truites préalablement diluésessivement en série au %2 dans du PBS-
Tween 20 (une dilution d'un sérum/puits). A lissdeine période de 3 h d’incubation a
température ambiante suivie de trois lavages ssifsem/ec du tampon PBS-Tween 20, un
deuxieme marquage immunologique est effectué esepo@& d’anticorps de lapin dirigés
contre les immunoglobulines de truite (dilution/2 DOC ; source : INRA). Aprés une heure
d’'incubation a température ambiante et un cycle laleage, le troisieme marquage
immunologique s’effectue en présence d’'lgG de pdidgé contre les anticorps de lapin,
couplées avec la peroxydase de raifort (dilutid®2: 000 ; source : Dako). Les IgG fixées
sont révelées a laide d'un mélange réactionnel stitu@ d’O-phenylene-diamine
dihydrochloride (OPD) 5 mM, d’kD, 2,5 mM dans un tampon pPO, 0,2 M-acide
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citrigue 0,1 M (pH 5,0). La réaction enzymatiqua esétée au bout de 30 minutes a
température ambiante par addition g&@, 4 M (50 pL/puits). L'intensité de la coloration
jaune observée est lue par mesure absorbance ard9B490). Le titre relatif en anticorps
anti-F. psychrophilumattribué a chaque sérum testé, est obtenu ernpirant (1) le facteur
de dilution le plus fort dudit sérum pour lequélsb, devient inférieure a 0,5 par (2) la valeur

de I'absorbance lue.

2.3.10. Séquencgage protéique

Apres séparation des protéines par SDS-PAGE, @®lds, correspondant aux
protéines d’intérét observées aprés coloration elu gpnt excisées puis préparées pour un
séquencagde novo Les pieces de gel sont lavées successivemenudamglange eau/ acide
acétigue/méthanol (47,5 / 47,5/ 5) et d'acétdrifpuis séchées sous vide. Apres une étape de
digestion enzymatique (trypsine 8 ng/uL dans;NEO; 50 mM) et de lavages, les peptides
résultants sont analysés par chromatographie ampil(C18 PepMap column, 75-um de
diamétre interne x 15 cm, LC Packings) coupléespéxtrométrie de masse (nanospray LCQ
ion trap, ThermoFinnigan). Chaque spectre MS/MSmibtest analysé par le programme
DeNovoX sequencing (ThermoFinnigan). Les séquerdesaille supérieure a quatre acides
aminés correspondant respectivement a une prafgabilsolue et relative supérieure a 20 %
et 75 %, sont sélectionnées pour des analyseseultes. Les spectres correspondant sont
vérifiés manuellement et une quinzaine de séquareetidiques sont finalement obtenues.

Grace a la mise a disposition de la banque pnaeédpF. psychrophilum(2 432
entrées), les spectres MS/MS obtenus comme précéedeimont permis d’identifier un
certain nombre de protéines de la membrane extdraemasse des peptides issus de
I'hydrolyse enzymatique est comparée a celle dgsiges déduits de I'analysea silico.
Chaque identification de protéines est sous-terrela caractérisation d’au moins deux
peptides (Lasserret al, 2006).

2.3.11. Analyse par RMN du proton

Pour évaluer l'efficacité du greffage des résidesptiénylalanine sur lg-PGA, des
analyses, par résonance magnétique du proton sBGKE, sont réalisées sur les réactifs
initiaux et sur le produit final. Les échantillof0 mg de produit a tester) sont dilués dans
300uL de D,O puis analysés par un spectrometre Burker AvariRé £00 a 23 °C (400
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MHz). Ce travail d’'analyse n'a pu se réaliser ge@avl'appui technigue de Michéle
Schappacher de 'TENSCPB.

2.3.12. Microscopie électronique

La suspension de nanoparticules est diluée au 1486 de I'eau ou de I'éthanol
absolu. Une gouttex(5 uL) est adsorbée sur la grille en cuivre collodiainarbonée. Apres
séchage a température ambiante, les particules caitastées négativement avec une
solution d’acétate d'uranyle a 2 % (p/v) pendantsg@ondes. L'excés de contrastant est
eliminé par trois lavages avec de I'eau distillées observations sont réalisées au microscope
électronique a transmission Philips CM 120 de CB{@NKimie et Biologie des Membranes et
de Nanoobjets, UMR 5248) avec l'aide technique dhny Désert (Doctorant - ICMCB).

2.4. Expression des résultats et analyses statistiques

Les comparaisons de séquences nucléotidiques lesebanques de données sont
réalisées en utilisant les algorithmes BLAST (Aitsicet al, 1990) et FASTA (Pearson,
1990). Les alignements multiples des séquencegotidiques et protéiques sont effectués a
I'aide du programme ClustalW (Thompsenal, 1994).

Difféerents programmes sont utilisés pour analyls séquences protéiques. La
meéthode de Kyte et Doolittle (1982) a permis diesti I'hydrophobicité des protéines, les
programmes TMpred et PSORTb v.2.0 (Garly al, 2005) de prédire le nombre et
I'orientation des domaines transmembranaires etotalisation finale de la molécule,
respectivement. La recherche de peptide signakabsée en utilisant les programmes LipoP
SignalP 3.0 (Nielseret al, 1997 ; Bendtsert al, 2004). Des recherches d’homologies
protéiques sont effectuées dans les banques detemrBWISS-PROT avec les serveurs
EMBL BLAST et EMBL FASTA.

Les différences significatives, des niveaux d'ezpien des genes, des titres en
anticorps ou des titres bactériens, sont détermimgeutilisant le test de comparaison de
moyennes non paramétrique de Mann & Whitney ou tekt grace au logiciel R (R

Development Core Team, 2008).
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amplifiat «F. psychrophilurspécifique » (146 pb)

amplifiat « universel » (i)

Fp_16S1 fw

P >

200 210 220

I I
GTGA- GTTGGCATC- AACACACTAT

ATAG- AGTGCCATC- ACTTTGTAAT
GIGATNNTCGCATG- GTTTTCNCAT
TCGA- GTTGCCATC- AACATGATAT
GI'GA- CTCGGCATC- GAGATACTAT
ATGA- AGTGCCATC- ACTTTATTAT
TTCA- GATGGCCTC- ATTTGATTAT
GCAG- CTTCGCATG- AAGCCACTAT
ATTA- AATGGCATC- ATTTTATAAT
GCTT- TCCGECATC- CGGAGGTAGT
GCAGGCATGGCATGCAACCAGCAAT
CNCGTTGT TGCATG- GNNNAGNGAT
GIGAGAATGNCATC- ATTTTCACAT
ACGA- AATGCCATC- ATTTTGTAAT
TACG- - - GGCGAAAGGAGGGGACCT
TACG - - GGEGGAAAGCAGGGGACCT
TTGG AATGCCATC- GTTTTAAAGT
TACG - - GGCCAAAGAGGGGGACCT
TACG- - - GGCCAAAGAGGGGEGACCT
ATGA- - GTGGCATC- ACTTATTATT
TTGA- - MTGCCATC- AKTYGATATT
TTGA- - CTGGCATC- AGTCGATATT
GCAA- - - GAGCAAAGT GGGGGACCT
GCAA- - - GACCAAAGAGGGGGACCT

Fp_16Sintl _rev 16S 338 fw
330 340 350 360 370

I I I I I
ACACTGGTACT GAGACACGGACCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGTG

ACACTGGTACT GAGACACGGACCAGACT CCTACGGGAGGECAGCAGT G
ACACTGGTACT GAGACACGGACCAGNCT CCTACGGGAGGCAGCANT G
ACACTGGTACT GAGACACGGACCAGACT CCTACGGGAGGECAGCAGT G
ACACTGGTACT GAGACACGGACCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT G
ACACGGGECACT GAGACACGEECNNGACT CCTACGGGAGECAGCAGT A
ACACTGGTACT GAGACACGGACCAGACT CCTACGGGAGGECAGCAGT G
ACACTGGTACT GAGACACGGACCAGACT CCTACGGGAGGECAGCAGT G
ACACTGGTACT GAGACACGGACCAGACT CCTACGGGAGGECAGCAGT G
ACACT GGTACT GAGACACGGACCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT A
ACACTGGTACT GAGACACGGACCAGNCT CCTACGGGAGGECAGENGT G
ACACTGGTACT GAGACACGGACCAGNCT CCTACGGGAGECAGCNNT G
ACACTGGTACTGAGACACGGACCAGT CTCCTACGGGAGGCATCNNTG
ACACTGGTACT GAGACACGGACCAGACT CCTACGGGAGGCAGCANT G
ACACT GGAACT GAGACACGGT CCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT G
ACACT GGAACT GAGACACGGT CCAGACT CCTACGGGAGGECAGCAGT G
ACACTGGTACT GAGACACGGACCAGACT CCTACGGGAGGECAGCAGT G
ACACT GGAACT GAGACACGGT CCAGACT CCTACGGGAGGECAGCAGT G
ACACT GGAACT GAGACACGGT CCAGACT CCTACGGGAGGECAGCAGT G
ACACTGGTACT GAGACACGGACCAGACT CCTACGGGAGGECAGCAGT G
ACACTGGTACT GAGACACGGACCAGACT CCTACGGGAGGECAGCAGT G
ACACTGGTACT GAGACACGGACCAGACT CCTACGGGAGGECAGCAGT G
ACACT GGAACT GAGACACGGT CCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT G
ACACT GGAACT GAGACACGGT CCAGACT CCTACGGGAGGECAGCAGT G

16S 503 rev

520 530 540

I I I
GATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCG

GATCGGCTAACT CCGTGCCAGCAGCCG
GATCGGCTAACT CCGT GCCAGCNNNNN
GATCGGCTAACT CCGTGCCAGCAGCCG
GATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCG
CACCGGCTAACT CCGTGCCAGCAGCCG
GATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCG
GATCGGCTAACT CCGTGCCAGCAGCCG
GATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCG
GATCGGCTAACT CCGT GCCAGCAGCCN
GATCGGCTAACT CCGT GCCAGCANNNN
GATCGGCTAACT CCGT GCCAGCANNNN
GATCGGCTAACT CCGT GCCAGCANNNN
GATCGGCTAACT CCGT GCCAGCANCNN
CACCGGCTAACT CCGTGCCAGCAGCCG
CACCGGCTAACT CCGT GCCAGCAGCCG
CACCGGCTAACT CCGT GCCAGCAGCCG
CACCGGCTAACT CCGT GCCAGCAGCCG
CACCGGCTAACT CCGT GCCAGCAGCCG
CACCGGCTAACT CCGT GCCAGCAGCCG
CACCGGCTAACT CCGT GCCAGCAGCGN
CACCGGCTAACT CCGTGCCAGCAGCCG
CACCGGCTAACT CCGT GCCAGCAGCCG

Fig. 9. Analyse comparative de la séquence d’ADNr 16% dasychrophilumlIP02/86 avec celles d’autres flavobactéries oreaytathogénes de
poissons. Les amorces permettant d’amplifier laresy «F. psychrophilurspécifique » sont indiquées par deux fleches aih gras ;
celles qui amplifient le segment « universel » maeg par deux fleches en trait pointillé. Lesédstgrisées mettent en évidence les bases de
’ADNr 16S deF. psychrophilundIP02/86 conservees dans les différents genessaésaly



3. Détection de Flavobacterium psychrophilum

3.1. Introduction

On retrouve aujourd’huiF. psychrophilumdans toutes les régions pratiquant la
salmoniculture (Europe, Amérique, Asie du Nord-&sDcéanie). La suspicion d’un transfert
vertical (présence de la bacténeovo incriminerait le commerce international des oglafiss
l'essaimage fulgurant de la bactérie. Dans un pentemps, le diagnostic de la
flavobactériose peut étre réalisé par observatemnsgignes de la maladie. Malheureusement,
le bilan clinique traduit souvent un stade avane® dommages causés par I'agent pathogéne,
stade auquel aucun traitement n’est efficace. s, pa confirmation du diagnostic par des
examens de laboratoire est nécessaire. Il s’agpagticulier d’isolerF. psychrophilumsur
boite de Petri et/ou de réaliser des observatiomsieroscope photonique a partir des organes
prélevés. L'observation de bacilles fins et flexxedans la rate ou parfois le rein, ainsi que
'examen sur gélose de colonies jaunes convexgsraigsant au bout de 3 jours, aprés
incubation des boites a une température de 15-2(@éfnettent de renforcer la suspicion
(Holt et al.1993).

D’autres méthodes complémentaires permettentrififieation deF. psychrophilum
Elles incluent les méthodes immunologiques : l'inmolistochimie (Evensen and Lorenzen
1996, 1997), 'immunofluorescence (Lorenzen anc&dr992; Amiteet al. 2000) ou encore
FELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) (Ranigdand Way 1995; Mata and
Santos 2001; Lindstrorat al. 2009). Cette derniere technique est efficace mége que les
sérums de truite, prélevés et testés pour la pcésem anticorps ank: psychrophilumaient
été préalablement épuisés avec des cellules.deolumnareafin d'éviter les réactions

croisées.

L’inadaptation des techniques conventionnellesogitine a conduit au développement
de techniqgues de PCR afin de détecter directementfragment du génome dE.
psychrophiluma partir d’échantillons de poissons. Les techrielbge PCR conventionnelles
ou de PCR-nichée ("nested-PCR") ont été mises @i pour détecter directement 'ADNr
16S deF. psychrophilum(Urdaciet al. 1998; Cepeda and Santos 2000; Wikletél. 2000;
Baliardaet al. 2002). Ces méthodes permettent la pose d’'un d&tigndinfection au mieux
24 a 48 h apres le préléevement d’animaux contam#uéssi, nous avons cherché a proposer

une méthode de PCR quantitative (qQPCR) qui peem@boins de trois heures de détecter et
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Fig. 1C. Courbes de calibration de la PCR quantitative migiecter et quantifier spécifiquement
(ou non)F. psychrophilumDes nombres de copies croissants du plasmide qte po
segment d’ADNr 16S de k. psychrophilurspécifiqgue » (pNO2 ; A) ou « universel »
(pPNO10 ; B) sont analysés par PCR gquantitative résgmce respectivement des amorces
[Fp_16S1_fw; Fp_16Sintl_rev] ou [16S_338 fw ; 15&3 rev].
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de quantifier un nombre de copies du gene codAaRNr 16S (ADNr 16S) de la bactérie
dans les tissus du poisson. La séquence d’ADNr ff&Sente en 6 copies dans le
chromosome dé&. psychrophilum(Duchaudet al. 2007) apparait comme une cible de choix

pour I'amplification tout en augmentant le seuilsgmsibilité lors de la détection.
3.2. Résultats et Discussion
Sélection in silico de deux couples d’amorces et PCR quantitative

Il s’agissait ici de définir deux couples d'ama@qeermettant de détecter et quantifier
(i) spécifiguemenkE. psychrophilurou (i) I'ensemble des microorganismes présents da
échantillon biologique. Pour cela, l'alignement desxjuences d’ADNr 16S de différents
microorganismes (flavobactéries npsychrophilumet autres pathogéenes de poissons) avec
celle deF. psychrophilumJIP02/86 a révélé I'existence de deux régions : pramiere
hautement variable (spécifique) et une second€metment conservé€&if. 9). A partir de
cette observation, nous avons défini deux coupleamalces [Fp_16S1 Fw;
Fp_16Sintl_Rev] et [16S 338 Fw; 16S 503 Rev] quermettent I'amplification
« spécifique » de 'ADNr 16S de. psychrophilunou « universelle » de la plupart des autres

bactéries, dorf. psychrophilum

Des standards de quantification des copies du eeigspecifique d&. psychrophilum
ou du segment « universel » aux bactéries ontréEsa partir des deux amplifiats obtenus
avec les deux couples d’amorces (respectivemenefld81 paires de bases). Une copie de
chacun des deux amplifiats a été insérée dans deatrurs de clonage distincts (pGEMt).
Les préparations, des deux plasmides recombinafii®enas, ont été dosées par
spectrophotométrie UV, diluées en série (au LpbQir les fortes concentrations, puis auf 1/5
pour les concentrations les plus faibles) puiséesstpar PCR quantitative : pNO2 (1 copie
d’ADNr 16S F. psychrophilurspécifique/plasmide) de 5 & 4 x21€opies par réaction et
pNO10 (1 copie d’ADNr 16S « universel »/plasmide) €24 a 4 x 10copies par réaction
(Fig. 10A & 9B, respectivement). Les courbes obtenues montrenbanne linéarité entre le
logarithme du nombre de copies d’ADNr 16S et leleyseuil de la PCR. La PCR
guantitative, en présence des amorEespsychrophilurrspécifiques, révele un seuil de
sensibilité évalué a 4 copies de 'ADNr 16S, saimhains de une cellule de psychrophilum
par essai en raison de la présence de six copigsertide 'ARNr 16S dans le génomekde
psychrophilum(Duchaudet al, 2007). La faible sensibilité de la PCR quantiatavec les
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Fig. 11.Détection et dosage de psychrophilunpar PCR quantitative. Les échantillons biologiques
provenaient de différentes soucheg=d@sychrophilun{A) ou de souches de bactéries non-
F. psychrophilum(C). Les courbes A et C représentent I'intensiééadfluorescence mesurée
en fonction du nombre de cycles pour chacune deshes bactériennes testées en présence
du couple d’amorces spécifiques BepsychrophilumLes courbes de fusion (B et D) des
amplifiats obtenus (A et C, respectivement) sopté@sentées comme la dérivée premiere de
I'intensité de fluorescence des produits d’ampdificn en fonction de la température.



3. Détection de Flavobacterium psychrophilum

amorces « universelles » (624 copies d’ADNr 163dgssst liée a la capacité de telles

amorces a se lier a toutes traces d’ADN bactémataeninant sans spécificité aucune.
Test de spécificité, profil d’amplification et courbes de dissociation

Différentes suspensions bactériennespsychrophilumautres flavobactéries, autres
pathogénes) ont été testées par PCR quantitaiivel@fvalider la spécificité de la méthode
pour détecteF. psychrophilummais également le seuil de détectibig( 11). Avec toutes les
souches d&. psychrophilumles valeurs d€r enregistrées varient de 17 a 24 en fonction des
souchesKig. 11A). L’analyse des courbes de fusion révele une grdnmmogénéité dans la
détermination de la température de fusion des diatgliobtenus, des valeurs centrées sur une
température de 80,5 °C + 0J6i. 11B). La situation est totalement différente en préseaite
brins matrices constitués par les souches bach&semutres qué&. psychrophilum Les
valeurs deCt observées sont supérieures a 28,5, voire powilcest proches de celle obtenue
pour le témoin négatifGr « eau » = 36,8)Hig. 11C). De méme, les températures de fusion
observées pour la plupart des amplifiats sont iffies Tm = 75,8 °C) de celle du segment
spécifique de 'ADNr 16S d€&. psychrophilum(Fig. 11D). Toutefois, unTm de 81,03 °C +
0,04 a été mesure pour les amplifiats obtenus eedaines souches bactériennes autres que
F. psychrophilum(Fig. 11D, fleche), bien que les valeurs @g observées (35,47 +0,39)
soient supérieures a celles attendues poyrsychrophilum Afin d’identifier d’éventuelles
amplifications aspécifiques, nous avons calculér phaque bactérie testée, un facteur de
spécificité : nombre de copies d’ADNr 16S spéciéigudeF. psychrophilumvs nombre de
copies d’ADNr 16S obtenues avec les amorces urglless Ce rapport est égal a zéro pour
les bactéries autres que psychrophilumou, égal ou supérieur a 1 pour les différentes
souches dd-. psychrophilum Les facteurs de spécificité obtenus, pour deslssi de
Bacillus megaterium(8 x 10%, Flavobacterium columnarg5 x 10%, Flavobacterium
branchiophilum (35 x 10°) et Shewanella putrefacieng2 x 10°, correspondent
respectivement a moins de 122, 64, 4 ou 0,4 cogdi@®Nr 16S spécifiques de-.
psychrophilunmpour 100 000 copies de gene d’ARNr 16S par réact@PCR quantitative. A
I'évidence, la méthode, que nous proposons, pehieet de discriminer une culture de

psychrophilund’'un échantillon bactérien contaminé a I'état dedrpaf. psychrophilum
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Application de la méthode sur des échantillons de poisson

Des tissus (peau, muscle et branchies) de truiteeraciel non malades ont été
artificiellement infectés avec une quantité conde&. psychrophilum(38 x 10 cellules/mg
de tissus) afin de s’assurer de la capacité decthade proposée a détecter la flavobactérie
situ. Aucune différence statistique n'a été trouvéereernila quantité déposée et les
concentrations calculées dans les différents tidsysoisson. Cette observation indique, sans
ambiguité, que la méthode qPCR que nous proposansepde détecter quantitativemént
psychrophilum a partir des tissus de poissons et que le priqmrmettant la préparation
d’ADN matrice est suffisant et efficace pour élimiries éventuels inhibiteurs de PCR. Plus
intéressant, I'analyse des tissus témoins (honslapéd-. psychrophilumrévele la présence
faible mais réelle de la flavobactérie (< 2 cektheg de tissus) indiquant que les poissons
apparemment sains sont en réalité des porteurs shr-. psychrophilum La charge
bactérienne retrouvée chez les poissons maladele @séme ordre de grandeur que celle qui

a ete utilisée pour doper les tissus sains.

Pour résumer, la PCR guantitative, développé@stiun outil de détection efficace de
F. psychrophilumgui pourrait trouver sa place dans les laborataifagalyses vétérinaires

afin de poser un diagnostique précoce de la flastébase en raison de sa sensibilite.
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Abstract

Aims: This study focused on the development of eehsetrategy for rapid and sensitive
detection ofFlavobacterium psychrophilunithe etiological agent of bacterial cold-water
disease and rainbow trout fry syndrome in salmdéisldworldwide).

Methods and Results: A qPCR assay was developetktert and quantify the 16S
rRNA gene copies df. psychrophilumA set ofF. psychrophilurrsspecific primers based on
16S rRNA gene sequences was designed and validatedspecific detection and
guantification of DNA isolated from representatisttains ofF. psychrophilumThe gPCR
assay exhibited a high specificity for the 16S rRiéne ofF. psychrophilumbut not for
other Flavobacteriumspecies or other bacteria including fish pathogéngood correlation
was found between cycle thresholeh) and gene copy number and the assay detectdel the
psychrophilunl6S rRNA gene copies in a wide range of conceatraifrom 4 x 1&down to
4 copies per reaction. This gPCR-based method dravde useful in the quantification of

theF. psychrophiluntiter presents within organs dissected out froseased fish.

Conclusions: Since thE. psychrophilumgenome contains 6 copies of the 16S rRNA
gene, we could infer a limit of detection corresfiog to 0.7 bacteria per reaction,
corresponding to 28 bacteria per fish tissue sanapid therefore 0.7 flavobacteria per mg of
tissue (for sample weighing 40 mg).

Significance and Impact of the Study: The qPCRyassported here could be a useful
tool for veterinary diagnostic laboratories to qtifgnF. psychrophilunmcell number in fish
tissues at early stage of infection.

Keywords: bacteria quantificatiorklavobacterium psychrophilumgPCR, salmonid
fish.
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Introduction

Flavobacterium psychrophilum(syn. Cytophaga psychrophilaor Flexibacter
psychrophiluy belongs to the family-lavobacteriaceaen the Cytophaga-Flavobacterium-
BacteroideqCFB) phylum (Bernardet and Nakagawa 2003; Beweteadd Bowman 2006). F.
psychrophilum is the etiologic agent of ‘rainbowt fry syndrome’ (RTFS) and ‘bacterial
cold water disease’ (BCWD), the two most significaystemic infections of primarily
freshwater-reared salmonid fisR. psychrophilumprobably affects all species of salmonid
fish (Borg, 1960), and among them coho salm@maprhynchus kisut¢h rainbow trout
(Oncorhynchus mykissand ayu Rlecoglossus altivel)s(lida and Mizokami 1996) being
particularly susceptible. In additiof, psychrophilumhas been isolated from diseased non
salmonid fish species, such as European A&rg\illa anguillg, common carp Qyprinus
carpio), and pale chubZ@acco platypus (Lehmannet al. 1991; lida and Mizokami 1996).
Initially restricted to North America, infectionseawidely distributed throughout the world
(Baltic, Atlantic and Mediterranean Europe; Chiggouth America; Tasmania, Australia;
Japan and Korea, Asia). Flavobacteriosis has be@mc@ntinues to be one of the main causes
of mortality in both fish hatcheries and nurseriesulting in extensive economical losses for
freshwater fish farms since the mid 80's. The adaaors determining virulence are not yet
elucidated because of the too limited number adistiattempting to clarify the pathogenesis.
To obtain insight into the disease mechanism$.opsychrophilumthe complete genome
sequences of two virulent strains (JIP02/86, (Dudtet al. 2007); and CSF259-93, Wiens et
al. unpublished data), have been determined anilyzatkh Many putative secreted protease
precursors as well as cell surface proteins (Duraeét. 2008)(Dumetz et al. 2008) have been
identified and they may well be involved in theukence and/or in the destruction of host
tissues. Otherwise, the virulence ©f psychrophilumhas been suspected previously to be
related to its ability to produce exotoxines and#adotoxines and to express extracellular
proteases (Secadesal. 2001, 2003) or to regulate the iron uptake mediate siderophores
(Alvarezet al.2008).

To limit fish infections byF. psychrophilum treatment with antibiotics is required;
since 1995 at which date chloramphenicol was prtadb septicaemic flavobacteriosis have
to be treated almost exclusively by oral adminigira with florfenicol becauseF.
psychrophilumseems to be increasingly more resistant to sommer @fpproved drugs (Brunn
et al. 2000) such as oxytetracycline, and no commeraeatwe is yet available. Rapid
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characterization of the infectious processe$bgsychrophilums needed absolutely to limit
the antibiotic treatments. Indeed, the use of dtagds to be limited and strictly regulated by
authorities for environmental and food safety cdestions. Consequentlly, psychrophilum
detection at the early stage of infection is venportant for the prevention and treatment of
BCWD or RTFS. Several tools to detect and iderfifpsychrophilunhave been set up; they
included: traditional agar plate cultivation on pigne yeast extract salts (TYES) agar;
immunochemical analysis (immunofluorescence, adiftechnique, (Madetoja and Wiklund
2002; Vatsoset al. 2006); colony blotting and immunostaining, (Misaka al. 2008);
guantitative enzyme-linked immunosorbent assaydsiromet al. 2009) or again, a method
based on flow cytometry and immunomagnetic separatHibi et al. 2008). Polymerase
chain reaction (PCR) has become an important mefimothe rapid, sensitive, and specific
detection for bacterial and viral agents in thetpdscade; it has been used fbr
psychrophilumdetection (Urdacet al. 1998; Cepeda and Santos 2000; Wikletdhl. 2000).
Nested PCR strategies have been also developeetitayghe 16S rRNA gene sequence,
DNA gyrase subunit genegyWrA gyrB) and peptidyl-prolyl cis-trans isomerase C gegmQ)

or the DNA topoisomerase IV subunit B gepearg) (Baliardaet al. 2002; 1zumiet al.2003;
Suzuki et al. 2008). Alternatively, an endpoint TagMan-basedypwrase chain reaction
assay has been described for the detectiof.gbsychrophilumit demanded subsequent
verification to confirm the amplification specifigi(Del Cerroet al. 2002b). The majority of
these methods does not allow the detection of #tleogen at sufficient low infection levels
or require specific and costly materials (e.g.wfloytometer). The gPCR method was applied
to quantify the presence of microorganisms in ca@xpénvironmental matrices (e.g.,
detection ofEnterococcusspp. andEscherichia coliin water samples, (Frahm and Obst
2003); quantification of nitrifying bacteria in aumicipal wastewater treatment plant, (Harms
et al. 2003). This method improves the accuracy and setgiof traditional PCR by using a
fluorescently labeled probe so that the target ganebe detected and quantified directly.

Consequently, we developed a novel strategy fadrapecific and sensitive detection
of F. psychrophilumby qPCR using oligonucleotide primers targetindnighly variable
segment of the 16S rRNA gene sequence.
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Fp_16S1 fw

) 4 >

200 210 220

| | |
GTGA- GTTGGCATC- AACACACTAT

ATAG AGTGGCATC- ACTTTGTAAT
GIGATNNTCGCATG- GTTTTCNCAT
TCGA- GTTGGCATC- AACATGATAT
GI'GA- CTCGCCATC- GAGATACTAT
ATGA- AGTGCCATC- ACTTTATTAT
TTCA- GATGCCCTC- ATTTGATTAT
GCAG- CTTCGCATG AAGCCACTAT
ATTA- AATGCCATC- ATTTTATAAT
GCTT- TCCGECATC- CGGAGGTAGT
GCAGGCATGCCATGCAACCAGCAAT
CNCGITGITGCATG- GNNNAGNGAT
GIGAGAATGNCATC- ATTTTCACAT
ACGA- AATGCCATC- ATTTTGTAAT
TACG- - - GGGGAAAGGAGGGGACCT
TACG - - GGGGAAAGCAGGGGACCT
TTGG AATGCCATC- GTTTTAAAGT
TACG - - GGCCAAAGAGGGGGACCT
TACG- - - GGCCAAAGAGGGGGACCT
ATGA- - GTGCCATC- ACTTATTATT
TTGA- - MTGCCATC- AKTYGATATT
TTGA- - CTGGCATC- AGTCGATATT
GCAA- - - GAGCAAAGT GGGGGACCT
GCAA- - - GACCAAAGAGGGGGACCT

universal amplicon (181

Fp_16Sintl rev 16S 338 fw

330 340 350 360 370

A

| | | | |
ACACT GGT ACT GAGACACGGACCAGACT CCTACGGGAGGBCAGCAGT G

ACACT GGTACT GAGACACGGACCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT G
ACACT GGTACT GAGACACGGACCAGNCT CCTACGGGAGGCAGCANT G
ACACT GGTACT GAGACACGGACCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT G
ACACT GGTACT GAGACACGGACCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT G
ACACGGECACT GAGACACGGGCNNGACT CCTACGGGAGGCAGCAGTA
ACACT GGTACT GAGACACGGACCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT G
ACACT GGTACT GAGACACGGACCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT G
ACACT GGTACT GAGACACGGACCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT G
ACACT GGTACT GAGACACGGACCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT A
ACACT GGTACT GAGACACGGACCAGNCT CCTACGGGAGGCAGCNGT G
ACACT GGTACT GAGACACGGACCAGNCT CCTACGGGAGGCAGCNNT G
ACACT GGTACT GAGACACGGACCAGT CTCCTACGGGAGGCATCNNTG
ACACT GGTACT GAGACACGGACCAGACT CCTACGGGAGGCAGCANT G
ACACT GGAACT GAGACACGGT CCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT G
ACACT GGAACT GAGACACGGT CCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT G
ACACT GGTACT GAGACACGGACCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT G
ACACT GGAACT GAGACACGGT CCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT G
ACACT GGAACT GAGACACGGT CCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT G
ACACT GGTACT GAGACACGGACCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT G
ACACT GGTACT GAGACACGGACCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT G
ACACT GGTACT GAGACACGGACCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT G
ACACT GGAACT GAGACACGGT CCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT G
ACACT GGAACT GAGACACGGT CCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT G

16S 503 _rev

520 530 540

| | |
GATCGGCTAACTCOGT GOCAGCAGCCG

GATCGGCTAACT CCGT GCCAGCAGCCG
GATCGGCTAACT CCGT GCCAGCNNNNN
GATCGGCTAACT CCGTGCCAGCAGCCG
GATCGGCTAACT CCGT GCCAGCAGCCG
CACCGGCTAACTCCGT GCCAGCAGCCG
GATCGGCTAACT CCGT GCCAGCAGCCG
GATCGGCTAACT CCGTGCCAGCAGCCG
GATCGGCTAACT CCGT GCCAGCAGCCG
GATCGGCTAACT CCGT GCCAGCAGCCN
GATCGGCTAACT CCGT GCCAGCANNNN
GATCGGCTAACTCCGT GCCAGCANNNN
GATCGGCTAACT CCGT GCCAGCANNNN
GATCGGCTAACTCCGT GCCAGCANCNN
CACCGGCTAACT CCGT GCCAGCAGCCG
CACCGGCTAACTCCGT GCCAGCAGCCG
CACCGGCTAACTCCGT GCCAGCAGCCG
CACCGGCTAACT CCGT GCCAGCAGCCG
CACCGGCTAACTCCGT GCCAGCAGCCG
CACCGGCTAACT CCGT GCCAGCAGCCG
CACCGGCTAACTCCGT GCCAGCAGCGN
CACCGGCTAACTCCGT GCCAGCAGCCG
CACCGGCTAACT CCGT GCCAGCAGCCG

Fig.1. Sequence comparison of 16S rRNA genes stretcheagftavobacterial and non flavobacterial bacteFapsychrophilunspecific 16S rRNA gene primers
(indicated by full line arrows) and universal 188N\A gene primers (indicated by dotted line arrowgyre deduced from the sequence comparisoR. of
psychrophiluml6S rRNA gene sequence to 13 flavobacterial anddatBflavobacterial 16S rRNA gene sequences. Gnéyd characters are bases matching
with those ofF. psychrophilunil6S rRNA gene sequence. The nucleotide sequenasechfprimer are underlined below thepsychrophilunsequence. The
locations of bothF. psychrophilurrspecific and universal amplicons are indicatedvabthe sequence alignment. Accession number fdr saguence aré.
psychrophilum(FP0471) F. johnsoniae(CP000685);F. branchiophilum(D14017); F. xanthum(AJ601392);F. cauliformis (AY550033); F. ferrugineum
(AM230484); F. columnare(HM480317); F. pectinovorum(AM921624); F. aquatile (M62797); F. mizutaii (X67853); F. hydatis(D12656); F. flevense
(D12662); F. succinicans(D12673); F. saccharophilum(D12671); Aeromonas salmoniciddCP000644);A. hydrophila (DQ207728); Tenacibaculum
maritimum (AM850059); Vibrio ordalii (EU107976); V. anguillarunfAM921803); Chryseobacterium indolthetici{Y468448); C. scophthalmum
(NR_025386)C. balustinun{M58771);Yersinia rucker{AJ289197); andE. coli (CP000948).
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Material and methods

Bacteria and growth conditions

The differentF. psychrophilumstrains and other bacteria used in this studythaa
origin are listed in Table IF. psychrophilumand other flavobacteria were cultivated in a
modified Anacker and Ordal's (AOAE) liquid mediu®,5% (w/v) tryptone, 0.05% (w/v)
yeast extract, 0.02% (w/v) beef extract, 0.02% Jwebdium acetate (pH 7.2). Bacteria were
incubated at 16°C under aerobic conditions (orkstaking, 150 rpm). When the bacteria
were harvested (optical density at 600 nmggB 0.8), purity was checked by examination
of Gram-stained smears and the cells were pelfetet) min at 6,000 x g at 4°C and washed
twice with phosphate buffered saline (PBS; 50 mMiwm phosphate buffer and 150 mM
NaCl, pH 7.4). Alternatively, the following mediaeve used: (i) the thiosulfate-citrate-bile
saltssucrose (TCBS; Difco) fovibrio; (i) YRM medium forYersinig (iii) SBB medium for
Aeromonas(iv) MRS medium (Difco) for Gram positive bacteriv) Luria Bertani medium

for Escherichia coli

Primers design

Exhaustive alignment of. psychrophilumstrain JIP02/86 16S rRNA gene was
performed with some noii. psychrophilum(i.e, F. johnsoniae F. branchiophilum F.
xanthum F. cauliformis F. ferrugineum F. columnare F. pectinovorum F. aquatile F.
mizutaii F. hydatis F. flevensgF. succinicansF. saccharophilumAeromonas salmonicigla
A. hydrophila Tenacibaculum maritimunVibrio ordalii; V. anguillarum Chryseobacterium
indoltheticum C. scophthalmumC. balustinum Yersinia ruckeri and E. coli) 16S rRNA
gene sequences using ClustalX (Larkin et al. 200nAg low scoring segment and one high
scoring segment were identified from this analgsid used to design two sets of primer pairs
that are expected (i) to be specific only to F.ghsgphilum16S rDNA sequences and (ii) to
be specific to 16S rRNA genes from most of the éx@ithat can be found as fish pathogens
(including F. psychrophilum (Fig. 1). Primer3 Software (Rozen and SkaletsRQ® was
used to design optimal primers combinations wititon-specifid=. psychrophiluml6S rRNA
gene sequences that would work effectively as qp@Rers. The two primer sets were: the
F. psychrophilunspecific set namel. psychrophilurspecific primer set with Fp_16S1_fw
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(5-GAGTTGGCATCAACACAC-3) and Fp_16Sintl_rev (5'-
TCCGTGTCTCAGTACCAG-3’) and theF. psychrophilumunspecific set, named universal
primer set with 16S_338_fw (5-CTCCTACGGGAGGCAGCA-&and 16S_503_rev (5'-
CTGCTGGCACGGAGTTAGC-3'). They encompass two segmegidi46 bp and 181 bp,
respectively) of the 16S rRNA gene (GenBank acoessiumber AF090991 forF.
psychrophilum(Bader and Shotts 1998)).

gPCR and cycling parameters

The qPCR assay was carried out inuBeaction mixtures consisting of 1 pl of primer
solution (2 umol T each), 12.5ul of Brilliant SYBR Green gPCR masteix 2X
(Stratagene), 5 ul of template DNA solution andugytosterile MilliQ water to bring the total
volume of the reaction to 25 pl. The qPCR paramset@re as follows: initial denaturation of
the DNA template at 96°C for 10 min, followed by d{cles of amplification of the DNA
template in which each cycle consisted of denatmait 96°C for 30 sec, primer annealing at
56°C for 30 sec and primer extension on the DNApiate at 72°C for 30 sec. Following
amplification, a melting curve analysis of the aifigdl DNA was performed from 65°C to
95°C with temperature increasing at a rate of 28€rpin. All g°PCR assays were performed
with a MX3000p Stratagene thermocycler (Agilent Amamlogies). During the primer
extension steps, the fluorescence intensity fragratinplified DNA was recorded by using the
SYBR green | optic channel set at a wavelengthodfdm. The initial threshold value was set
at 1,000 fluorescence units. Following gPCR anudiion, the amplified DNA was further
analyzed by electrophoresis in a 2% agaroseagel the expected size of the amplicons was
confirmed by comparison with known DNA moleculariglg markers (50 bp DNA step

ladder, Promega).

Quantification standards for gPCR

To create qPCR standards specifiE-tgpsychrophiluma 16S rRNA gene fragment was
amplified by theF. psychrophilursspecific primers. One copy of the resulting 146 bp
amplicon was cloned into the pGEMt easy vector ifiiga) and confirmed by sequencing.
The purified recombinant plasmid DNA named pNO2 waantified by UV
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spectrophotometer (Victor, PerkinElmer) and there#lg diluted in deionized water to a final
concentration ranging from 1,000 to 1 x*1@opies ofF. psychrophiluml6S rRNA gene
equivalent per ml. Five microliters aliquots of kadilution, making 5 to 5 x fopNO2
copies/reaction, were used for qPCR in triplicatecteate the standard curve and used as
guantification standard fd¥. psychrophilumn biological samples. Similarly, a recombinant
plasmid pNO10, was created using the 16S rRNA gene fragaraplified with the universal
16S 338 fw and 16S_503 rev primers. For each halcstrain tested, a specificity factor
was calculated as the ratio of the numbef.gbsychrophilunspecific 16S rRNA gene copies

to that of 16S rRNA gene copies obtained with thizersal primers.

Quantification ofF. psychrophiluntarried by fish tissue samples

Tissue samples (skin, muscle, and gills) were ctdbk from young unaffected or
diseased trout(10 g; three fish/diagnostic). Briefly, tissue sdesp(in triplicate each) were
untreated or spiked with 10-fold dilutions ofapsychrophilumJIP02/86 cell culture which
titer had been enumerated. DNA extraction was padd with DNeasy Blood & Tissue Kit
(Qiagen Inc.) according to the manufacturer’s undions and prepared as qPCR templates as
described above for quantification &f psychrophilum From a dissected tissue sample
weighing 40 mg, 200 pl of genomic DNA were eluttgdm which 5 ul were used in gPCR

assay.

Statistical analysis

The Pearson product-moment correlation coefficightwas used to examine the
relations between cycle thresho{d;) values and log concentrations of purified pNO2
plasmids. The non parametric Mann & Whitney U-teas used to analyze the number$ of
psychrophiluncells quantified by gPCR into fish tissue samples.
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Fig.2. Specific detection oF. psychrophilur strains assessed by agarose gel electrophorediswee
performed using the universal primers (A) or F. psychrophilunspecific primers (B). Lanes
and 13, DNA molecular weight markers (50 bp DNApstadder; Promega); lanes5, F.
psychrophilum strains JIP02/86, G4, -194 and AU0205, respectively; lanes -8:
Flavobacteriumspeciesbranchiophilum johnsoniaeandcolumnare respectively; lane ¢Yersinia
ruckeri; lane 10:Aeromonas salmonicii; lane 11:Vibrio anguillarum; lane 12:Shewanella
putrefacienslanes 14E. coli devoid of plasmid; lane 1%. colitransformed with pNO2; lane 1
purified pNO10 plasmid; lanl7: purified pNO2 plasmid; lane 18: milliQ wal

Cycle threshold C;)
6 &G 3 & 8 & &
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Fig.3. Calibration curves and sensitivity of qPCR for sfiedetection ofF. psychrophilur. The plasmid
pNO2 harbouring one copy of the 146 F. psychrophilurrspecific 16S rRNA gene fragment w
used as the standard. PCR were performed (F. psychrophilurspecific primers. Each da
point represents the cycle threshoC;) average of samples prepared in triplicate (elpams: +
SD).
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Results

Validation of F. psychrophilurrspecific and universal primer sets for gPCR assays
standard curve establishment and range of detection

The two primer sets were used as standard PCRdidnentF. psychrophilunstrains,
Flavobacteriaspecies and some other fish pathogens in ordesstesa the ability of these sets
to amplify one product from these samples. Usingzemsal primers, one amplicon was
successfully detected in all of the genomic DNArgehested; it corresponds to the 16S rRNA
genes with the expected size (181 bp) (Fig. 2A)thim presence of thie. psychrophilum
specific primer set, the 146 bp amplicon correspuntb the 16S rRNA gene was observed
with F. psychrophilunsamples only (Fig. 2B). Of course, both productsevamplified from
plasmids harboring (i) one copy of tke psychrophilurspecific 16S rRNA gene fragment
(PNO2; lanes 15 and 17, Fig. 2B) or (ii) one copyhe universal 16S rRNA gene fragment
(PNO10; lane 16, Fig. 2A).

A standard curve for quantification d¥. psychrophilum16S rRNA gene was
performed by gPCR assay with dilutions of knownaantrations of pNO2 plasmids (Fig. 3).
This allowed to draw a relationship{R 0.995) between 16S DNA amplicons from 4 £ 10
down to 4 copies and corresponditigvalues equal to 9.8 + 0.1 up to 36.3 + 0.9, retpaly
(Cr value for water samples being 38.2 + 1.9). A quatnte qPCR assay using dilutions of
known concentrations of pNO10 plasmids was testedatidate the universal primer set to
detect 16S rRNA gene sequences from all bacter@nst(data not shown). The standard
curve presented a linear correlatiorf §R0.995) between; values ranging from 27.6 + 0.2 to
11.6 + 0.1 and the corresponding copy numbers equg120 and 3.9 x £prespectively. The
relative low sensibility of the universal amplicaletection can be explained by the well-
known ability of universal rRNA-priming probes tond all traces of 16S rDNA that might be

present in water used for dilutiorns; (/alues for water samples equal to 28.77 £ 0.02).
Specificity test, amplification plots and dissomatcurves

Bacterial suspensions were prepared from Fl1psychrophilumisolates, 3 other
flavobacteria strains (i.eF. columnare F. johnsoniagF. branchiophilumy and some other
Gram-negative or Gram positive bacteria to furthesess the ability of the gPCR assay to

detect and quantifif. psychrophiluncells only.
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The cell lysates of target and non-target bactegee used as qPCR templates in the
presence of the specific primer set. E&clpsychrophilunstrains tested here was detected at
C: values about 18.9 + 2.2 while non-target bactatiains were detected @tvalues ranging
from 28.5 to 38.4, the upper values being simitathiat of the water blanic{ 36.8) used as
negative control (Fig. 4A-C). Amplification of thepecificF. psychrophiluml6S rDNA for
all F. psychrophilunstrains was confirmed by the melting temperatuirdn@® amplicon equal
to 80.5°C = 0.6 (Fig. 4B), and by gel electroph@e@ata not shown). Melting curves
obtained with amplicons from all ndh-psychrophilumcells revealed different melting
temperatures (about 75.8°C) out of thepsychrophilurspecific 16S rDNATm (Fig. 4 D).
However, weak unexpected amplifications were oleskrwith theF. branchiophilum F.
columnare Shewanella putrefaciersnd Bacillus megateriunstrains. Indeed, the; values
were recorded at 35.47 £ 0.39 out of thevalues range observed wikh psychrophilum
cells, but theTm corresponding to the amplicons were equal toBTG: 0.04 close to that
observed forF. psychrophilurspecific 16S rDNA (see the arrow on Fig. 4D). This
observation suggested a possible unexpected acagiliin with theF. psychrophilunspecific
primer set from some ndr- psychrophilunbacteria. All bacteria samples tested were used as
gPCR templates in the presence of the universalgorpair to ensure that the gPCR assay
could function specifically, and also because tleeige quantity of bacterial equivalent added
per gPCR assay was unknown (Table 1). A speciffeityor was determined for all bacterial
strains as the ratio of the psychrophilurspecific 16S rDNA copies to that of the 16S rDNA
copies obtained with the universal primers. Thecsiedy factors ranged from 2 up to 28 for
all F. psychrophilunmstrains tested here, indicating the relevance efRthpsychrophilum
specific primer set foF. psychrophilumguantification. The specificity factor values radge
from 0 up to 8 x 18 with all other eubacteria essayed here, includsiegne non-
psychrophilumflavobacteria. The non zero scores with the smatgiffactors observed foB.
megaterium(8 x 10%, F. columnare(5 x 10%, F. branchiophilum(35 x 10° and S.
putrefaciens (2 x 10° strains suggested an unspecific amplification hwihe F.
psychrophilursspecific primer pair; they correspond to less tH&®2, 64, 4 or 0.4F.
psychrophilurespecific 16S rRNA gene copies, respectively, p86,000 universal 16S
rRNA gene copies, per reaction. Unlike the formgpdthesis, the very low copy number
observed with F. psychrophilunspecific primers suggested a probable very weak
contamination of non-target cells tested here byges ofF. psychrophilumin the course of

the sample preparations.
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Table 1. List of bacteria

3. Détection de Flavobacterium psychrophilum

Id. . . - Fp_specific. universal . Specificity factor

Nber? Species Strain Origin  16S rDNA copies 16S rDNA copies (mean + SD)
(mean £ SD) (mean £ SD)

1  Flavobacterium psychrophilum JIP02/86 Inra (25+0.6) x10 (8.3+0.8) x 16 3.1+0.9

2  Flavobacterium psychrophilum NCIMB 1947 NCIMB  (1.7+1.8)x10 (6.5+1.2) x 1% 27.7 +33.9

3 Flavobacterium psychrophilum G4 Enitab (3.4+04)xf0 (4.8+2.8)x16 11.1+7.7

4 Flavobacterium psychrophilum P0388 Enitab (26+1.0)x90 (1.9+1.0)x 10 1.9+15

5  Flavobacterium psychrophilum F6 Enitab (28+1.7)xf0 (5.2+0.7)x1d 5.5+3.9

6 Flavobacterium psychrophilum 08-2829 LD40 (1.1+02)x %0 (5.0+2.1)x16 27+15

7 Flavobacterium psychrophilum 08-194 LD40 (33.4+08)x 0 (1.6+0.3)x 16 22+04

8  Flavobacterium psychrophilum 08-255 LD40 (5.8+15)x 10 (1.8+0.8)x 16 39+23

9  Flavobacterium psychrophilum 08-214 LD40 (3.8+09)xf0 (4.4+1.0)x 16 9.1+3.4

10  Flavobacterium psychrophilum AU 0205 Chile (1.9+03)xf0 (1.3+0.6) x 10 1.8+1.0

11  Flavobacterium psychrophilum AU 2706 Chile (1.2+01)xf0 (5.1+1.3)x1D 25+0.8

12  Flavobacterium branchiophilum FL15 Inra 12.6 (3.6+0.1) x 10 (35.2+1.6)x 16

13  Flavobacterium johnsoniae uwi1o01 ATCC ND (7.6 +3.7) x 10 0

14  Flavobacterium columnare 08-336 LD40 3.9 (8.1+1.7)x30 (5.1+1.3)x1d

15  Yersinia ruckeri 07-1845 LD40 ND (1.8+0.5) x %0 0

16  Yersinia ruckeri 07-1884 LD40 ND (5.7 +2.8) x %0 0

17  Yersinia ruckeri 07-1726 LD40 ND (24.6 +1.0) x §0 0

18  Yersinia ruckeri AU-0602 Chile ND (3.4+0.1) x fo 0

19  Aeromonas salmonicida 08-1492 LD40 ND (1.9+1.0) x 0 0

20 Aeromonas salmonicida 08-1494 LD40 ND (8.4 +1.4) x f0 0

21  Aeromonas salmonicida AU-3103 Chile ND (1.8 +0.3) x f0 0

22  Vibrio alginoliticus 08-2498 LD40 ND (9.4+1.1)x %0 0

23 Vibrio vulnificus 08-2498 LD40 ND (4.3+0.3) x 10 0

24 Vibrio anguillarum AU-2709 Chile ND (4.0 +0.8) x f0 0

25  Vibrio ordalii AU-3006 Chile ND (1.2+0.7) x fo 0

26  Serratia liquefaciens 01.6603 LD40 ND (5.0 +1.2) x %0 0

27 Pseudomonas fluorescens 7504 LD40 ND (7.0+2.3) x f0 0

28  Shewanella putrefaciens 08-2498 LD40 54+1.4 (5.8 +4.2) x40 (2.0+1.8) x 10

29 Salmonella entericapindiana Enitab ND (4.9 £3.4) x 10 0

30  Escherichia coli JM109 Promega ND (1.5 £ 0.6) x°10 0

31  Escherichia coli K12 Enitab ND (1.4 +0.6) x 10 0

32  Enterococcus faecalis Enitab ND (6.3+0.8) x 10 0

33  Bacillus megaterium Enitab 1.5 (23+1.1)x %20 (8.0+4.2)x1d

34 Listeria innocua Enitab ND (5.7 £2.6) x 10 0

35 Staphylococcus aureus Enitab ND (1.4 £0.7) x 10 0

36  Pediococcus acidilactici Enitab ND (3.4 #1.1) x 10 0

strain tested.
% Identification number. The corresponding bacterianbering is the same than that used in fig. 4.

b ND: no detection; below the detection threshthe: observeCy is greater than that of wat

. Specificity factor is the rati&. psychrophilunspecific 16S rDNA copiegs universal 16S rDNA copies obtained for each béaadter
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Primer accuracy with fish samples

To ensure that thE. psychrophilunspecific primer set could be used efficiently For
psychrophilundetection/quantification directly on rainbow trque., in the presence of large
amount of DNA from the host), three fish sampldsn(smuscle and gills) were spiked or not
with around 38 x 10F. psychrophiluncells per mg of tissue. Total DNAs were prepaned a
used as templates in gPCR assays (Table 2). Fromated fish sample§,. psychrophilum
was not detected in gills while the cell quantigvéls were found to be less than two
flavobacteria per mg of tissue in skin and musSlech data indicate clearly that all healthy
fish assayed here were unaffected carriefs. gfsychrophilumNo significant difference has
been observed between the quantified bacteriaistite the three spiked tissues and the
amount off. psychrophiluncells that had been experimentally deposed ondiigans. This
indicates that the bacterial genomic DNA extractyoeld is quantitative and it is not flawed
by the organic matrix or the natural fish DNA. Tmew gqPCR assay proved useful in
determining the flavobacterial titers in tissuedlisfeased fish since values around 010"
bacterial cells per mg of tissue were found; thdsasities found on organs taken from

diseased fish were statistically different fromsbmf unaffected fish.
Discussion

Rapid detection of. psychrophilunas agent of BCWD as well as RTFS in aquaculture
is an important step for the control of flavobaitigis outbreaks. Moreover, it is essential to
detect carrier fish without any sign of the dissasecause of the aquaculture practices which
include numerous exchanges of fish stocks fronetigeproduction (the nursery) and juvenile
fish (the hatchery) to the adult fish (i.e., thenafi farm). These exchanges favor

flavobacteriosis spread originating from appareuntigffected fish.

Culture methods, widely used for routine contradgyuire different steps in the sample
preparation making it impossible to determine ttia F. psychrophiluntoad in the sample.
Moreover, the presence of viable but noncultur&blpsychrophilunforms, evaluated at 75%
using standard conditions (Micheadt al. 1999), lead to underestimation of the fish
contamination. To overcome these difficulties, sia®CR (Toyamat al. 1996; Urdacket al.
1998), multiplex-PCR (Del Cerret al. 2002a; Onulet al. 2010), nested-PCR (Baliar@a al.
2002; Madetoja and Wiklund 2002; Izuret al. 2005), and quantitative loop-mediated
isothermal amplification of DNA method (Fujiwara-fdta and Eguchi 2009) have been
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Table 2. Quantification d¥. psychrophiluntellson fish tissue samples by gPCR

Cell number/mg

Samples guantified
by gPCR
(mean + SD)
Unaffected Skin 1.8 +0.9*%
fish samples Muscle 1.7 +0.2*
(controls) Gills ND*
Unaﬁected Sk|n (12 + 02) X 1b§
fish samples Muscle (2.7 +£0.5) x 108
(spikedf Gills (0.9+0.6) x 16§
_ g Skin (5.4 +3.0) x 1
Disease Muscle (0.7+0.3) x 10
fish samples .
Gills (18.4 + 24.9) x 1

ND: no detection

2 organs were spiked with a mean (3.8 + 0.5) bt teria per mg of tissue.

*; statistical significance betweén psychrophilunguantified from diseasead unaffected fish
samplesf§ value < 0.05)

§: no statistical difference between depoBegsychrophiluntellsvs gPCR-quantified-.
psychrophilumcells ¢ value > 0.05)
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developed for identification/quantification d&f. psychrophilumfrom biological samples.

Some of them failed in the sensitivity levels sitice latter were evaluated mainly as colony
forming units (CFU) per mg of biological samples, iabout 25% of the true contamination.
The advantages of qPCR over the classical PCR qoistare that (i) the assays do not
demand time and manipulations with hazardous ptsdsuich as ethidium bromide and (ii)
the number of target gene copies present in theimpa can be determined without

subsequent verification.

Here, we presented the first development of agiral gPCR assay using two sets of
primers for the detection &f. psychrophilumn fish tissues. The two primer sets and probe
sequences used were designed from two regionsmthieiF. psychrophilurh6S rRNA gene
sequence that are: the first one, a highly intaigigevariable segment of this gene and the
second one, a highly conserved segment, respectivdle qPCR assay with thE.
psychrophilurespecific primer set showed a log linear corretatid the genome copy number
with PCR cycle threshold with a detection limit kxaed to four copies, i.e. less than one
flavobacterial cell per reaction sinEe psychrophilungenome contains 6 rRNA gene copies
(Duchaudet al. 2007). However, an unexpected amplification waseoked for few nori-.
psychrophilumbacteria. Consequently, the qPCR assay using theergal primer set was
used to calculate a specificity factor in orderdject any inaccurate amplification. Indeed, all
specificity factors obtained from aK. psychrophilumstrains tested were greater than 1

whereas they were below 8 x™1fbr all nonf. psychrophilunstrains.

The gPCR assay has been validated on fish tisstiéisially infected or not with
known amounts of. psychrophilumcells. Indeed, no statistical difference was reedrd
between the flavobacteria density load on spikedpéas and the one quantified by gPCR
from fish samples after total extraction of DNA.iFlobservation underlines the absence of
any inhibitory factor during the qPCR analysis amy DNA loss during the extraction step.
However, the non zero scores (about less thanlrogl of tissue) obtained with all untreated
fish organs are consistent with previous obseraaticeporting that most (if not all) of
rainbow trout in farms are unaffected carrierd~opsychrophilumthe flavobacteriosis being
possibly triggered by environmental stresses (Ralsd) and Madsen 2000). Moreover, this
new technique allowed the differentiation betweeeased and apparently healthy fish that

could be unaffected carriers.
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To summarize, the gPCR assay described here hasdgdoaccurate and sensitive
counts of F. psychrophilumwithin three different organs from naturally ureffed or
diseased fish as well as artificially contaminafisth tissues. This protocol might be well
implemented to quickly test numerous samples calterom aquatic environments and fish

tissues in order to monitor tike psychrophilumnfection at early stages.
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4.1. Sensibilité de F. psychrophilum au cadmium

4.1.1. Tests préliminaires de croissance

Nous avons, de facon préliminaire, évalué les teglas de croissance optimale de la
bactérie, de souches type ou derniérement isog®idsons malades, en laboratoire. Ainsi,
les courbes de croissanceRgysychrophiluniD40 08/214 ont été mesurées a 14 et a 18 °C
dans 4 milieux de culture distincts (AOAE, TYES, B&, FLP) puis comparées avec celles
obtenues avec la souche de référence JIP OBiI§612. Ces courbes montrent que le délai
entre 'ensemencement et le démarrage de la cnmiesdes flavobactéries 0 heures) est
du méme ordre de grandeur quelles que soient lghsoétudiée, la température ou le milieu.
A l'évidence, le milieu MOB-G ne permet pas le déppement correct des souches. La
meilleure densité cellulaireA§po = 1,2) est obtenue avec la souche LD40 08/214 tans
milieu AOAE a 14 °C. La vitesse de doublement dieon 4 heures, si elle reste modeste
mais classique pour des flavobactéries, est medlpaur la souche JIP 02/86 dans le milieu
AOAE a 14 °C.

L’ensemble des résultats obtenus indique que pattgindre un optimum de
croissance, et donc une biomasse importante, résérable de cultiveF. psychrophilum
LD40 08/214 sous agitation & 14 °C dans le mili€dA&. Toutefois, il est nécessaire de bien
suivre la croissance dans la mesure ou des phémsmoin lyse bactérienne ont pu étre
observés en fin de phase stationnaire (4-5 jouss@usemencement).

4.1.2. Impact du cadmium sur la croissance

En préalable d’'une étude de I'impact du cadmium laurelation héte-pathogen@.
mykissF. psychrophilumil était nécessaire d’en connaitre I'impact sarctoissance de la
bactérie. Ainsi, des courbes de croissance de uahso JIP 02/86 dans un milieu AOAE
contaminées avec des doses de cadmium croissamteg 86 heures ont été realisées a 14 °C
(Fig. 13. La phase stationnaire de croissance est attamtes 72 heures pour la culture
témoin et celle contaminée par 0,1 uM de Cd. Edfeatteinte aprés 96 heures pour celle
contaminée par 0,2 uM de Cd. Puis, pour les coretns plus fortes (0,4, 0,8 et 1,6 uM de
Cd) le début de la phase exponentielle et de stditonnaire sont retardés. Le cadmium a

donc un effet d’inhibiteur de croissance.
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Tableau 16. Temps de division dé&. psychroplhilum JIP 02/86 apres 72 heures de culture en fonctioreda
contamination en CdC}

CdCI2 (uM)
0 0,1 0,2 0,4 0,8 1,6
Temps de division 4.8 h 4.8 h 6,0 h 9.9h 12,0 h 24.0h
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En effet, les croissances relativésy( 14 montrent que la dose de cadmium nécessaire
pour limiter la croissance de 50 % {§Cest de 0,22 et 0,62 uM de Cd aprés respectivement
72 et 92 heures de culture, indiquant que le nzétal effet retardateur de croissance. A titre
de comparaison la valeur des§@u cadmium pouE. coli apres 12 heures de croissance est
de 600 uM (Achard-Jorist al. 2007). Les temps de division de la bactéfiableau 16,
mesurés par construction des courbes log(A600)g(2)Jo= f(temps) pendant la phase
exponentielle de croissance, montrent que lagaarse est diminuée d’un facteur 2 a 0,4 uM
de Cd par rapport au témoins (temps de divisior®,8eheures contre 4,8 heures) et d’'un
facteur 5a 1,6 uM de Cd (24,0 heures contre 4)8is¢

F. psychrophilumest donc une bactérie hyper-sensible au cadmiumpagte aux
autres bactéries Gram négatives. Apres 92 heuresodesances en milieu sain et contaminé
par 0,2 uM de CdG| la bioaccumulation de cadmium dans les bactérié® mesurée. Elle
est respectivement de 1,2 + 0,7 x*Iimol/g de bactéries et 3,2 + 0,4 nmol/g de bazséri

chez les controéles.

58






4. Approche écotoxicologique de la relation hgéehogene

4.2, Impact du cadmium sur la relation hote-pathogene

4.2.1. Introduction

Afin d’entamer I'étude de I'impact de I'environnentiesur la relation héte-pathogée@e
mykissF. psychrophilum nous avons choisi de contaminer des truites rucied en
laboratoire avec la bactérie et un contaminant meodée cadmium. En effet, les facteurs
environnementaux sont extrémement nombreux, aossi avons choisi de nous focaliser sur
un métal lourd auquel sont associées des propii@@sinodépressives. Cependant, tous les
tests réalisés et publiés dans la littérature swwuget ont utilisé de fortes doses de métalset le
effets peuvent étre tres différents selon les asgaes et I'environnement étudié (Descotes
1992). Une diminution significative des globulesarils dans le sang du poisson rouge
(Carassius auratysa été observée apres une contamination de I'eaQd&C} a des doses
écologiques abérantes comprises entre 90 et 445 dagfant 3 a 6 semaines (Murad and
Houston 1988). Cependant, aucun effet n'a été tieteuvez la truite arc-en-ciel aprés 12
semaines d’exposition a des doses plus raisonndelesadmium comprises entre 0,7 et 6
png/L de CdG] (Thuvander 1989). Afin de tester I'impact du cadmisur l'infection de la
truite arc-en-ciel par la flavobactérie, nous avomstaminé un lot de poissons avec 1 pg/L de
Cd (8,8 nM de CdG) durant deux mois puis nous les avons infectésnjection de 5 x 10
bactéries/poisson aprés le premier mois de contdimmmeétallique (FpCd). En plus de cette
condition, 3 contrdles ont été ajoutés. Un lot dsgons sans aucune contamination (T-), un
lot contaminé exclusivement par le cadmium (Cd)retot pour lequel les poissons n’ont subi
gue la seule injection de bactéries (Fp). A lissleel’expérience, nous avons doseé le métal
dans les branchies, le muscle, le foie, la rate etin ainsi que les anticorps par technique
immuno-enzymatique dans le plasma. Une quantifinatie la bactérie a aussi été réalisée
dans les mémes organes afin de déterminer si wigsance et une propagation de l'agent
pathogene avait eu lieu. Enfin, I'expression dexdgenes marqueur de 'immunitél(s et
tnf-a) et un géne marqueur du stress oxydant et métallfgt-a) a été mesurée pour mettre
en lumiere un éventuel effet croisé d'un pathogehed’'un métal trace sur le systéme
immunitaire et la réponse au stress de I'héte anpewant les niveaux d’expression de ces

genes dans les trois conditions FP, Cd et FpCdapgort au témoin T-.
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4. Approche écotoxicologique de la relation hpathogéne

4.2.2. Matériel et méthode spécifiques
Poissons

Un lot de 80 truites arc-en-ciel est prélevé dams pisciculture d’Aquitaine au niveau
d'une écloserie isolée, reconnue pour étre dépeurdiepisodes de flavobactérioses
fréquents. Le poids des poissons croit de 5 g jas2fug a la fin de I'étude. Les truites sont
maintenues par groupes de 20 individus dans dessnsade 300 L alimentés en flux continu
(environ 1 L a la minute) avec de I'eau du robidéthlorée en colonne et filtrée sur charbon
actif. Apres un mois d’acclimatation, I'eau est @minée ou non en continu durant 2 mois
avec du CdGl a une concentration finale de 1,3 £ 0,1 pg Cd/Acgra une pompe
péristaltique perfusant l'arrivée d’eau d’'une siolntmere de cadmium de concentration 100
pg Cd/L. La concentration de contamination en méslvérifiée et le débit de la pompe
ajusté quotidiennement. Les poissons sont nournzudeur de 2 % de leur masse corporelle
chaque jour par des granulés donnés par le pissiculAprés 1 mois de contamination
métallique, les poissons sont infectés ou non pjgction dans le muscle de la nageoire
caudale de 50 pL d’'une culture fraiche Flepsychrophilum(LD40 08-214) en suspension
dans du tampon PBS correspondant & une injectiod deld bactéries par poisson. Les
poissons contréles ont recu une injection du mémleinve de tampon PBS vierge de
bactéries. Apres un mois de double contaminatiactéoienne et métallique, les poissons sont
prélevés puis anesthésiés par balnéation dansolut#os de benzocaine a 50 mg/mL avant
d’étre disséqués (résumé chronologifige 15.

Détection batériennes

Le titre bactérien de la suspension de contaminatiosi que sa détection dans les
organes des poissons (branchies, muscle, foie etatein) est réalisé grace a la technique
gPCR ciblant le géne codant ’ARNr 16S décrite extériel et méthode.

Dosage du cadmium dans I'eau et les tissus

Le cadmium dans l'eau a été dosé quotidiennemanalpsorption aprés acidification
dans une dilution appropriée. La méme techniqui aitilisée pour doser le cadmium dans
les tissus de poissons apres avoir été pesés mésatisés dans de I'acide nitrique pur.
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Tableau 17. Dosage du cadmium dans les organnes gegssons en nmol Cd / g de tissus + SEM

Branchies Muscle Foie Rate Rein
Cd 25+0,1 <LD 1,7+0,1 0,35+0,02 6,6,4
FpCd 1,3+0,1 <LD 2,1+0,2 0,30 +£0,01 43,2

< LD: inférieur & la limite de détection.
La concentration en cadmium dans les organes desops issus des conditions T- et Fp sont toutes
inférieures a la limite de détection.

**

3 500 - _}
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Q)2000—

U

1 500 -
1 000 A

500 -

NEa -

T- Fp Cd FpCd

Fig 1€. Titre en anticorps an&. psychrophilumt SEM dans le plasma des poissons issus des
conditions témoins (T-), contaminés par la bactff@), par le cadmium (Cd) et par la

bactérie et le cadmium (FpCd).
* : moyenne statistiquement différente de celles dmditions (T-) et (Cd) (test U).
** : moyenne statistiquement différente de celles donditions (T-), (Fp) et (Cd) (test U).

Tableau 18. Quantification deF. psychrophilum dans les organes des poissons (bactéries / g de

tissus)
Branchies Muscle Foie Rate Rein
T- <LD <LD <LD <LD <LD
Fp <LD 1,2 x 1@)(1/5)a <LD <LD <LD
Cd <LD <LD <LD <LD <LD
FpCd <LD 2,8 x 1“'0(1/5)a <LD <LD <LD

® Résultat obtenu pour 1 poisson sur les 5 testés.
< LD: inférieur & la limite de detection.
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Dosage des anticorps anti-F. psychrophilum dans le plasma des poissons

Un prélévement de sang est réalisé par la veindatawa l'issue des 2 mois de
contamination immeédiatement aprés I'anesthésie amecseringue héparinée. L’échantillon
de sang est ensuite mélangé a un volume d’hépatifissant pour obtenir concentration
finale aux alentours de 50 mg/mL puis conservé°&€ 4Le plasma est ensuite récupéré par
centrifugation a 1 00& g durant 10 min a 4 °C. Les anticorps dntipsychrophilumsont

dosés grace a la technique ELISA décrite en magirraéthode général.
Mesure de I’expression génique

Immédiatement aprés I'anesthésie, les poissonétérdisséqués et les organes destinés
a la mesure de I'expression génigue (muscle, biascfoie, rein et rate) ont été conservés a -
80 °C dans du RNA Later (Roche). Les techniqudségis pour I'extraction des ARN, leur
rétro-transcription puis leur quantification relaipar RT-PCR sont décrites en matériel et
méthode. Nous avons testé I'expression d'un génerégense au stress, celui de la
métallothionéine Arfit-a) et de deux géenes de I'immunité, ceux de l'inigkleel (il1-p) et

du tumor necrosis factar (tnf-c).
4.2.3. Résultats

Durant les deux mois de I'étude, un suivi de madal été effectué et aucune perte n'a

été observée sur les lots de 20 poissons dansclasditions T-, Fp, Cd et FpCd.
Dosage des métaux dans les tissus des poissons

Le cadmium a été dosé dans le muscle, les brandeidsie, le rein et la rate des
poissons contaminés par le cadmium (Cd), et de adaxfois contaminés par le cadmium et
infectés par la bactérie (FpCd)ableau 17). La concentration en cadmium est inférieure a la
limite de détection dans le muscle des poissonsnterais dans les deux conditions.
Classiquement, lors de contaminations par desefsidbses de cadmium sur du long terme,
les organes de transition comme les branchiesfetdesont faiblement contaminés, avec une
concentration en cadmium autour de 2 nmol Cd /giskus. La rate est un organe qui
bioaccumule peu le cadmium avec des concentratiomgvées de 0,35 = 0,02 et
0,30 = 0,01 nmol Cd/g de tissus pour les deux ¢mrdi Cd et FpCd respectivement.
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Tableau 19. Expression relative des genes dans teganes des poissons de chaque condition

Génes
Condition Organes mt-a tnfa iI1-p

Muscle (3,5+2,0)x 10 (4,2 +3,5) x 10 (1,3+1,3) x 10

Branchies (21+1,3)x 0 (9,2 +4,3) x 10 (1,2+1,1) x 19

T- Rate (20+1,1)x 1D (2,3+0,5) x 10 (5,4 £0,4) x 16
Foie 3+3 (1,3+0,6) x 10 (6,7 +1,8) x 10

Rein (1,2+0,5) x 18 (1,1+0,3) x 10 (3,4+1,7) x 16

Muscle (6,9 +2,8) x 10 (18 +13) x 10 (56 +42) x 16

Branchies (3,4+0,7) x T0 (14 +2) x 16 (2,7 +0,6) x 10

Fp Rate (1,9+0,6) x 10 (1,9+0,6) x 10 (83+13) x 16
Foie 29+0,8 (9,9 +9,5) x f0 (940 + 430) x 10
Rein (12 +5) x 10 (11 +3) x 16 (450 + 120) x 16

Muscle (6,9 +2,5) x 10 (20 +22) x 16 (3,0+0,6) x 16

Branchies (1,7 +1,0) x 0 (8,2 +3,6) x 10 (1,8+0,9) x 10

cd Rate (1,2+0,5) x 1 (3,1+2,22)x 10 (110 + 80) x 16
Foie 22+04 0,76+ 0,04) x 0 (190 + 140) x 10

Rein (34+1,3) x1b (5,0 +3,2) x 16 (90 + 29) x 16

Muscle (6,0+2,8) x 10 (23+21) x 16 (79 +91) x 16

Branchies (4,5+0,2) x 0 (30+7) x 10 (3,7+1,4) x 10
FpCd Rate (1,2+0,2) x 10 (32 +19) x 16 (170 + 150) x 16
Foie 3,2+0,6 (11+1) x 10 (300 + 90) x 10

Rein (8,2+1,0) x 1 (4,0+0,9) x 10 (100 + 10) x 16

Tableau 20. Expression différentielle des genes dafes organes des poissons contaminés par rappoutxa
poissons témoins

Fp/T Cd/T FpCd/T
Muscle
mt-a = = =
iI1-p 43 = =
tnf-a = = =
Branchies
mt-a = = 2,1
il1-p = = =
tnf-a = = 3,3
Rate
mt-a = = =
il1-p 15 21 32
tnf-a = = 14
Foie
mt-a = 2 =
iI1-p 134 27 43
tnf-a = = 8,7
Rein
mt-a 10,5 2,9 6,9
il-p 133 27 29

tnf-a 9,6 4,4 3,6
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L’'organe le plus contaminé apres deux mois dexXfosiest le rein qui présente des
concentrations de 6,5 £ 0,4 et 4,3 £ 0,2 nmol Cdédissus respectivement pour les deux

mémes conditions.
Détection et quantification de la bactérie dans les tissus des poissons

La bactérie a étée quantifiée dans les branchiesndscle (au niveau de la zone
d’injection), le foie, la rate et le rein un mojres l'infection par injectionTiableau 18. Elle
a été détectée seulement dans le muscle des poigsEalablement infectés sur 1 poisson sur
5 testés dans les conditions Fp et FpCd & hautedrax 16 et 2,8 x 10 bactéries / g de

tissu respectivement.
Dosages des anticorps anti-F. psychrophilum

Les anticorps anti. psychrophilunont été dosés par ELISA dans le plasma des truites
(Fig. 16). Les poissons des conditions T- et Cd présertesttitres en anticorps résiduels
respectivement de 162 + 65 et 126 + 12 Ulg. Enmele, les poissons infectés des conditions
Fp et FpCd présentent des titres significativenseipérieurs a celui du T-, de 980 + 437 et
3416 + 163 Ulg, respectivement. Le titre des paissde la condition FpCd est lui-méme

significativement 3,5 fois supérieur a ceux dedadition Fp.
Mesure de I’expression génique

L’expression du gene impliqué dans la réponserasstnt-a ainsi que des 2 génes de
limmunité (11-p et tnf-w) a été quantifiée dans le muscle, les brancheeii¢, la rate et le
rein des poissons maintenus dans les 4 conditienspl Cd et FpCd. Les moyennes + SD
des niveaux d’'expression de ces genes (relativeraefiexpression de I'actine) sont
rassemblées dans [Bableau 19 A partir des données de ce tableau, les expressio
différentielles significatives entre les 3 condiigoFp, Cd et FpCd, et la condition T- ont été
calculées Tableau 20Q. Dans le muscle, au niveau de la zone d'injectiergeneill-f est
surexprimé 43 fois dans la condition Fp par rappast poissons témoins. Dans le foie et le
rein, la forte surexpression de ce gene aprestiafe(x 134 dans le foie et x 133 dans le rein)
est amoindrie par le cadmium (abaissement a uadade surexpression de 43 dans le foie et
de 29 dans le rein). De méme, la surexpressioredatgf-a dans le rein des truites infectées
(par x 9,6) est abaissée par la contamination donicem (a x 3,6). En revanche, la

62






4. Approche écotoxicologique de la relation hgéehogene

combinaison de l'infection et de la contaminatiend compte d’une surexpression du gene

tnf-o dans le foie (par x 8,7).

Dans la rate, organe peu contaminé par le cadmianflavobactérie et le métal
provoguent une surexpression du géhes respectivement d’'un facteur 15 et 21, avec un
effet de synergie chez les poissons infectés éaounés ou ce méme géne est surexprimeé par
un facteur 32. Dans le rein, organe trés forternentaminé par le cadmium, le gémé-a est

surexprimé dans les trois conditions Fp, Cd et FpCd
4.2.4. Discussion

Aprés deux mois de contamination a 1 pg GHCet une injection de 5 x 1CF.
psychrophilumpar individu a un mois de l'arrét de I'étude auaes poissons n'est tombé
malade et aucune mortalité causée par le pathagamdé déplorée. La difficulté a reproduire
la flavobactériose est bien connue. En effet, mfection par injection peut produire de 0 a
100 % de mortalité lors d’'une expérimentation sdisouche utilisée et les résultats sont
faiblement reproductibles (Holt 1987; Decosteteal. 2000). Au cours de cette étude, nous
constatons que le titre bactérien a chuté au nideala zone d’injection apres un mois. Cela
démontre que la bactérie n’a pas réussi a entrghase d’infection et de colonisation dans
d’autres compartiments de I'organisme. Il peut étneposé que (i) la bactérie n’était pas dans
de bonnes conditions pour se multiplier dans l@gux suivant l'infection, (ii) le systeme
immunitaire du poisson a réussi a I'éliminer pdldiment. La production significative
d’anticorps anti~. psychrophilummontre en tout cas qu’une réponse immunitaireea b

lieu.

L’expression génique démontre que le cadmium penit des effets contradictoires sur
le systeme immunitaire du poisson. En effet, dansate, organe ou la bioaccumulation en
cadmium est faible (environ 0,3 nmol Cd/g de tissm) observe une synergie du métal et de
l'infection pour I'induction du géne pro-inflammate il1-5. De plus, la rate étant I'organe
principal de maturation des cellules productricesticorps, cette synergie se retrouve aussi
au niveau du titre en immunoglobulines dntipsychrophilundans le sang des poissons. On
note également un effet synergique du double raite pour le gentnf-a dans le foie, la rate

et les branchies et, pour le ganea, dans les branchies.
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Dans le rein, les géneéld-4 et tnf-o sont surexprimés en réponse a chaque traitement
appligué séparément, mais la combinaison de ces tdgtements ne conduit par a un effet
additif (e niveau de surexpression est méme 3agsdnférieur a celui observé dans le cas de
I'infection seule). La méme remarque peut étreefddns le cas de I'expressionl s dans le

foie et detnf-o dans le rein.

Remarquablement, en réponse a linfection par &vofbactérie, des niveaux de
surexpression tres importants sont observeés by dans la rate, le foie et le rein, et pour
mt-a et tnf-o. dans le rein, alors que le titre en flavobactédaes ces tissus est indétectable.
Cela peut étre expliqué par la migration dans cgares de lignées cellulaires sanguines

stimulées par l'infection.

La difficulté a reproduire la colonisation aprésfiection bactérienne en laboratoire est
une limite majeure de cette étude, puisqu’elle neaspéche de savoir si une telle
contamination aurait perturbé la relation hote-pgéme dans le milieu aquacole dans le sens
d'une aggravation du caractére pathogene de laolkmtérie. Il a donc été décidé de
s’orienter vers les fermes aquacoles ou la flav@imtarrive a coloniser les poissons apres

infection.
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4.3. Travail sur un site contaminé et un poisson modele

4.3.1. Introduction

En 2006, une étude sur I'impact d’'une eau de mviEntaminée par le cadmium et le
zinc sur le poisson zébRanio rerio a été réalisée. Il a été mesuré : 1/ la bioaccainoul des
meétaux, 2/ leur génotoxicité et 3/ leur impact expression de géenes de réponse au stress,
du métabolisme mitochondrial, de 'apoptose etafmration de '’ADN. Nous nous sommes
inspirés de ce travail pour I'étude de l'impact KeEnvironnement sur la relation hote-
pathogén®. mykiss-. psychrophilumen aquacultures.

Le poisson zébr®anio rerio est un bon modele biologique pour I'étude des méps
génétiques et bioénergétiques vis-a-vis des contimns métalliques, notamment par le
mercure et le cadmium. De plus, ce poisson supietela vie en aquarium, il est de petite
taille et son génome est entierement séquencébét pune étude préalable en microcosme a
montré par dosage qu’'apres une contamination pardicecte de 9,6 pg Cd/L pendant 21
jours, le Cd est bioaccumulé dans les branchieiide le cerveau et le muscle squelettique
par ordre décroissant (Gonzaletzal. 2006). Il a aussi été montré que cette contananati
provoque I'induction significative de certains geme réponse au stress oxydant, de chélation
des métaux, de résistance aux xénobiotiques, dabwmliétme mitochondrial, d’apoptose et de
réparation de I'’ADN.

Au sein de I'équipe GEMA d’Arcachon, il a réecemrhéteé mis au point une méthode
de détection des atteintes génotoxiques par RAPR-ERandom Amplified Polymorphic
DNA) avec l'utilisation d’'une amorce discriminar@®B11 : 5’-GTAGACCCGT-3’ et d'une
amorce de référence OPB7 non discriminante : 5FGECGCAG-3'. Cette meéthode
couplée a la PCR quantitative est utilisée Banio rerio et permet la mise en évidence du
pouvoir génotoxique du Cd (Cambietr al. 2010). Comme cette méthode est récente, il était
opportun de la comparer avec d’autres méthodesiépes comme le test des comeétes (Singh
et al. 1988; Devawet al. 1997) et le dosage de la 8-ceto-désoxyguanosiBECOD 2002b,

a).

Dans une optique plus environnementale, et afircaldronter ces techniques a des
poissons exposés a I'eau de milieux naturels, Byass exposé des poissons zebre a des

eaux de rivieres contaminées par différents médaunt le Cd et le Zn. Ainsi, une
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contamination sur 14 jours par I'eau du Lot et douRMort (Aveyron) percolant les terrils de
'ancienne mine d’extraction de zinc "Vieille-Mogiee" a été réalisée. Trois sites ont été
choisis : Boisse-Penchot comme référence, Bouitiamme site faiblement contaminé et
Joanis sur le Riou Mort en aval du site Vieille-Ngne comme site tres contamikég( 17).
L’eau des bacs des poissons a été renouvelée cfaquear tiers avec de I'eau de riviere
puisée quotidiennement puis chauffée a 25 + 3°@ (@®viter un choc thermique aux
poissons). Au cours de I'étude, trois temps deeparhent ont été effectués apres 3, 7 et 14

jours.
4.3.2. Résultats et discussion

Le niveau de contamination des sites a été meswanérme la présence d’'un gradient
polymétallique sur le site d’étude. En effet, lesnaentrations en Cd dans les bacs
correspondant a Joanis et Bouillac étaient comprisgpectivement dans les intervalles 4,3 -
15,3 et 0,45 - 0,67 pg Cd/L, et inférieures anaitk de détection (0,05 ug Cd/L) dans celui
correspondant a Boisse-Penchot. Les concentraBanZn dans les bacs correspondant a
Joanis, Bouillac et Boisse-Penchot étaient compnmmir leur part respectivement dans les
intervalles 440 - 651, 23 - 78 et 2,2 - 14 pg Znlh bioaccumulation du Zn dans les
branchies et I'appareil digestif des poissons, aitésignificative que dans le bassin
correspondant a Joanis apres 3 et 7 jours de cordaom. Ce résultat indique une forte
implication de mécanismes homéostatiques régukarmrésence de Zn dans l'organisme.
Quant au Cd, il était significativement bioaccumdeds le cerveau, les branchies et I'appareil
digestif des poissons évoluant dans les bacs gaméant a Joanis et Bouillac. Cependant, les
niveaux de bioaccumulation étaient inférieurs axamesurées sur des poissons contaminés en
laboratoire a des concentrations équivalentes, déard que les expositions controlées en

laboratoires ne sauraient rendre compte de la ait@ldu milieu environnemental.

En termes de génotoxicité, le test comete a redé dommages a I'ADN, par la
mesure du pourcentage d’ADN présent dans la téteapaort a celui présent dans la queue
de la cométe, chez les poissons maintenus dams$inbcorrespondant a Joanis aprés 3 jours
de contamination. Ces dommages n’étaient plus Stapres 7 et 14 jours, suggérant qu’'une
réparation s’était produite. La RAPD-PCR déceleguntifie pour sa part, des dommages a
’ADN sur les poissons élevés pendant 3 jours dassaux de Joanis et pendant 14 jours

pour ceux élevés dans les eaux de Bouillac. Emahwe le dosage de la 8-ceto-
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desoxyguanosine n'a pas permis de détecter de dgesrzhez les poissons nageant dans
'eau des trois sites étudiés. Le rassemblementréasitats de la RAPD et du test des
cometes, techniques a I'évidence complémentairesmngt de mettre en lumiere des
dommages précoces a I’ADN aprés 3 jours de conttimmpour le site le plus contaminé et

apres 14 jours pour le site modérément contamineé.

L’analyse de I'expression génique révele quantlé:el/ une surexpression dans les
branchies et le cerveau du gésuel aprés 3 jours d’exposition dans les eaux de Jodaiss
'appareil digestif aprés 7 jours dans les eauxio@nis et apres 14 jours dans les eaux de
Bouillac, indiquant une réponse au stress oxydahtune surexpression des genad51 et
gadd dans le cerveau et dans I'appareil digestif@afret 7 jours d’exposition dans I'eau de
Joanis, et dans le cerveau aprés 14 jours d'expogians I'eau de Bouillac. Ces résultats
mettent en lumiére une concomitance des effets tgeigoe du cadmium et de la

surexpression de genes de réparation de ’ADN & deutralisation du stress oxydant.

La technique de la RAPD est plus sensible queskedes cometes puisque la premiére
guantifie des dommages apres exposition a une &au site modérément contaminé
(Bouillac) alors que la seconde ne détecte des dmgamque dans des poissons exposés dans
'eau du site le plus contaminé (Joanis). L'intédé&t la RAPD-PCR est gqu’elle peut étre
réalisée sur la totalité de I'organisme, et dontectér des dommages apparaissant dans un
seul tissu alors que le test des cometes exphkstsdules cellules du sang. De méme, le test
comeéte révele des effets clastogenes (cassuréaldig)lalors que la RAPD révéle les effets
mutagenes (modification de bases de I'ADN). Or, dexdifications de bases apparaissent
pour des concentrations de toxique bien infériedreselles nécessaire pour générer des

cassures de I'ADN.
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Genotoxic effects of a polymetallic pollution gradient displayed by the Lot River and one of its tributary
have been assessed on zebrafish Danio rerio. Three methods were compared: RAPD-PCR, the comet assay,
and 8-oxo-7, 8-dihydro-2’-deoxyguanosine (8-oxodG) formation. The fishes were exposed for 14 days to
waters collected from three stations: Joanis, a site polluted by cadmium (Cd) and zinc (Zn) (mean
concentrations: 15 pg Cd/L and 550 pg Zn/L), Bouillac (mean concentrations: 0.55 pg Cd/L and 80 pg Zn/L),
and Boisse-Penchot, a reference station (mean concentrations: <0.05pg Cd/L and 7 pg Zn/L). The
quantitative RAPD-PCR methodology proved to be sensitive enough to unmask metal genotoxicity after
3 and 7 days of exposure to Joanis water and after 14 days to Bouillac water, whereas the comet assay only
detected DNA damages at the most contaminated station (Joanis). The 8-oxodG quantification was not
sensitive enough to be used in zebrafish under these environmental conditions.

© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Cadmium (Cd) is a highly toxic and carcinogenic heavy metal.
This metal inhibits the DNA repair system and several enzymes
involved in oxidative stress responses (Giaginis et al., 2006;
Joseph, 2009). Cd is dispersed in the environment due to its
widespread industrial use. In the South-West of France, the Lot
River and its small tributary (Riou-Mort) have a polymetallic
pollution gradient with Cd as the main toxic metal (Audry et al.,
2004). These streams are polluted with cadmium and zinc
originating from a century old industrial Zn factory, the Vieille-
Montagne. Downstream on the Riou-Mort, just before its con-
fluence with the river Lot, the cadmium concentration in the
water varied between 2 and 28 pg/L during a 3-month survey
(mean: 15 pg Cd/L). On the Lot River, about 300 m downstream
from the confluence with the Riou-Mort (Bouillac sampling
station), Cd concentrations varied from 0.05 to 2.5 pg/L (mean:
1 g Cd/L) (Achard et al., 2004). In laboratory conditions, we
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exposed zebrafish Danio rerio with environmentally relevant
doses of Cd and found an induction of genes involved in the
DNA repair process (Gonzalez et al., 2006). In order to assess the
effectiveness of Cd-induced genotoxic damages on zebrafish we
decided to use a modified RAPD-PCR methodology.

RAPD is currently used for intra-populational polymorphism
detection, but the technique also permits the detection of genetic
alterations after animal contamination with pollutants, even on
non clonal species such as macroalgae Palmaria palmata (Atienzar
et al,, 2000), crustacean barnacles Elminius modestus (Atienzar
et al., 2002), and bivalve mollusks Mytilus edulis (Hagger et al.,
2005). Most recently, the RAPD methodology was applied to
zebrafish to detect the genotoxic potential of chemicals such as
cyclophosphamide and dimethoate (Zhiyi and Haowen, 2004).
However, this method only relies on agarose gel electrophoresis
analysis of the missing or appearing PCR products between DNA
from contaminated and control individuals. We have recently
refined this methodology by eliminating the electrophoretic
analysis and taking advantage of the quantitative facilities of
real-time PCR to address the efficiency of hybridization of the
RAPD probe to genomic DNA, and to allow comparison of
the melting temperature patterns between each amplification
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reaction (Cambier et al., 2010). Zebrafish were exposed for 21
days to two concentrations of cadmium chloride dissolved in the
medium (1.9 and 9.6 ng/L, representative concentration present
in the Bouillac and Riou-Mort waters, respectively). RAPD-PCR
showed an increase in the relative hybridization efficiency of a
Cd-discriminative probe on the genomic DNAs coming from fish
exposed to both Cd concentrations as compared to the control
condition. In addition, the RAPD-PCR melting temperature pat-
terns showed that Cd contamination resulted in the variation of
the distribution of PCR products according to their fusion tem-
perature intervals.

A main objective of the present study is to determine whether
this RAPD-PCR methodology can also apply to truly environmen-
tal situations, despite the numerous parameters that escape the
researcher’s control. We therefore decided to expose zebrafish for
14 days to different waters from the Lot River and its tributary,
the Riou-Mort. Another objective of this study was to compare the
sensitivity and efficiency of the RAPD-PCR methodology to those
of two classic assays: the comet test (alkaline single cell gel
electrophoresis) and the assessment of the oxidative DNA damage
as measured by 8-o0xo-7, 8-dihydro-2’-deoxyguanosine (8-oxodG)
using high pressure liquid chromatography (HPLC) analysis
(Halliwell, 1999; Russo et al., 2004). Cd and Zn concentrations
were quantified in fish tissues, and a selection of genes involved
in DNA repair and response against stress were scrutinized for
modification of their expression, in order to correlate with
possible observed genotoxic damages.

2. Experimental section
2.1. Description of the study and sampling zone

The study and sampling zone was located in the South-West of France, in the
Aveyron department of the Midi-Pyrénées region, on the banks of the Lot River
and one of its metal-polluted tributary, the Riou-Mort River. This tributary is
polluted by a zinc ore extraction plant located in Viviez, and which is now owned
by the Umicore company. Today there is no more zinc extraction, but accumulated
existing extracted materials still pollute the Riou-Mort River, mainly with
cadmium and zinc. Three sampling stations were selected for our study (a figure
of the site can be seen in Achard et al., 2004): (1) the Joanis station was located on
the banks of the Riou-Mort station, 2 km upstream from the confluence with the
Lot River and 2 km downstream from the Umicore factory. At this sampling site,
the dissolved metal forms represented 92% and 89% of the total Cd and Zn,
respectively (Andres et al., 2000); (2) the Bouillac station was located on the Lot
River banks 200 m downstream from the confluence with the Riou-Mort River. At
this sampling site, the dissolved metal forms represented 85% and 75% of the total
Cd and Zn, respectively (Andres et al.,, 2000); (3) the Boisse-Penchot station
was the reference site, located 3.5 km upstream from the confluence with the
Riou-Mort River. At this sampling site, the Cd concentration was below the
detection threshold of 0.05 pg/L.

2.2. Zebrafish care and contamination

The experiment lasted from May 3 to 18, 2010. On departure from Arcachon,
fish were put in oxygen-saturated water, obtained by a direct bubbling of oxygen,
and kept under a pure oxygen atmosphere for 4 h during the travel to Viviez. On
arrival, fish were directly placed in a tank filled with chlorinated-free oxygenated
water warmed to 23 °C. Fish were kept in this tank for 24 h and then transferred to
experimental tanks. Since zebrafish cannot withstand low temperatures, we kept
fish in tanks filled with water sampled from the 3 described sites at a constant
temperature. The experiments were performed in a laboratory lent by the ABC
factory in Viviez. Adult zebrafish were randomly distributed in three 60-L tanks
equipped with a heater to maintain the water temperature at 25+ 3 °C, and a
bubbling device to oxygenate and mix the medium. Fish were fed daily with a
quantity of dry food representing 5% of their body weight (Novo Granomix, JBL).
The food contained 38% proteins, 6% fat, 4% fibers, 9% ashes, 0.9% phosphorus, 25 IU/g
of vitamin A, 0.4 mg/g vitamin C, 3 mg/g vitamin D3, and 0.33 mg/g vitamin E. Cd
and Zn concentrations in this diet were measured and were equal to
2.7 +0.5nmol Cd/g and 860+ 33 nmol Zn/g, respectively. Tank water was
renewed by a third of the total volume each day in order to get rid of the
materials in suspension, including pieces of fish excrements, and to maintain the
metal concentrations. Water renewal was performed by sampling 20 L each day

from each of the 3 sites, Boisse-Penchot, Bouillac, and Joanis. To avoid cold shock
to fish, these cold waters were warmed to 25 °C before being poured into the
tanks. Thirty-five fishes were harvested on days 3, 7, and 14 from the tank with
the Boisse-Penchot water; on days 7 and 14 from the tank containing the Bouillac
water; and on days 3 and 7 in the tank receiving the Joanis water. We supposed
that 7 days of exposure to the Joanis water would be enough to see effects of metal
contaminants in fish; whereas, 14 days would be necessary for fish cultured in
Bouillac water. Zebrafish were killed within seconds by immersion in melting ice
(T=0 °C). This is in agreement with the ethical guidelines displayed and used by
the NIH intramural research program (http://oacu.od.nih.gov/ARAC/documents/
Zebrafish.pdf). Tissues were kept at —80 °C until used. Fish blood samples were
collected from the caudal vein, diluted 100 times in a cryoprotective solution
(250 mM sucrose, 40 mM citrate trisodium salt, 5% DMSO, pH adjusted to 7.6 with
1 M citric acid solution) and stored at —80 °C. Before starting the experiment,
3 fish were collected as controls for metal quantification and comet assay.

2.3. (d and Zn analysis

Sampled tissues (skeletal muscles, digestive tract, gills, brain) were weighed
and digested in 3 mL of concentrated nitric acid added to a pressurized medium
(borosilicate glass tube) at 95 °C for 3 h. The resulting solutions were diluted to
15 mL with ultrapure water (MilliQ Plust, Millipore) and analyzed by atomic
absorption spectrophotometry. The Cd determinations for water and digested
tissue samples were performed with an atomic absorption spectrophotometer
(M6 Solaar AA, Thermo Elemental) equipped with a graphite tube atomizer (GF95
Graphite Furnace). To avoid interference, the appropriate diluted solutions were
analyzed in a tube atomizer with a mixture of Pd and Mg(NOs),. The detection
limit was 0.05 pg Cd/L. Zinc concentrations for water and digested tissue samples
were determined by flame atomic absorption spectrophotometry (Varian
AA220FS). The detection limit was 10 pg Zn/L. The analytical methods were
simultaneously validated for each sample series by the analysis of standard
biological reference materials (TORT-2, lobster hepatopancreas; DOLT-2, dogfish
liver; National Research Council of Canada, Ottawa). The results are expressed as
average metal concentrations accumulated in tissues (in nmol Cd/g wet
weight + SD, and pmol Zn/g wet weight + SD) for three samples from each tissue
and sites.

2.4. Quantification of genotoxic damages by RAPD-PCR and analysis of the melting
temperature curves of random amplified PCR products

After 3, 7, and 14 days of exposure, 10 fish were collected from the tanks,
killed and stored at —20 °C until used. Genomic DNA isolation was performed by
mincing frozen fish with a scalpel. Then crushed tissues were digested overnight
at 50 °C with 10 mL per gram of tissue of DNA extraction buffer: 10 mM Tris pH 8,
100 mM EDTA pH 8, 0.5% SDS, and 200 pg/mL proteinase K (Promega). Then, the
DNA solution was treated with 100 pg/mL RNAse A (Quiagen) during 2 h at 37 °C.
Genomic DNA was purified by a conventional phenol/chloroform method
(Westerfield, 2007).

Primers used for RAPD-PCRs were the decamer oligonucleotides OPB7 (5'-
GGTGACGCAG-3') and OPB11 (5'-GTAGACCCGT-3'), which were obtained from
Sigma-Proligo. Real time RAPD-PCRs were done with the Lightcycler apparatus
(Roche). Each reaction was completed to 20 pL (reaction volume) in a capillary
tube in which 16 ng of genomic DNA were loaded, 2 pL of primer (6 uM), and
16 pL of PCR mix. The thermal program used for this real time RAPD-PCR was one
warming step of 10 min at 95 °C followed by 50 amplification cycles at 95 °C for
5s,50°C for 55, and 30s at 72 °C. After this thermal program, the dissociation
curves were obtained by following the decrease of SyberGreen fluorescence level
during a gradual heating of the PCR products from 60 to 95 °C.

Melting temperature curves analysis was done using the LightCycler Software
3.5 (Roche). For a given RAPD-PCR capillary tube, the melting temperature (Ty,) of
each PCR product peak was obtained in order to establish a distribution of the
frequencies of appearance of peaks having equal T, among a set of 10 different
temperature intervals ranging from 78 to 89 °C. The comparison of distributions
between two different exposure conditions designates temperature intervals for
which the frequency of PCR products for a known T, differed.

For each genomic DNA, quantitative analysis relied on the calculated difference
in the cycle numbers necessary to enter in the exponential phase of the PCR, Cr,
using probes OPB7 and OPB11, respectively. Indeed, OPB7 proved to be a reference
probe, whereas OPB11 was a Cd contamination-sensitive probe (Cambier et al.,
2010). This difference, 4 =C{OPB7)— C;(OPB11), reflects the relative hybridization
efficiency between the two probes, which can be calculated from 24. The value of
this relative hybridization efficiency was calculated from the mean of ten replicates
(the mean 2[CT(OPB7)—CTOPBIDI) for each experimental condition.

2.5. Comet assay

Comet assay was performed within two months on blood cells, according to the
protocol of Devaux et al. (1997), a slightly modified version of the procedure

Please cite this article as: Orieux, N., et al., Genotoxic damages in zebrafish submitted to a polymetallic gradient displayed by the Lot
River (France). Ecotoxicol. Environ. Saf. (2011), doi:10.1016/j.ecoenv.2011.01.008




N. Orieux et al. / Ecotoxicology and Environmental Safety n (1ami) - 3

described by Singh et al. (1988). First of all, cell density in each sample was adjusted
to about 10° cells per mL (dilutions were made in 10 mM PBS). Then, 75 L of each
cell suspension was mixed with 75 uL of 1% low melting point (LMP) agarose,
pipetted over a microscope slide (previously coated with 1% normal melting point
agarose), and covered by a coverslip. Slides were placed on a flat tray and kept on ice
for 5 min until the agarose solidified. The coverslips were removed and 90 pL of 0.5%
LMP agarose was dispensed on the cell-agarose layer, covered by a coverslip and
allowed to solidify on ice. The slides were immersed in a cold lysing solution (2.5 M
NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 10% DMSO, 1% Triton X-100, pH set to 10 with
NaOH) for 1 h at 4 °C. DNA was then allowed to unwind for 30 min in an alkaline
electrophoresis solution (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH > 13). Electrophoresis was
performed under 0.7V/cm and 300 mA current for 20 min. Slides were then
neutralized with 0.4 M Tris pH 7.5, dehydrated for 10 min in absolute ethanol, and
stored at room temperature before microscopic analysis. On the day of their
microscopic observations, slides were stained with 50 pL of 20 pg/mL ethidium
bromide. At least 100 nucleoids per slide were analyzed under a fluorescence
microscope (Zeiss) equipped with a 350-390 nm excitation and 456 nm emission
filter at 400 x magnification. Comet figures were analyzed by using Comet Assay
software (Explora Nova, La Rochelle, France). Among all comet measurements
provided by Explora Nova Comet Assay software, the olive tail moment (product
of the tail length with the fraction of total DNA in the tail) was retained.

2.6. Analysis of 8-oxo-7,8-dihydro-2'-deoxyguanosine

In the field of 8-0xodG analyses, a technical difficulty is to avoid artifactual
oxidation of nucleosides during DNA isolation from cells. There is indeed
convincing evidence that substantial oxidation of guanine occurs during prepara-
tion of samples for HPLC analysis. The European Standards Committee on
Oxidative DNA Damage (ESCODD) was set up in 1997 in order to identify the
sources of artifacts, to develop standards and reliable techniques and to reach a
consensus on the true background level of damage in normal cell. The extraction
protocol used in this study was previously designed to minimize this effect and
was successfully used during the ESCODD program (ESCODD, 2002a, 2002b).

The DNA extraction was conducted as follows. One fish was homogenized with
4 mL of lysis buffer (10 mM Tris-HCl, 0.4 M NaCl, 1 mM deferoxamine mesylate
pH 8, 0.5% Triton X-100) at 4 °C, using 8 strokes of a Potter-Elvehjem homogenizer
for 1 min. After agitation, the nuclei were collected by centrifugation at 1200g for
5 min at 4 °C and washed with 5 mL Triton-free lysis buffer. To the nuclear pellet,
obtained by centrifugation (1200g for 5 min at 4 °C), was added 1 mL Triton-free
buffer. The pellet was dispersed well by vigorous agitation and made up to 4.7 mL
with buffer. 300 pl of SDS 10% was added to the nuclear suspension to give a final
concentration of 0.6%. The pellet must be well dispersed at this stage otherwise
SDS will not lyse all the nuclear membrane. The tube was gently inverted several
times to mix, and then incubated 10 min at 37 °C. Thereafter, 200 puL RNase IlIA
(1 mg/mL) in RNase buffer (10 mM Tris-HCl, 0.4 M NaCl, pH 8) and 10 pL RNase T1
(1 U/uL in RNase buffer) were added and incubated for 30 min at 37 °C. Then, 1 mg
of proteinase K was added prior to incubation for 30 min at 37 °C. The solution
was cooled to room temperature and transferred to a stoppered glass tube. An
equal volume of chloroform:isoamyl alcohol (24:1) was added. After 15s of
vigorous shaking, the solution was centrifuged for 10 min at 2400g at 20 °C with
no brake. The upper phase was collected, taking care not to disturb the cloudy
interface. The extraction step chloroform and isoamyl alcohol was repeated with
the aqueous phase. The aqueous layer was transferred to a 15 mL Falcon tube and
the volume was measured. 0.31 volume of 6 M NaCl was added, vortexed for 10 s
and centrifuged for 10 min at 200g at room temperature. The supernatant was
carefully decanted in a 15 mL tube and cooled on ice for 5 min. Two volumes of
cold ethanol were then added. DNA precipitation was achieved by gently inverting
the tube several times. The tube was left on ice for 10 min to aid precipitation of
DNA. Then, the ethanol was removed and DNA was washed with 10 mL of ice-cold
70% ethanol, three times, removing ethanol by aspiration. Finally, DNA was
recovered by centrifugation, and dissolved into 200 pL of 10 mM Tris-HCI prior
to DNA digestion. DNA concentration was quantified spectrophotometrically at
260 nm and its purity was assessed by ensuring that Ago/A2g0 > 1.75.

DNA was hydrolyzed as follows. DNA solution was incubated with 21 pL of
nuclease P1 buffer (300 mM sodium acetate and 1 mM ZnSO4 pH 5.3) and 10 pL (10
units) of nuclease P1 at 37 °C for 1h. Dephosphorylation of the samples were
achieved by the addition of 23 pL of 500 mM Tris-HCl and 1 mM EDTA pH 8.0 buffer
and 1 pL (1 unit) of alkaline phosphatase at 37 °C for 30 min.

8-ox0dG was quantified using a HPLC-electrochemical methodology. A Beckman
Series pump system equipped with a pulse damper, a cooling autosampler and a
spectrophotometric detector was connected to a Kontron amperometric detector. The
electrochemical cell was equipped with a glassy carbon-working electrode, operated
at 650 mV versus an Ag/AgCl reference electrode. The system was operated at 0.5 nA
full range detection. The dG was detected at 254 nm. The HPLC separation was
obtained on a Uptisphere ODB C18 column (5 pm particule size, 250 mm x 4.6 mm)
equipped with a Uptisphere ODB C18 guard column (5um particule size,
50 mm x 4.6 mm; Interchim, Montlugon, France). The mobile phase used for isocratic
elution of 8-oxodG was composed of 50 mM ammonium acetate pH 5.5 with 10%
methanol at a flow rate of 0.8 mL/min and the injection volume was 100 pL.

The concentration of dG was estimated from the UV peak and the concentration of
8-oxodG from the electrochemical signal. Results are expressed as the number of
residues of 8-oxodG per 10° dG.

2.7. Gene expression analysis

At day 3, 5 fish from each tank were dissected and sampled tissues (skeletal
muscles, digestive tract, gills, brain) kept frozen in RNA-later (Qiagen) until used.
At days 7 and 14, 5 fish from each tank were killed and stored at —80 °C until
used. After thawing, fish were dissected and tissues sampled. Total RNAs were
extracted from 40 mg of fresh tissue using the Absolutely RNA RT-PCR Miniprep
kit (Stratagene), according to the manufacturer’s instructions. First-strand cDNA
was synthesized from 5 pg total RNA using the Stratascript First-Strand Synthesis
System (Stratagene), according to the manufacturer’s instructions.

The accession numbers of the 10 genes used in our study and the correspond-
ing primers have already been described (Gonzalez et al., 2006).

Real-time PCR reactions were performed in a LightCycler (Roche) as previously
described (Gonzalez et al., 2006).

2.8. Mathematical treatment

Significant differences in gene expression levels in gill, digestive apparatus,
muscle and brain between Bouillac and Boisse-Penchot, and Joanis and Boisse-
Penchot, were determined using the non-parametric Mann-Whitney U-test
(p <0.05).

The statistical analysis done on the calculated relative hybridization efficien-
cies, and on the frequencies of the PCR products T, was performed with the
non-parametric U Mann-Whitney test (p <0.05; Statistica 5.1). The statistical
comparison of proportion was performed using binomial test.

For the comet assay, the statistical tests were run using the Statistica 6.1 soft-
ware. Data normality was assessed using the Henry curve and variance homo-
geneity using the Bartlett test. A two-way ANOVA was then performed, followed
by multiple comparisons using Tukey HSD tests.

Data obtained for the 8-oxodG were analyzed using the non-parametric
Kruskal-Wallis ANOVA on Ranks (Statistica software 7.1).

3. Results
3.1. Physicochemical characteristics of sampling sites waters

During the two weeks encompassing the experiment, the
physicochemical constants of the water from each of the sampling
sites and of the tanks were daily recorded. During 14 days, the
mean pH for Boisse-Penchot was 7.97, 7.85 for Bouillac and 7.78
for Joanis. The same constancy was observed for temperature,
25+3°C in tanks and 134+ 1.5°C in sampling sites. Water
conductivity, 180 puS/cm, was in the expected range for a river
such as the Lot River. In the Riou-Mort tributary at the Joanis site,
water conductivity was high, and ranged between 550 to 800 1S/cm
(Fig. 1).

Cd and Zn concentrations were determined both in sampling
site waters and in tanks. The decrease of Cd and Zn concentrations
observed at days 6 and 10 (Figs. 2 and 3) in tanks and in sampling
sites from Joanis can be explained by dilution from rains that
happened on those precise days. At Joanis sampling site, Cd
concentration varied between 203 and 76 nmol Cd/L (22.8 and
8.5 g Cd/L) over the two-week sampling period, whereas the
corresponding tank values ranged between 136 and 38 nmol/L
(153 and 4.3 pg Cd/L; Fig. 2). At Bouillac sampling site, Cd
concentrations varied from 3 to 12 nmol Cd/L (0.34 to 1 pg/L)
over the two-week sampling period, and in the corresponding
tank the values ranged between 4 and 6 nmol Cd/L (0.45 and
0.67 pg Cd/L). Cd concentration at Boisse-Penchot was below the
detection threshold of 0.45 nmol Cd/L (0.05 pg Cd/L).

At the Joanis sampling site, Zn concentrations were between
13.8 and 6.6 pmol Zn/L (903 and 428 pg Zn/L) over the two-week
sampling period, whereas in the corresponding tank the values
ranged between 6.7 and 10.0 pmol Zn/L (440 and 651 pug
Zn/L; Fig. 3). At Bouillac sampling site, Zn concentration was varying
from 0.44 to 2.06 pmol Zn/L (29.8 and 135 pg Zn/L) over the
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Fig. 1. Water conductivity in river sites and in fish tanks. Water conductivity is given in pS/cm and was measured each morning on the Boisse-Penchot, Bouillac, and Joanis
River sites represented respectively by black squares, circles, and diamonds. Water conductivity was also measured each evening in fish tanks containing Boisse-Penchot,
Bouillac and Joanis waters represented respectively by open squares, circles, and diamonds.
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Fig. 2. Cadmium concentrations in River sites and in fish tanks. Cd concentrations
are given in nmol/L and were measured each day from Rivers and fish tanks. Black
squares, circles, and diamonds represent Cd water concentrations sampled in
Boisse-Penchot, Bouillac and Joanis River sites. Open squares, circles, and dia-
monds represent Cd water concentrations in tanks filled with waters from Boisse-
Penchot, Bouillac, and Joanis River sites. Considering concentration differences
between Joanis and both Boisse-Penchot and Bouillac sites, the ordinate axis is
separated to highlight two different concentration zones.

two-weeks sampling period, and in the corresponding tank the values
ranged between 036 and 1.19 umol Zn/L (23 and 78 pg Zn/L).
Zn concentrations at Boisse-Penchot were varying between 0.03
and 0.21 pmol Zn/L (2.2 and 14 pg Zn/L).

Metal concentrations were lower in tanks than in waters from the
corresponding sites, and this is most probably due to metal adsorp-
tion on tank walls, to fish which accumulate the metals and to
biofilm development on the tank walls, since biofilms are well
known to accumulate metal ions (Ivorra et al., 2002; Hill et al., 2000).

3.2. Cd and Zn bioaccumulation in fish organs

Zn and Cd concentrations were quantified in muscles, digestive
tract, and gills. In the reference site water (Boisse-Penchot), the
concentrations of Zn varied from 0.54 umol/g at day 3 to
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Fig. 3. Zinc concentrations in river sites and in fish tanks. Zn concentrations are
given in nmol/L and were measured each day from river and fish tanks sampling.
Black squares, circles and diamonds represent Zn water concentrations sampled in
Boisse-Penchot, Bouillac, and Joanis River sites. Open squares, circles, and
diamonds represent Zn water concentrations in tanks filled with waters from
Boisse-Penchot, Bouillac, and Joanis River sites. Considering concentration differ-
ences between Joanis and both Boisse-Penchot and Bouillac sites, the ordinate axis
is separated to highlight two different concentration zones.

0.76 pmol/g at day 14 in muscles (insignificant difference). Similar
Zn concentrations were measured in the digestive tract, and around
2-times higher concentrations in the gills (Table 1). No significant
differences could be observed between the Zn concentrations in
muscles of fish cultured in waters from Bouillac, Joanis, and Boisse-
Penchot (Table 1). In digestive tract and gills no differences were
observed at any time between the Zn concentrations of the Boisse-
Penchot and Bouillac fish. However, on day 3, significant Zn differ-
ences were measured for fish cultured in Joanis water as compared to
Boisse-Penchot water in the digestive tract (0.78 +0.17 pmol/g
versus 0.45 +0.08 umol/g) and in gills (1.39 + 0.15 pmol/g versus
0.92 4+ 0.08 umol/g). However, at day 7 these differences vanished,
since the Zn concentrations in gills and in digestive tract decreased
between 3 and 7 days of exposure to reach values close to those of
fish cultures in Boisse-Penchot water.
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Table 1
Zinc concentrations in fish tissues.

Day 3 Day 7 Day 14

BP? Joanis BP Bouillac Joanis BP Bouillac
Muscles 0.54+0.11 0.56+0.10 0.66 + 0.08 0.73+0.16 0.66+0.15 0.76 + 0.29 0.49 +0.08
Digestive tract 0.45+0.08 0.78 £0.17* 0.53 +0.09 0.60 + 0.08 0.55+0.09 0.76 + 0.15 043 +0.16
Gills 0.92 +0.08 1.39 +£0.15* 1.03 +0.07 1.09 +0.24 1.02 +0.18 1.01 +£0.25 0.72 +0.36

Concentrations are expressed in pumol/g fresh weight ( + standard deviation, n=3). These concentrations must be compared to those found in tissues from fish cultured in
their original tank in Arcachon before their transplantation to Viviez. We found 0.42 +0.13, 0.60 + 0.06, and 0.93 + 0.39 pumol/g in muscles, digestive tract and gills,

respectively.

¢ BP stands for the reference station, Boisse-Penchot.

* Statistically significant value as compared to the Boisse-Penchot reference (p < 0.05).

Table 2
Cadmium concentrations in fish tissues.

Day 3 Day 7 Day 14

BP? Joanis BP Bouillac Joanis BP Bouillac
Digestive tract 09+04 4.6+1.8* 04+0.3 0.8+0.6 1.0+ 0.6 02+02 1.0+1.1
Gills 0.04 +0.04 1.9+0.5* 0.10 + 0.07 0.38 +0.16" 1.2+£0.5% 0.14+0.13 0.40 + 0.06*

Concentrations are expressed in nmol/g fresh weight ( + standard deviation, n=3). These concentrations must be compared to those found in tissues from fish cultured in
their original tank in Arcachon before their transplantation to Viviez. We found 1.0 + 0.3 and 0.10 + 0.10 nmol/g in digestive tract and gills, respectively.

2 BP stands for the reference station, Boisse-Penchot.

* Statistically significant value as compared to the Boisse-Penchot reference (p < 0.05).

Statistically significant value as compared to Bouillac station (p < 0.05).

Table 3
Cadmium and zinc bioaccumulation factors for fish cultured in Joanis water.

Zn cd

Day 3 Day 7 Day 3 Day 7
Gills 154 114 13 8
Digestive tract 86 61 31 7

Bioaccumulation factors are calculated as the ratio of the metal concentration in
the tissue over that in the medium water.

Cd concentrations were below the detection threshold in mus-
cles for all waters in which fish were cultured. In digestive tracts,
at day 3, Cd concentrations were very high among fish cultured
in Joanis water compared to Boisse-Penchot (4.6 + 1.8 nmol/g
versus 0.9 + 0.4 nmol/g) (Table 2). On day 7 the Cd concentration
decreased sharply to 1.0+ 0.6 nmol/g in digestive tracts of fish
cultured in Joanis water. In gills, a net increase in Cd accumulations
was observed for fish cultured in Joanis and Bouillac water
compared to Boisse-Penchot (Table 2), the highest accumulations
being associated with Joanis exposed fish, which contained 47 and
12-times more Cd than the gills of fish exposed to Boisse-Penchot
water on days 3 and 7, respectively. The accumulations measured in
gills of fish exposed to Bouillac water were less important, but still
represented 4 and 3-times more Cd than in gills of fish exposed to
Boisse-Penchot water at day 3 and 7, respectively. Bioaccumulation
factors were calculated for gills and digestive apparatus of fish
exposed to Joanis water at days 3 and 7 (Table 3). The values are
much higher for Zn than for Cd in both tissues, and decrease
between 3 and 7 days, although the contamination pressure
remained constant, suggesting an adaptive response of fish against
metal contamination.

3.3. Gene expression analysis

The basal relative gene expression in tissues from fish exposed
to the reference Boisse-Penchot water show that the most
expressed genes in tissues, among those tested, were the coxI
and sod genes involved in mitochondrial respiration and defense
against oxidative stress (Table 4). The genetic response to metal
contaminants occurred early for fish cultured in Joanis water and
was evident after 3 days of exposure in gills, brain, and muscles.
In these fish, a delayed genetic response was observed in digestive
tract with a net genetic response at day 7 (Table 5). The
responsive genes were involved in mitochondrial respiration
(the coxI gene was up-regulated 135- and 101-times in gills and
brain, respectively), the neutralization of oxidative stress (the sod
gene encoding the cytoplasmic Cu, Zn superoxide dismutase was
up-regulated 5-, 70-, and 9-times in gills, brain and digestive
apparatus, respectively, and the sodmt gene encoding the mito-
chondrial counterpart was up-regulated 77-times in brain). A
detoxication device was stimulated with the up-regulation of the
tap gene encoding an ABC-family transporter showing an 8-fold
stimulation in muscles, and a tendency to stimulation, although
not statistically significant, with 10-, 4-, and 5.5-fold increased
expression in gills, brain, and digestive tract, respectively. DNA
repair stimulation was evidenced with an up-regulation of the
rad51 gene, which was up-regulated 31-, 5-, and 7-times in brain,
muscles, and digestive apparatus, respectively, along with a 25-fold
up-regulation of the growth arrest and DNA damage gadd gene
in brain.

For fish cultured in Bouillac water, a net genetic response was
only observed after 14 days of exposure. Brains were especially
responsive with the up-regulation of the antioxidant genes sod
(x 1.5) and sodmt ( x 2.5), the respiratory coxI gene ( x 3.5), the
metal responsive mt1 gene ( x 2.5), the apoptotic bax gene ( x 5),
and the DNA repair gadd gene ( x 2.5). The up-regulation of gadd
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Basal expression of genes in various tissues from fish cultured in Boisse-Penchot water at day 3.

Function Gene Brain Muscles Digestive apparatus
Mitochondrial metabolism coxl 6+1.2 90+9.7 5413 33+6.9
Oxidative stress sod 0.5+ 0.01 0.4+ 0.04 1+0.2 0.4 4+ 0.005
sodmt 0.1+0.02 09+0.1 0.2 +0.05 0.2 £0.02
Detoxification mt1 0.0006 + 0.0001 0.06 + 0.006 0.004 + 0.001 0.03 +0.01
mt2 0.06 + 0.005 0.1 +0.007 0.1+0.01 0.7+0.3
tap 0.003 £+ 0.001 0.001 + 0.0006 0.001 £+ 0.001 0.007 + 0.003
Apoptosis bax 0.006 + 0.0001 0.01 +0.001 0.004 + 0.001 0.01 + 0.006
DNA repair gadd 0.02 + 0.006 02+0.1 0.1+0.04 0.02 + 0.005
rad51 0.006 + 0.001 0.004 + 0.001 0.004 + 0.0007 0.007 + 0.0003
Values are genes’ expression relative to b-actin gene (mean, n=3).
Table 5
Differential gene expressions in various tissues from fish cultured in Lot and Riou-Mort rivers’ waters.
Tissue and function Gene Day 3 Day 7 Day 14
Joanis Bouillac Joanis Bouillac
Gills
Oxidative stress sod 5+1.7* = = =
sodmt 19+26 = = =
Mitochondrial metabolism coxlI 135 + 54* = = 2.5+0.3*
Detoxification mtl = = = =
mt2 42 +28 = = =
tap 10+£5 = = =
Apoptosis bax 4+1 = = 7+1.6
DNA repair gadd = = = 35+ 1%
rad51 6+2 = =
Brain
Oxidative stress sod 70 + 8.4* = 1.5+ 0.2* 1.5+ 04*
sodmt 77 +11* = = 2.5+0.8"
Mitochondrial metabolism coxl 101 + 14* = = 3.5+0.8*
Detoxification mtl = = = 2.5+0.4*
mt2 26+ 17 = = =
tap 4+1 = =
Apoptosis bax = = 5+14 5+1.5*
DNA repair gadd 25+ 1.2* = = 25+1*
rad51 31+5* = =
Muscles
Oxidative stress sod 0.7+0.4 = =
sodmt 0.6 + 0.08 = =
Mitochondrial metabolism coxI 0.6 + 0.09 = = =
Detoxification mtl 0.2 + 0.02* = 0.12 +£0.05 10 +1.5%
mt2 = = 17+3 =
tap 8+1* = - —
Apoptosis bax = = = =
DNA repair gadd 0.2 +0.04 = = 25+15
rad51 = = 5+1* =
Digestive tract
Oxidative stress sod = = 9+1.3*% 25+1.6
sodmt = = 45+15 25+1.5
Mitochondrial metabolism coxI = = 75427 85+14
Detoxification mt1 0.1 +0.05 = = =
mt2 = 0.04 +0.01 5+1.3 =
tap 55415 = = =
Apoptosis bax = = 7+1.2 6+2
DNA repair gadd 0.09 +0.02 = 55+1.2 6.5+2.5
rad51 = 0.1 £0.05 7+1* 3+13

The differential expression of a gene in a tissue is the ratio of its relative gene expression in fish cultured in the indicated

Boisse-Penchot water (mean, n=3).
= identical to Boisse-Penchot.

* Statistically significant differential expression (p < 0.05).

site water over that of fish cultured in
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Table 6
Quantification of genotoxic effects by RAPD-PCR.

Day 3 Day 7 Day 14

BP? Joanis BP Bouillac Joanis BP Bouillac
Cr(OPB7)° 21.8+02 23.5+0.2 22.3+03 22.3+03 222402 22.7+0.1 22.0+0.1
C(OPB11)° 30.6+0.2 33.8+0.2 33.8+05 34.1+05 327402 33.6+03 30.7+0.3
A¢ -88+0.2 —-10.3+0.2* -11.4+06 -11.8+0.4 -10.5+0.2° —-10.9+0.4 -8.7+0.3*
Relative hybridization

efficiency?

x10° 257 +44 88 + 15" 56 £ 11 38+9 77 £11° 77 +£30 269 + 39"

2 BP stands for the reference station, Boisse-Penchot.

Y Numbers given are the means ( + SEM) of cycles necessary to enter in exponential amplification phase (cycle threshold, C;) done on 10 different zebrafish genomic

DNA with oligonucleotides OPB7 or OPB11.
¢ A=Cy(OPB7)—Cr(OPB11).

4 The relative hybridization efficiency of the OPB11 probe is calculated by the formula 24 (means + sem, n=10 unless for Bouillac DNA samples at day 7 where

n=9).

* Statistically significant value as compared to the Boisse-Penchot reference values (p < 0.05).
" Statistically significant value as compared to Bouillac water-exposed fish (p < 0.05).

gene was also observed in gills ( x 3.5) and in digestive tracts
(a 6.5-times statistically insignificant tendency).

3.4. Genotoxic impact of the polymetallic gradient

RAPD-PCRs were performed on genomic DNAs extracted from
ten individuals cultured in waters from Boisse-Penchot, Bouillac
and Joanis sites. The OPB7 probe was used as a reference because
we have previously shown that it did not discriminate between
genomic DNAs coming from control or Cd-exposed fish, contrary
to the OPB11 probe (Cambier et al., 2010). The use of real time
quantitative RAPD-PCR allowed calculation of the mean cycle
numbers necessary to enter into the exponential phase of ampli-
fication, Cr, for each of ten genomic DNAs. For each exposure
condition, using OPB7 and OPB11 probes, the difference
A=C1(OPB7)—Cr(OPB11) reflects the difference of the hybridiza-
tion efficiencies between OPB7 and OPB11 probes on the genomic
DNAs (Table 6). It can be calculated from 24 for each exposure. For
instance, for the ten fish cultured in Boisse-Penchot water, on day
3, the mean cycle number difference 4 is —8.8 4+ 0.2, therefore,
genomic DNAs are presenting 389-times (28%) more hybridization
sites for OPB7 than for OPB11 probe. Results collected in Table 6
show a significant 2.9-fold decrease in the hybridization effi-
ciency of OPB11 relative to OPB7 on genomic DNAs coming from
fish exposed to Joanis water for 3 days compared to fish cultured
in Boisse-Penchot water (p <0.05), and a 3.5-fold increased
relative hybridization efficiency on genomic DNAs coming from
fish exposed to Bouillac water for 14 days (p <0.05). At day 7,
there was a significant 2-fold difference in the relative hybridiza-
tion efficiencies between genomic DNAs from fish exposed to
Bouillac and to Joanis waters (p < 0.05).

Melting temperature (T,,) curve profiles obtained from each
RAPD-PCR were analyzed, and the frequency of appearance of a
melting peak in each of 10 temperature intervals between 78 to 89 °C
were recorded (Table 7). The inter-individual genetic polymorphism
was immediately apparent, because if all fish were genetically
identical, the frequencies of peak distribution among the temperature
intervals would equal O or 1 for each temperature class, which was
not the case. The RAPD-PCR methodology was set up exactly for such
a purpose, i.e. to determine genetic polymorphism among a popula-
tion, but a significant variation of a peak frequency in a temperature
class between samples coming from two different exposures can
highlight the apparition of PCR products with different T;,,, and thus
with different nucleotides composition, indicating the creation or the
loss of hybridization sites for the probe.

Table 7

Frequency, according to the temperature intervals (°C) to which their T,,, belong, of
the PCR products obtained with OPB7 and OPB11 on 10 individual genomic DNAs
from zebrafish cultured in Lot and Riou-Mort Rivers’ waters.

Probe and Day 3 Day 7 Day 14
temperature intervals®

BP® Joanis BP Bouillac® Joanis BP Bouillac
OPB11
[78-80[ 05 0.7 0.3 056 0.3 05 05
[80-81] 01 0.1 0o o 0.2 02 0
[81-82] 0.1 0.1 03 022 0.4 02 02
[82-83[ 07 09 0.5 056 0.5 05 04
[83-84[ 05 0.2 02 033 0.7* 02 06
[84-85] 0 0.2 01 0 0 02 0.1
[85-86][ 05 0.2 0.5 0.67 0.8 06 05
[86-87] 04 0.7 04 022 0.2 03 04
[87-88] 03 0 0.1 0.11 0.1 02 02
[88-89[ 0 0 0o o 0 0o o0
OPB7
[78-80[ 0 0 0o o 0 0
[80-81] 0 0 0.1 022 0.2 01 0
[81-82] 1 1 09 078 0.8 09 1
[82-83] 0 0 0o o 0 o o0
[83-84] 0 0 0.1 022 0 0 02
[84-85] 08 08 0.7 0.11 0.8 09 06
[85-86] 0 0 0.1 044 0 0 03
[86-87] 1 1 0.9 0.56 1 09 07
[87-88] 0 0 0o o 0 0 01
[88-89[ 1 0.9 1 1 1 1 0.8

2 When writing the temperature interval [T;-T,[, the brackets are not
parenthesis but rather the mathematical symbols meaning that the T; tempera-
ture is included within the interval whereas the T, temperature is excluded from
the interval. Thus, the T, temperature belongs to the next interval.

b BP stands for the reference station, Boisse-Penchot.

€ For Bouillac water at day 7, only 9 zebrafish genomic DNA were
extracted.

*The asterisk means a statistically significant differential frequency as
compared to the Boisse-Penchot reference (p < 0.05).

When comparing the frequency distribution of PCR products’
T, among the temperature intervals obtained with the OPB7
probe between Boisse-Penchot and Joanis or Bouillac fish genomic
DNAs, no significant differences were observed at any time, as
expected with a non-discriminative primer (Table 7). Therefore,
the OPB7 probe is able to highlight the inter-individual genetic
polymorphism but not the Cd and Zn genotoxic impact. When
using the OPB11 probe, the frequency distribution was quite
different between Boisse-Penchot and Joanis water-exposed fish
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Table 8

DNA damages (olive tail moment) in erythrocytes of zebrafish exposed to Lot and Riou-Mort Rivers’ waters.

Day O Day 3 Day 7 Day 14
BP? BP Joanis BP Bouillac Joanis BP Bouillac Joanis
OTMP 59 +20 (3) 36+ 14 (6) 68 + 16 (6)* 35+14 (3) 39+1(3) 40+ 19 (6) 21414 (6) 13+9(4) 423 +0.2 (2)
2 BP stands for the reference station, Boisse-Penchot.
> OTM: olive tail moment. Numbers given are the mean + standard error. Between parentheses are indicated the number of replicates.
* Statistically significant different olive tail moment in DNA fish exposed to Joanis water compared to Boisse-Penchot (p < 0.05).
Table 9
8-oxodG analysis by HPLC.
Day 3 Day 7 Day 14
BP? Joanis BP Bouillac Joanis BP Bouillac
8-0x0dG/10° dG 18.8 +16.4 9.3+6.2 6.0+3.9 44+18 42+0.7 3.7+17 23409

2 BP stands for the reference station, Boisse-Penchot. Values represent the mean + SD of three samples.

genomic DNAs at day 7. An increased frequency of PCR products
occurred within the [83-84 °C[ temperature interval. Only 2 out
of 10 Boisse-Penchot fish DNA versus 7 out of 10 Joanis water-
exposed fish DNA presented a melting peak in this interval. The
statistical significance between Boisse-Penchot and Joanis water-
exposed conditions was assessed by a Kruskal-Wallis followed by
a Mann-Whitney U test showing that the [83-84 °C[ interval indeed
discriminated Boisse-Penchot and Joanis-exposed fish genomic
DNAs (p < 0.05). The [85-86 °C[ interval presented an increase in
the frequency of PCR products between Boisse-Penchot and Joanis
group at day 7; however, it was not significant, p > 0.05. Therefore,
the OPB11 probe is able to significantly distinguish the metal
genotoxic impact over the inter-individual genetic polymorphism
background.

The comet assay was performed on fish blood samples, at the
beginning of the experiment, and at days 3, 7, and 14 (Table 8).
A statistically significant increase of DNA damage was observed
on day 3 (p=0.02) in fish exposed at the most contaminated
station, Joanis. After 7 days of exposure, no significant difference
in DNA damage was detected at any of the three stations. On day
14 an increase of olive tail moment was observed at Joanis
station, although statistical tests failed to find any significant
difference. It must be noted that DNA damages in the control
group were quite high at the beginning of the experiment and
then slightly decreased until day 14, where the DNA damages
were in the range of values already observed for control zebrafish
erythrocytes by Barillet et al. (2005). These authors found a comet
tail length of ca. 29 + 7 um comparable to our tail length mean
value of 41 + 17 pm.

The analysis of 8-o0xo-7, 8-dihydro-2’-deoxyguanosine was
used to assess genotoxic damages due to reactive oxygen species
formation. No significant variation in 8-oxodG formation was
observed when fishes were exposed to the different water sites
(Table 9). A decrease in the level of 8-0xodG in DNA from fish
exposed to Boisse-Penchot water was observed between 3 and
7 days, but this was not statistically significant.

4. Discussion

The zinc accumulation pattern in fish tissues suggests the
intervening action of strong homeostatic mechanisms to limit
gross variations of Zn in the organisms. Indeed, although the Zn
concentration in Joanis water-filled tank was at least 40-times

higher than that of the Boisse-Penchot tank, we noted on day 3 a
significant yet modest increase in Zn concentrations in the
digestive tract (1.7 x ) and in gills (1.5 x ) from fish cultured in
Joanis water compared to Boisse-Penchot fish. If we compare the
gills metal bioaccumulation factors observed in this study to
those described in roaches Rutilus rutilus caught in the Riou-Mort
River near to the Joanis site (Andres et al., 2000), we note a similar
value for Zn (114 versus 167) but a much lower value for Cd
(8 versus 333). This is probably due to the fact that in the present
study fish were only exposed for 7 days to Joanis water, whereas
roaches had been residing for months in Riou-Mort River before
being caught, and this highlights the homeostatic trend regulating
the Zn concentrations in fish tissues.

Contrary to the laboratory exposure in which we noticed a
mortality reaching 4% after 3 days and 56% after 21 days in a water
containing 9.6 ug Cd/l (a concentration similar to that of Joanis
water), no fish loss was recorded after 7 days in Joanis water, and
this indicates that the quality of water, i.e. the various mineral
elements present, somehow protect fish against the deleterious
effects of cadmium or allow a better adaptive response. In fact, the
zinc concentration might well be protective, except at 3 days of
exposure to Joanis water, because first, Zn concentrations returned to
homeostatic levels at day 7 and thereby could not exert toxic
influence anymore, and second, zinc is known to display anti-
inflammatory and antioxidant roles (Prasad, 2008).

The cadmium accumulation in tissues from fish grown in
natural waters displayed a much different pattern than those
generated after laboratory exposure to well defined medium. We
found in the present study a greater decrease in Cd concentrations
than in laboratory conditions. After 7 days of laboratory exposure
to 9.6 ng Cd/L, a concentration similar to that of Joanis water, fish
gills accumulated 14-times more than after 7 days of culture in
Joanis water (Gonzalez et al., 2006). The lower Cd accumulation
could be explained by a competition exerted by Zn ions on the
entry of Cd ions through the same transporters (since the molar
ratio Zn/Cd reaches a value of around 90 in Joanis water) or the
stimulation of detoxification devices such as an increased expres-
sion of ABC transporters. In keeping with such a view, the tap
gene encoding an ABC transporter similar to the MDR1 (multidrug
resistance protein) transporter was significantly up-regulated
8-times in muscles, and we noted a tendency for up-regulation
in gills (10 x ), brain (4 x ) and in digestive tract (5.5 x ). The onset
of an adaptive response is likely to explain why Cd and Zn
concentrations decreased in gills between 3 and 7 days of
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exposure to Joanis water and why Cd concentration stagnated in
gills between 7 and 14 days of exposure to Bouillac water. The
same decrease of Cd concentration in gills was observed in the
laboratory between 7 and 21 days of exposure to 9.6 g/l
accompanied by a 100-fold up-regulation of tap gene (Gonzalez
et al., 2006).

The comet assay revealed damages to DNA from fish cultured in
the most contaminated station as illustrated by an increase of the
olive tail moment at day 3 in Joanis water, whereas at day 7, these
damages were apparently repaired. Again, at day 14, an increase of
DNA damages was observed at this station. The RAPD-PCR meth-
odology highlighted DNA attacks for fish cultured in Joanis water
after 3 and 7 days and in Bouillac water for 14 days. The gene
expression patterns are supporting these genotoxicity results
since: (1) the sod genes were up-regulated at day 3 in gills and
brain (Joanis exposure), at day 7 in digestive tract (Joanis expo-
sure), and at day 14 in brain (Bouillac exposure), indicating a
response against oxidative stress, a stress well known to produce
DNA damage, and a hallmark of Cd contamination (Bagchi et al.,
2000; Wang et al., 2004); (2) the rad51 and gadd genes, involved in
DNA repair were up-regulated at day 3 in brain (Joanis exposure),
at day 7 in digestive tract (Joanis exposure), and at day 14 in gills
and brain (Bouillac exposure); (3) there is a simultaneous onset of
both genotoxic damages and up-regulation of genes involved in
DNA repair and oxidative stress neutralization.

The comparison of results obtained with the comet assay
and the RAPD-PCR methodology indicates the same trend: early
DNA damages after 3 days, followed by a slight decrease after
one week evidenced only by RAPD-PCR and finally, later DNA
damages after two weeks. Simultaneously, the up-regulation of
genes related to oxidative stress defense and DNA repair was
observed, which could explain the slight decrease observed after
one week.

The genotoxicity of Cd is well known since it is classified by
the International Agency for Research on Cancer as carcinogen of
category 1. Its genotoxicity is likely to be due to oxidative stress,
but produced from indirect processes as a decrease of cellular
antioxidants rather than directly from Fenton type reactions.
However, several authors have also shown that Cd perturbs
DNA repair systems dealing with damage involving one DNA
strand (Bertin and Averbeck, 2006). This latter mechanism could
explain why DNA damages occurred again after two weeks.

When considering the relative hybridization efficiency of
OPB11 probe, data revealed a 2.9-fold decreased efficiency in
Joanis water-exposed fish DNA for 3 days, and a 3.5-fold increased
efficiency in Bouillac water-exposed fish DNA for 14 days. One
may hastily conclude that the results represent a discrepancy in
the data and unreliable methodology when using the RAPD-PCR
technquie to quantify genotoxic damages. Our previous conclu-
sions (Cambier et al., 2010) apply equally well for the present
situation: “it should be reminded that the probe hybridization
efficiency on a contaminated fish DNA as compared to a control
DNA is the resultant of both creation and elimination of hybridi-
zation sites since for instance discrete base pair substitution can
make appear or disappear such sites. Therefore, DNA insults will
not necessarily increase the number of probe hybridization site.
We can even imagine situations where the sum of created and
lost sites will favor the latter, and situations for which the
number of created sites could be compensated for by that of lost
sites.” In the present study, the last occurrence can be exemplified
by similar relative hybridization efficiencies of OPB11 probe to
DNA from fish exposed to Joanis and Boisse-Penchot waters at day 7.
Two results show that indeed the DNA alterations borne by Joanis
fish DNA are masked: first, at day 7, there was a significant 2-fold
difference in the relative hybridization efficiency of OPB11 probe
between genomic DNAs from fish exposed to Bouillac and to

Joanis waters; second, we noticed an increase of the frequency of
the PCR products in the [83-84 °C[ melting temperature interval
at day 7 when comparing Joanis water-exposed and Boisse-
Penchot water-exposed fish. This indicated PCR products with
different T, value and therefore composed of different nucleo-
tides and amplified from different probe’s hybridization sites. This
illustrates that the quantification of the probe’s hybridization
sites and the analysis of the melting temperature curves were
complementary data.

An apparently puzzling result is the 4.5-fold drop in the number of
OPB11 probe’s hybridization sites of Boisse-Penchot water-exposed
fish DNA between 3 and 7 days. This probably means that the fish
DNA had already been altered at the beginning of the exposures. We
think this is due to the fact that fish were transported for several
hours from Arcachon to Viviez in firmly tighten plastic bags of which
the water was saturated by bubbling pure oxygen and the atmo-
sphere filled with pure oxygen. Indeed, hyperoxia or hyperbaric
molecular oxygen is known to promote oxidative DNA damages
(Speit et al., 2002). The comet assay shows that upon arrival to Viviez,
the olive tail moment reached 59 whereas after 14 days of culture in
the Boisse-Penchot water, it had decreased to 21, (Table 8) meaning
that fish DNA recovered from molecular oxygen-triggered damages in
the Lot River water. This trend was also observed for the 8-oxodG
formation. A decrease was shown in zebrafish oxidative DNA damage
after 14 days of exposure to Boisse-Penchot water (from 18.8
8-0x0dG/10° dG at day 3 down to 3.7 at day 14) although that was
not statistically significant due to a large inter-individual variability of
8-0x0dG levels in zebrafish DNA at day 3 (Table 9). We verified in
laboratory conditions that indeed the application of pure molecular
oxygen to zebrafish for hours triggered DNA alterations resulting in
the modifications of the number of RAPD-PCR probe’s hybridization
sites (data not shown).

Comet assay, RAPD-PCR methodology and 8-oxo-guanosine
quantification are complementary as they are not indicative of the
same damages: while the comet assay, under alkaline conditions,
indicates DNA single and double-strand breaks and alkali labile
sites (capable of being transformed into single strand breaks
under alkaline conditions), the RAPD-PCR can detect subtle
modifications such as base pair substitutions, thus revealing
mutagenic events ; 8-oxo-guanosine is a typical oxidatively
generated mutagenic lesion. The results obtained here indicate
that RAPD-PCR was more sensitive than the comet assay, as it
detected genotoxicity at the intermediary contamination station
(Bouillac), whereas the comet assay detected genotoxicity only at
the most contaminated station. In our conditions, 8-oxo-guano-
sine quantification was not sufficiently sensitive to detect an
effect. It should also be stressed that the comet assay only
requires blood samples (which represents a non-invasive method
for bigger fish); whereas, RAPD-PCR are performed on genomic
DNA extracted from whole fish, and therefore are likely to detect
modifications borne by tissues other than blood. These last two
methods, with similar sensitivity, can be used in complement, as
the comet assay is indicative of clastogenic events, while the
RAPD-PCR reveals mutagenicity, and is therefore more prone to
assess toxicant effects at very low doses. Furthermore, because of
its simplicity and large applicability to any eucaryotic cell, the comet
assay can be used as a screening method, whereas RAPD-PCR is
particularly usefullin detecting mutagenicity at low doses.

5. Conclusions

When applied to an in situ environmental situation in which
zebrafish were transported to a polymetallic pollution gradient along
the Lot River and one of its tributaries, genotoxic alterations on
genomic fish DNA could be detected after a few days of exposure.
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The quantitative RAPD-PCR methodology proved to be sensitive
enough to unmask metal genotoxicity after 3 and 7 days of exposure
to Joanis water and after 14 days of exposure to Bouillac water,
whereas the comet assay only detected DNA damages at the most
contaminated station (Joanis). The 8-oxo-7, 8-dihydro-2’'-deoxygua-
nosine quantification was not sensitive enough to be used in
zebrafish under these environmental conditions.
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4.4. Etude de terrain de la relation hote-pathogéene

4.4.1. Introduction

Etant donné les difficultés rencontrées pour repireda maladie en laboratoire, il a été
décidé de s’orienter vers le terrain ou la pathel@g manifeste réellement. Cependant, les
piscicultures sont plus ou moins affectées pataaobactériose. Si la baisse de température
de I'eau au début de I'hiver semble déclencher ¢éadie chez des poissons porteurs, cela
n’est pas toujours le cas. En effet, il existe pigsicultures qui ne présentent pas d’épisodes
infectieux aF. psychrophilumau cours des périodes hivernales alors que desgmsis/ ont
été détectés positifs a la flavobactériose. A téwice, des facteurs environnementaux autres
gue la température sont impliqués dans le déclenehede la maladie. Aussi, nous avons
réalisé une étude en partenariat avec 7 pisciestdfAquitaine au cours de I'hiver 2009-
2010 afin d’établir un lien éventuel entre le décleement de la flavobactériose et 1/ la
charge initiale en bactéries chez les poisson$gfit de stress et de santé des poissons, et 3/
le contenu métallique de I'eau rendant compte dgusdité. En effet, certains métaux comme

le fer, le cuivre ou le zinc sont connus pour iafiaer la pathogénicité des bactéries.

Ces 7 piscicultures d’Aquitaine ont été choisiescpaju’elles représentent trois cas
différents. Certaines présentent annuellement, aigiere récurrente, des flavobactérioses sur
poissons juvéniles et alevins (plusieurs fois pan), ad’autres ne déplorent
gu’'occasionnellement la maladie (une fois par @ahys que pour quelques fermes, les
épisodes infectieux sont extrémement rares (urne tfmis les 5 ans). Dans un souci de
simplification et également pour faciliter par laite 'anonymat des structures, une lettre-
code a eété attribuée a chacune des pisciculturess Tes sites sont plus ou moins
interconnectés dans un réseau technico-économigtenment par l'intermédiaire de la
vente d’ceufs ou d’aleving-ig. 18). Toutes les piscicultures-partenaires ont connmains,
une fois au cours des cing dernieres années, udec8avobactériose. Le site C est le plus
infecté dans la mesure ou chaque arrivage d’aled@asenche un épisode infectieux. De la
méme maniere, des cas de flavobactérioses sonieméxjsur le site D, plus particulierement
avec les alevins issus de l'écloserie propre ag. &h janvier 2010, aucun poisson ne
présentait de signes cliniques de la maladie ssitdeG alors qu’elle est apparue en juin avec
une eau dont la température était voisine de 1468Cle site F localisé en montagne (eau de
grande qualité physicochimique), les épisodes fidax sont rares tant chez les animaux

évoluant dans les bassins alimentés avec de I"'eaualrent que ceux baignant dans une eau
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voix d’activation testées, les fleches bleus, ilesd entre systemes acquis et inné.
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de forage. La flavobactériose est tres occasiomrmil les sites A et E, en fonction des
arrivages et des lots d’alevins. Enfin, le sitayBi, correspond a la plus grosse écloserie de la
région, produit l'essentiel des ceufs qui sont ihigés dans les piscicultures citées
précédemment. Dans ce site, la flavobactériosesé peaucoup de problemes par le passé ; il
semble que I'antibiothérapie, combinée avec desuraegprophylactiques sanitaires severes,

ait réduit le nombre d’épisodes infectieux.

Pour cette étude, 61 poissons ont été prélevésldans sites. Lors de cette phase de
prélevement, nous avons voulu un échantillonnagaus représentatif possible de tous les
cas pouvant étre rencontrés par un pisciculteues ploissons apparemment sains, des
poissons malades de la forme interne et/ou ex@unRTFS, des poissons d’'un poids allant
de 2 a 100 g et évoluant dans une eau de tempee@dtant de 8 a 14 °C, des individus ayant

éte traités préalablement, ou pas, avec un antjb®{florfénicol).

En terme analytiqgue, nous avons fait des prélevesm#eau sur chaque site afin d'y
doser la flavobactérie et les métaux essentielsyee zinc, le fer et 'aluminium puis les
métaux traces comme le cadmium, le plomb et I'acserar ces derniers peuvent perturber le
systeme immunitaire des poissons ou induire lagggithicité de la bactérie (Bats al.2001).

Sur les poissons, nous avons realisé la quaniditale la bactérie en utilisant la technique de
gPCR sur la peau, le muscle, les branchies, le pieein et la rate. Cette détection nous a
permis d’étudier la présence d’'une éventuelle tatich entre la maladie et le titre bactérien
chez les poissons. Ensuite, I'activité du systeammunitaire de chaque poisson a été évaluée
grace a la mesure de I'expression de géne de I'imitédnet de réponse au stress et au dosage
des anticorps circulant (IgM) par dosage immunosratique. Il s’agit d’évaluer une
eventuelle corrélation entre la présence de laébactt la réeponse immunitaire de I'héte. Les
génes sélectionnés témoignent de l'activité duesystimmunitaire innéilt-4, ifn-y, tgf-4,
cmh2$), du systeme immunitaire acquisdd, cd8«, igm, igt), et du stress oxydant généré

par la réponse immunitairenfaetsod (Fig. 6,repport de la page 15).

4.4.2. Résultats et discussion

Cette premiére étude confirme la grande dissénoimadeF. psychrophilundans les
piscicultures, a la fois au niveau des poissonadesl et apparemment sains. A l'aide de la
gPCR (cf chap 3.), nous avons quantifié la flavtdrae dans tous les sites testés (7

piscicultures), avec des charges microbiennes assébles. Toutefois, les poissons testés
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TABLEAU 21. Epression différentielle des genes dassorgannes des poissons malades comparés a
ceux des poissons apparemment sains (moyenne + SEM)

Géne Fonction Branchies Foie Rate Rein

réponse aux stress

metallothioneine isoforme

mt-a 1 +5,0* +4,0* +4,0* +2,5*%
sod1 Cu/Zp superoxyde
dismutase
Cytokines
il-15 interleukine 1, chaing +7,3* +20,4* +4,9* +18,8*
ifn-y interférony
Facteur de croissance .
tgth transformanf 44
Récepteurs
cellulaires
cluster de différenciation
cd8 ] 8, chainex 4,5
porté par les lymphocytes
B
cluster de différenciation
4
cd4 .
porté par les lymphocytes
B
complexe majeur
d’histocompatibilité type . .
mhc2$ 2. chaing 3,8 +2,3
porté par les macrophages
Immunoglobulines
igm immunoglobuline M-like +8,2*
igt immunoglobuline T -3,1*

% Seules les différences statistiqguement signifieatiipparaissent; +: géne surexprimmé; -: géne
réprimé
*. p-value < 0,05
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positifs a la flavobactérie ne présentaient pas tes signes cliniques de la flavobactériose
(ulceres, nécroses, anémies, inflammations detiy ra). Un grand nombre d’entre eux
avaient été traités par aliments supplémentés avemtibiotique (florfénicol). A I'évidence,
les poissons traités restent porteurs de la flaxtéba malgré les traitements antibiotiques. lls
constituent donc des réservoirs permettant la starsie, les disséminations futures du
pathogene et les épisodes "erratiques” de la neatadconjonction avec d’autres facteurs : la
fragilité de I'héte ; la virulence du pathogena dégradation ou la modification du milieu ; la
gualité de la conduite de I'élevage... Les chargeasobactérie les plus importantes ont été
mesurées dans le rein et la rate chez les anintseirta par la forme interne de la maladie.
Ces deux organes assurent des fonctions physiolkegjicjefs pour le poisson dans I'épuration
sanguine et dans la maturation des cellules dwemygstimmunitaire. Les différences de
virulence entre la forme interne et externe ne past connues. Il pourrait s’agir de souches
de F. psychrophilumdifférentes qui s’installent dans tels ou tels oegou de souches
identiques mais qui expriment des facteurs de efireg distincts en fonction de paramétres a
identifier. Par ailleurs, nous avons pu constatee tgs ceufs produits sur le site B sont
dépourvus de pathogene. Cela dit, ces mémes oaalfsvets, diagnostiqués initialement non
porteurs de la bactérie, le deviennent par contatioim horizontale au cours de leur
croissance en raison de I'omniprésenceFdegpsychrophilumsur les sites d’élevage. Ces
observations soulignent I'importance des mesurbggiéne et de désinfection qui devraient
étre mises en place de maniere systématique poiterdiles contaminations a chaque rotation
des lots de poissons. Il reste a définir ces meseireérifier leur efficacité afin d’en rendre
compte a la profession a travers ce qui pourregt @ « manuel des bonnes pratiques ». A la
lumiere de ce travail, aucune corrélation n'a diéeovée entre la dose de métaux détectée

dans I'eau et I'occurrence de la maladie.

L’expression génique mesurée sur les poissons emlaml apparemment sains
(Tableau 21 nous apporte deux informations importantes. Toaibord, les genemtaetill-
£, qui sont surexprimeés dans les branchies, le feieein et la rate des poissons malades, sont
de bons biomarqueurs de la maladie. La synthésmétglothionéines est en effet induite par
le stress oxydant généré par linflammation (Inaieal. 2009) et I'interleukine 18, la
cytokine messagere de I'inflammation (Delaleu amck& 2004). Ensuite, la répression des
genesmhc2p, tgf-#, cd8« etigt dans la rate des poissons malades montre un efioect
du systéme immunitaire acquis pouvant permettpgpbaition de la maladie. De plus, les plus
forts titres en anticorps on été détectés danarlg des poissons apparemment sains.

71



/7 Syvmbiose

Contact
hote-pathogéne

Dot ages

Eradication

Temps thérapeutique Nlort
on Ininunitaire

Commensalisine o
Infection :
G H
B

b ,
o
g "
: e
g = e
S . ]
FElmmation
Temps
D F Maladie
&
o
E -
B e I
[
Temps KA %
- - - E
Colonisation =
&
Temps

Persistance
{chronigue ou latence)

Fig. 7. Issue et modalités de la relation héte-pathogarferection des dommages causeés dans
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variable selon le cas étudié. A : I'acquisition m’pathogeéne peut étre suivie par son
élimination aux barrieres défensives ou aux défemsenunitaires. B : I'acquisition
d'un pathogene provoque directement des dommagesetmaladie. C : certains
microbes commensaux peuvent causer une maladiétai He commensalisme est
perturbé par une diminution du systeme immunitaineune perturbation de la flore
microbienne de I'héte. D : I'état de colonisaticgup étre terminé par I'activation d’'une
réponse immunitaire a partir d’un certain seuiddenmages. E : L’état de colonisation
peu aboutir a la maladie aprés un seuil de dommaiheist. F : I'état de colonisation
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maladie car I'infection a peu causer des dommagésgeirsibles. H : si la relation héte-
pathogene a causé suffisamment de dommages, lasfapguit. | : la persistance de
I'infection peut causer a long terme I'apparitiamr@apparition de la maladie.
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En résumé, ce travail démontre que la flavobactése omniprésente et que sa
pathogénicité est endiguée par le systeme immumitdés poissons apparemment sains.
L’apparition des signes clinigues de la maladiezckertains individus serait liée a la
contamination par les bactéries de la rate et dupmvoquant une faille dans le systeme
immunitaire. En reprenant le modele de relationehgiEthogene présenté en introduction
(Fig. 7, repport de la page 16), nous pouvons émettre tgpathéses quant a la relation
Oncorhynchus mykigSlavobacterium psychrophilunBoit la bactérie ce comporte comme
une commensale de la truite et profite d’'une faddepassagere de sa santé immunitgige (
7C), soit elle est en état de latence maitrisée etassdéfenses immunitaires qui finissent par
céder chez les individus les plus faibléggy( 71). Pour confirmer ces hypothéses, il faudrait
mesurer les dommages causés par la bactérie spoisons sains, c'est-a-dire disposer de
poissons témoins dépourvus de toute flavobactére gui semble difficile en raison de
'omniprésence d&. psychrophilundans les fermes aquacoles. Quoi qu’il en sobaletérie
provogue nécessairement des dommages chez lesmpoegsparemment sains en raison 1/ de
son importance quantitative dans certains orgamé€% Hactéries/g de tissu) et 2/ du fait
gu’elles ont trouvé un milieu nutritionnellemenvdéaable a une telle croissance et qu’elles

provoguent nécessairement une ponction des nutisndams les organes infectes.
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Abstract

A total of 61 fish were sampled from seven fismfarin Aquitania region (France), and
could be distributed in two groups: 1/ diseaseti Bsiffering from the rainbow trout fry
syndrome caused by the bacteféavobacterium psychrophilunas detected by visual
diagnostic and 2/ apparently healthy fish. Flavtdr@a were titered by gPCR targeting a
specific area of the 16S rRNA gene in skin, musgikks, liver, spleen and kidney from all
fish. The pathogen was detected in all of thesamsgvhatever the health status with titers
ranging from 16to 6 x 10 for apparently healthy fish, showing they weretbgal carriers.
Two organs permitted to distinguish diseased ampduamtly healthy fish: spleen and kidney
with titers ranging from 10to 10 for apparently healthy fish against'1@ 10" for diseased
fish. No relationship was found between the immudologlin M-like titer in fish plasma and
the health status, and the highest IgM levels veesn found in apparently healthy fish. The
gene expression analysis in fish organs revealat ttho genes were found to be good
biomarkers of the flavobacteriosis: the metallotigim A and the interleukinefl-genes which
were both over-expressed in gills, liver, spleed &dney of diseased fish. Moreover, 4
immunity genes were down-regulated in spleen (a égan implicated in immunity) of
diseased fish: transforming growth factor(tgf-5), cluster of differentiation & (cd8v),
major histocompatibility complex I chain (mhc2$) and immunoglobulin T genesg(),

suggesting a collapse of the immune system.
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Introduction

The bacteriaFlavobacterium psychrophiluns the causative agent of bacterial cold
water disease (BCWD) and rainbow trout fry syndrdR&FS) in many salmonid fish (Holt
1987). Outbreaks of the disease, which may le&® t& of mortality, occur typically in water
at temperature below 14 °C. No vaccine is availanld control of the outbreaks currently
involves antibiotic drug administration. Flavobamsis have important economic
consequences because of the large and growingdtyuadandustry worldwide. For instance,
in France the Aquitania region is specialized outrfarming, and in 2004 flavobacteriosis
outbreaks resulted in an estimated 10 millions €afnomical loss (Guichard 2004). The
visual diagnostic of the disease can distinguisb taodalities: external necrosis of tissues
(skin and muscles in the caudal region) and bitytadflicted fish. Up to now, there are no
clues to understand and predict which of the twalahites could strike fish after infection
and the nature of the mechanisms leading to diseaset, if ever. In fact, it is not known
which tissue is the entry gate for the pathogenprivious studies, salmon and ayu were
infected withF. psychrophilumby balneation, and the pathogen was detectedeinmilncus,
skin and jaws of the animals by electron microsc@ggndo et al. 2002; Martinezet al.
2004). However, the bacterial titers used, up ®x71¢ bacteria per ml, is extremely high
and not relevant from an environmental point ofwidhe adhesion of bacteria to external
tissues of fish doesn’t answer to the question aboel entry gate, and cannot explain the
inflated belly form of the disease. Moreover, vemuite factors of the bacteria are not yet
elucidated even if few hypotheses have been maslegusly such as its ability to produce
exotoxines or endotoxines and to express extrdaelpsoteases (Secadesal. 2001, 2003)
or to regulate the iron uptake mediated by sidevogdh (Alvarezet al. 2008). Until now, the
pathogen-host relationship has been addressedabibhatory-infected fish. A previous study
had already detected the flavobacteria in diseasedapparently healthy aquacultured fish
(Madetojaet al. 2002) but nothing is known about quantitative piexce of the bacteria. In
the present study, we sampled apparently healttiydaeased fish from various fish farms in
the Aquitania region, and quantified tRe psychrophilunbacterial titters in various tissues,
to see whether a correlation could exist betweendibease and the tissue bacterial load. In
order to precise the vertical spread of the diseasealso quantified flavobacteria in coelomic
fluids and eggs. It has been shown that flavob&ctesmain stuck to trout eggs after
balneation contact (Vatses al. 2006). But in our hands, we wanted to know wheflerale

genitors delivered eggs devoid or already caroéthe bacteria.
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Metal contamination can lead to fish immunity pdpation or modulation (Bolst al.
2001), and therefore to a decrease of fish resistagainst a subsequent pathogen. That is
why we performed an exhaustive metal overview m fieh farms’ water in order to detect
any differences that could be correlated with pi&wee of the bacteria and occurrence of the
disease. Another point which deserves attentidhasantibody titer in fish plasma, and that is
why we quantified IgM plasma in aquacultured figtne diseased fish presenting a higher
plasma IgM titer than apparently healthy fish? Wpkhow, IgM titer were determined in
vaccinated fish plasma only, and results showed the titer much increased after
vaccination trial (Rahmaat al. 2002; Kondoet al. 2003; LaFrentzt al. 2004; Dumetzt al.
2006). The last question we wanted to address leapdssibility to identify biomarker genes
associated to flavobacterial disease. Indeed, didhbit a gene expression response against
bacterial pathogens including the differential egsion of genes involved in immune
functions such a#-1p, tgf-4, cd4, cd8«, mhc2$ (Lindenstrgmet al. 2004; Komatstet al.
2009; Raida and Buchmann 2009) and the metallotimogenes which have been shown to
intervene in inflammatory process (Inoeieal. 2009) and to be up-regulated after infection by
Myxobolus cerebralisthe causative agent of whirling disease in ramimut (Baerwaldet
al. 2008), and up-regulated after infection of codhwiibrio anguillarum and Aeromonas
salmonicida(Caipanget al.2010). In the present study we have analyzedxpeession level

of the above cited genes involved in the stregsorese and the immune function.
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FIG. 1. Network of fish farms in Aquitania region (Francej fish farms are anonymously indicated by
bold letters. They are linked through trading agtiand fish exchange habits. Eggs and juveniles
selling and exchanges between fish farms are iteticdor each farm, the type of activity and
stage of fish growth are mentioned.



4. Approche écotoxicologique de la relation héathpgene
Materials and methods
Fish sampling

Seven rainbow trout farming sites of Aquitaine weteosen because they present
occasionally or rarely or in a recurring way flaagteriosis on young fish and fry. In order to
simplify process and to insure structure anonynatyetter-code was attributed to each site.
All sites are linked by eggs, fry and juvenilesdaor exchange in a partnership network (fig
1).

In each site (table 4), about 3 to 10 apparentiithg (H) and diseased (D) fish, if any,
were sampled according to a visual diagnosis with ltelp of a professional veterinary in
January 2010. Eggs were sampled in indoor hatdbesins, fry in indoor rearing basins, and
juveniles in outdoor growth rearing reservoirs. @lavas sampled from non-anaemic fish and
fish of weight superior to 1 g, with a heparinissdinge and needle through the caudal vein.
In the reproduction fish farm (site B) coelomicidlsi were aseptically sampled from female
genitors during the spawning step, just after pgserecovery, and stored at - 20 °C before
use. Routinely, eggs are immediately submittechtaratiseptic treatment after spawning. Ten

eggs from site B were harvested from a hatcherly sameral days after spawning.

Apparently healthy fish featuring good appetite amimming behavior were sampled.
The visual diagnostic can distinguish two formslimess: an external and an internal. Fish
suffering from the external form of flavobactermsvere distinguished by skins and muscle
necrosis, and those struck by the internal formewecognized by their lack of appetite and a
typical big belly. In case of onset of another @bacteriosis episode occurring in winter and
spring 2010, another sampling was performed (indM&010 in site C and in June 2010 in
site G). In sites A, E and G fish could be treatgith antibiotics (florfenicol) through diet for
2 days when diseased animals appeared in the ogserv

Bacterial titration in water

Water samples (500 mL) were aseptically filtered AFconcentrator PS, Whatman)
according to the manufacturer's instructions. lof# of a 9.08 crffilter was cut with a
sterile scalpel and eluted in 1 mL of 10 mM TrisnM EDTA, pH 7.4 (TE buffer) and stored
at - 20°C until use.
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4. Approche écotoxicologique de la relation héathpgene
Metal titration in water samples

For As, Zn, Cd and Pb analysis, water samples Wéeeed and acidified with 10 %
nitric acid. As, Cd and Pb determinations were grenkd with an atomic absorption
spectrophotometer (M6 Solaar AA, Thermo Elementduipped with a graphite tube
atomizer (GF95 Graphite Furnace). To avoid interfiee, the appropriate diluted solutions
were analyzed in a tube atomizer with a mixturetr@f appropriate matrix modifier. The
detection limit was 0.01 pg Cd / L, 0.05 pg As ahd 0.01 pug Pb / L. Zinc concentrations
were determined by flame atomic absorption spebtstgpmetry (Varian AA220FS). The
detection limit was 1 pg Zn/ L. Al, Ag and Se ars&d were performed by ICP-MS according
to the 1ISO 17294-2 standard procedure. Sn and Bbsas were performed by ICP-AES
according to the 1ISO 11885 standard procedure.

Total DNA extraction

Fish tissue samples fdf. psychrophilumdetection and quantification (skin, muscle,
gills, liver, spleen and kidney) were asepticaligsécted and conserved at -20°C. Total DNA
were extracted from a maximum of 40 mg tissue usireg DNeasy Blood & Tissue Kit
(Qiagen), according to the manufacturer’s instaredi Total DNA was eluted in 200 uL TE
buffer and stored at - 20°C until real time PCRceuture.

Total RNA extraction and cDNA synthesis

Fish tissue samples for gene expression analysis, (gver, spleen and kidney) were
quickly dissected and conserved in RNA later (Qmage - 80 °C. Total RNAs were extracted
from a maximum of 40 mg tissue using the AbsolutBIMA Miniprep kit (Agilent),
according to the manufacturer’s instructions. Thaligy of all RNAs produced was evaluated
by electrophoresis on a 1% agarose gel. Firsta$tcdNA was synthesized from 11.7 pL
total RNA using the AffinityScript Multiple Tempeae RT (Agilent). RNA was adjusted to
15.7 uL with RNase-free water after the additiod @fL of 0.5 pg/ pL oligo(dT) and 3 pL of
0.1 pug / pL random nonamer primers. RNA mixture wWesn incubated at 65 °C for 5 min
and at room temperature for 10 min. Next, 0.5 pl4@fU / uL RNase Block Ribonuclease
Inhibitor, 0.8 pl of 25 mMM each dNTPs mix, 2 uLIx AffinityScript RT buffer and 1 pL
of AffinityScript Multiple Temperature retrotranggtase were added. The reaction was
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TABLE 1. Q-PCR expression of relevant genes inlraim trout

Accession Amplicon
Gene number Nucleotide sequence (5’ to 3’) size
Housekeeping
gene

TGGGGCAGTATGGCTTGTATG
act$ AJA3BIS8 - TCTGGCACCCTAATCACCTCT 165

Stress response

gene
ma s QUCSSNMAOMOOTICC
o s SISCTICMOACOACT,
Cytokines
I-15 AJOOIBZL T CEGECATOTTAG 350
n- AYI95563 T CTGAGCBGOATTACCTCC 68
ot X903 (TTTCCCACAATCACAAGG s

Cell receptor

ACACCAATGACCACAACCATAGAG

cd8a AF178054 GGGTCCACCTTTCCCACTTT &

w wemow  CURCIRSISICGE

mhe2/ AFLISSS (100 CTCAGRCAGGTOACT o7
Immunoglobulin

om SB38  CLCTAGTGOTGITGAATTOO 72

TABLE 2. Mean + SEM ofictf gene Ct in apparently healthy and diseased figars

Gills Liver Spleen Kidney

Healthy Diseased Healthy Diseased Healthy dicd Healthy Diseased

224+06 225%0.6 225206 224+06 223+x06 21.8+0.8 225+06 21.6+0.6
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incubated for 20 min at 42 °C and 40 min at 54ri@n Eppendorf Mastercycler. The cDNA

mixture was conserved at - 20°C until it was used real-time PCR reaction.
F. psychrophilum quantification by gPCR

For bacterial detection and quantification, eadl tiene PCR reaction was made up in
25 L consisting of 12.5 pL of Brillant Blue Syl®reen Q-PCR master mix (Agilent), 2 pL
of primer mix at 10 uM each, 5 pL of 10-fold dildtearget sample, 5.5 puL of nuclease free
water in a 96 well microplate. An Agilent MX3000permocycler was programmed as
follows: 10 minutes at 96 °C, then 40 cycles ofs@@onds at 96 °C, 30 seconds at 56 °C, 30
seconds at 72 °C followed by an increasing tempegaamp to determine amplicons melting
temperatures. TheF. psychrophilum specific primers were Fp_16S1 fw (5'-
GAGTTGGCATCAACACAC-3) and Fp_16Sintl_rev (5-TCC&ITCTCAGTACCAG-
3’). A standard curve was realized with a fragmeht®. psychrophiluml6S rRNA gene
cloned into a vector plasmid (Oriewet al. 2011). This fragment is precisely the amplicon
produced by PCR using the tvto psychrophilunspecific primers describe above. Sitce
psychrophilumharbors 6 copies of 16S rRNA gene in its genome, 18S rRNA copy
number obtained from the calibration curve is deddy 6 to yield the bacteria number. The
bacterial titer is then calculated by dividing th&cteria number by the tissue weight, taking
into account the dilution factor. The quantificatibmit (QL) has been determined: 10 16S
rRNA gene copies / PCR well, making 1.7 bacterRCR well. Being given the dilution
factors, QL is equal to 680 bacteria/sample. Sasnfide which the quantification limit is
reached can be divided in two cases: those pregerdi melting temperature peak
corresponding to the 16S rRNA gene target, displdyethe melting temperature curve, and
those lacking such a peak. They appear in Tabledénthe abbreviation < QL for the former
and ND for the latter.

Gene expression analysis

For gene expression analysis the accession nurobéhg 11 genes used in our study
are reported in Table 1. We have chosen 8 genedvery in the immune function, 3 of them
being cytokine genes, 3 others encoding cell recsgtarbored by antigen-presenting cells
and 2 encoding heavy chain of immunoglobulin M @nd'wo stress responsive genes were
also selected, namely metallothionein A and Cu/Zmomlasmic superoxide dismutase,

because the immune response to bacterial pathediely to generate reactive oxygen
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species. The real time PCR reactions were madé& inl2made up with 12.5 pL of
Brillant Blue Syber Green Q-PCR master mix (Agi)e@t uL of primer mix at 2 uM each, 2
pL of cDNA mixture 2-fold diluted, and 8.5 pL of clease free water in a 96 wells
microplate. An Agilent MX3000p thermocycler was grammed as follows: 10 minutes at
96°C, then 50 cycles of 30 seconds at 96°C, 30nslscat 54°C, 30 seconds at 72°C followed
by an increasing temperature ramp from 65 to 95tGCdetermine amplicons melting
temperature. The selected reference gene was thgtactin @ct-f). The choice of this
reference gene proved to be accurate since thestdadt related to this gene did not vary
between apparently healthy and diseased fish samyiatever tissue considered (Table 2).
The relative gene expression of a gene is its leveéxpression divided by that of the
reference gene and is calculated BYy'2whereACt is equal to gene Ct minast-$ gene Ct.
The differential expression of a gene is the rafighe relative gene expression in diseased

fish over that in apparently healthy fish.
Anti Fp IgM titration

Serum was separated from blood cells with a 5@@e&ntrifugation step for 10 minutes.
96 wells flat bottom polyvinyl plates (Greiner) wetoated with external envelop fraction of
F. psychrophilunprepared as described before (Duredtal. 2008) at 10 pg of protein/ml in
carbonate buffer (0.1 M, pH 9.6, 100 uL / wellgubated at 4°C overnight and washed three
times with phosphate buffer saline (PBS; 0.01 M,7%8) containing 0.05 % Tween 20 (PBS-
T). Serum was serially diluted 2-times with PBSrdnh dilution factor 1/50 to 1/51 200. 100
pnL of each dilution was added in microplate welisl ancubated overnight at 15°C. The
plates were washed three times with PBS-T. 100 weéll/ of 1/2000 rabbit anti-rainbow trout
IgM-like 19G (INRA Rennes) was added and incub&dtbur at 37°C, followed by 3 washes
with PBS-T. 100 pL / well of 1/2000 goat anti-rablgG horseradish peroxidase-conjugated
IgG and incubated 1 hour at room temperature, Vi@ by 3 washes with PBS-T. To
measure peroxidise activity, 100 pL / well of sués solution containing 5 mM O-
phenylene-diamine dihydrochloride (10 mg in 20 rah§l 0.025 % kD, (5 pL of 30 % HO,
in 20 mL) in 0.15 M citrate-phosphate buffer (pHD)5.are added. Reactions took place at
room temperature for 30 minutes and stopped with 50 well of 4M HSO,. ODs were read
at 490 nm. Comparative titre (Ulg) was estimatedniyltiplying dilution factor with the

respective OD comprised between 0.1 and 0.5.
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TABLE 3. Metal titration in site water (given in [Lg

Site and water source

A B C D E F G
Drinkability
Metal Method standard River River River River River River Drilling River
UE (ug/L)
Al 'I\CAZ' 200 73 NR 140 NR 85 120 2 13
Ag 'I\CAZ' 10 <05 NR <2 NR <2 <2 <05 <05
As fuﬁ]Aa ce 10 0.6199 0.4283 0.2494  0.3964 0.816 0.1138 0.3438 0.0775
ICP-
Sn AES <1 NR <10 NR <10 <10 <1 <1
Fe 'ACEPS' 200 160 NR 380 NR 460 140 1 220
Se 'I\ag' 10 <0.1 NR <10 NR <10 <10 <05 <0.1
Zn ﬂgge 5000 21.42 12.35 17.034 8.22 7.14 13.158 9.792 10.404
Cd AA 5 0.0339 0.0193 0.0186 0.0287 0.0546 <0.01 <0.01 <0.01
furnace
Pb furAnAa e 10 08424 05644 05966 04682 05585 04168 <001  0.3818

NR : analysis non realized.
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Statistical analysis

Significant differences in gene expression leveddwieen diseased and apparently

healthy fish organs were determined using the ramaspetric Mann & Whitney U-test.

Results

Sites contamination context

All the fish farming sites have known at least dlawobacteriosis episode during the
last five years. The site C is the most infectattesievery fry batch starts an infectious
episode. Likely, cases of flavobacteriosis are ues in site D, more particularly with fry
from the hatchering bath. In January 2010, no fistsented clinical signs of the disease in
site G while it appeared in June with a water temjpee around 14 °C. In site F located in
the Pyrénées mountains, and supplied with highityuaéter, coming either from drilled well
or from a torrent, the infectious episodes are.réhe disease is occasional in sites A and E
and depends on fry provenance. Finally, the sitehiEh corresponds to the biggest hatching
site of the Aquitania region produces the main paeggs which are distributed in fish farms
guoted previously. The disease is contained on ghies thanks to antibiotic treatments

combined with effective sanitary preventive measure

Metal titration in site water

Metal analysis were performed in waters feedingfigte farms. Nine metals have been
titered in water samples from each fish farm (Te®lealuminum (Al), silver (Ag), arsenic
(As), tin (Sn), iron (Fe), selenium (Se), zinc (Zoadmium (Cd) and lead (Pb). Ag, Sn and
Se concentrations are below the limit of detectibmo metals present a great variability of
concentrations according to sites: Fe and Al. TikessC and E are supplied with water
containing high doses of Fe, 380 and 460 pg/L,aetseely, which exceed the drinkability
standard equal to 200 pg/L. Sites C and F are mutpplith river water containing 140 pg/L
of Al above the reference limit. The concentratiobsained for toxic metals (As, Cd and Pb)
are much lower than the European standards of abihty equal to 10, 0.5 and 10 ug/L,
respectively. Zn concentrations are in the ramgmd for surface waters in Aquitania, which
vary between 5 and 30 pg/L. The drilled well watksite F is poor in metals and especially 2
pa/L of Aland 1 pg/L of Fe.
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TABLE 4. Bacterial titer in fish organs and visa#gnostic

Clinical Sampling Infection Bacterial titer : log, (bacteria number/g tissue)
Sampling site Fish Fish tank Weight range . . . .
diagnostié period (2010) location® Skin Muscle Gills Liver Spleen Kidney
1 b3 January Rearing tank 1 10-20¢g Ext 4.97 QL ND <QL <QL <QL
2 b January Rearing tank 1 10-20¢g Ext <QL 865. 4.17 <QL <QL <QL
A 3 H January Rearing tank 1 10-20¢g - ND ND Qls <QL <QL ND
4 H January Rearing tank 1 10-20¢g - <QL ND ND <QL ND <QL
5 H! January Rearing tank 1 10-20¢g - <QL ND <QL <QL <QL <QL
6 H' January Rearing tank 1 10-20¢g - <QL ND <QL ND <QL <QL
1 H January Rearing basin 1 1-2g - ND®
B 2 H January Rearing basin 1 1-2g - ND®
3 H January Rearing basin 1 1-2g - ND®
1 H January Rearing tank 1 2-5g¢g - ND ND ND ND ND 3.60
2 H January Rearing tank 1 2-5¢g - <QL .543 <QL <QL <QL ND
3 H January Rearing tank 1 2-5g¢g - ND IkQ <QL <QL ND ND
4 D January Rearing tank 2 10-20¢ Ext ND 4.06 <QL <QL ND 3.80
5 D January Rearing tank 2 10-20¢ Ext 15.8 6.88 6.30 1.18 <QL <QL
6 D January Rearing tank 2 10-20¢g Ext 654  3.37 2.97 <QL 3.72 <QL
C 7 D January Rearing tank 2 10-20¢g Ext 82.6 4.23 <QL <QL <QL <QL
8 H March Rearing tank 1 5-10g¢g - 6.67 476. 4.95 4.93 5.81 4.79
9 H March Rearing tank 1 5-10g¢g - 6.03 507. 6.78 7.86 6.37 5.84
10 H March Rearing tank 1 5-10¢g - 6.89 .995 5.08 4.01 7.67 7.38
11 D March Rearing tank 1 5-10¢g Ext <QL <QL <QL <QL <QL <DL
12 D March Rearing tank 1 5-10¢g Ext 6.31 5.88 6.92 7.54 8.35 6.90
13 D March Rearing tank 1 5-10¢g Ext 6.81 552 7.67 9.01 8.43 7.02
1 D January Rearing basin 1 2-5¢ Int <QL 3.29 4.25 3.77 9.54 9.14
2 D January Rearing basin 1 2-5¢ Int <QL 4.60 6.55 <QL 11.48 11.06
3 D January Rearing basin 1 2-5¢ Int <QL <QL 2.70 2.37 13.59 12.72
4 D January Rearing basin 1 2-5g¢g Int 587 5.13 4.67 5.09 <QL <QL
D 5 D January Rearing basin 1 2-5g¢g Int 428 4.13 7.01 4.83 4.44 4.59
6 D January Rearing tank 1 10-20¢ Ext 35.0 5.13 6.76 <QL <QL 5.82
7 D January Rearing tank 1 10-20¢ Ext 049 <QL 4.08 <QL 5.78 <QL
8 D January Rearing tank 1 10-20¢ Ext 049 299 5.92 <QL 6.07 4.90
9 D January Rearing tank 1 10-20¢ Ext 946 3.96 3.88 <QL <QL 4.40
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1 b January Rearing tank 1 20-50¢g Int <QL Qls <QL <QL <QL <QL
2 b3 January Rearing tank 1 20-50¢g Int 4.15 953. <QL <QL <QL <QL
3 D January Rearing tank 1 20-50¢g Int <QL 974. <QL <QL <QL <QL
4 H! January Rearing tank 2 10-20¢g - <QL 4.86 4.56 <QL <QL <QL
E 5 H' January Rearing tank 2 10-20¢g - 4.16 3.29 4.17 3.31 <QL <QL
6 H' January Rearing tank 2 10-20¢g - ND ND 636. <QL <QL ND
7 H January Rearing tank 3 10-20¢g - ND ND Qls <QL <QL ND
8 H January Rearing tank 3 10-20¢g - ND ND QI <QL <QL 6.61
9 H January Rearing tank 3 10-20¢g - ND 6.71 7.25 <QL 7.71 ND
1 H January Rearing tank 1 50-100g - 5.20 5.02 <QL 5.15 <QL <QL
2 H January Rearing tank 1 50-100g - 5.19 5.44 5.48 <QL <QL <QL
3 H January Rearing tank 1 50-100g - 6.09 4.48 <QL 5.42 5.97 <QL
4 H January Rearing tank 2 2-5g¢g - <QL .645 <QL <QL <QL 6.16
F 5 H January Rearing tank 2 2-5g¢g - 6.34 D N 6.03 <QL - 6.47
6 H January Rearing tank 2 2-5g¢g - 6.49 575 <QL <QL - <QL
7 H January Rearing tank 3 2-5g¢g - ND ND ND ND ND ND
8 H January Rearing tank 3 2-5g¢g - ND ND ND ND ND ND
9 H January Rearing tank 3 2-5g¢g - ND ND ND ND ND ND
1 H January Rearing tank 1 10-20¢ - <QL 5.96 6.09 - - <QL
2 H January Rearing tank 1 10-20¢ - 5.02 6.68 <QL <QL - <QL
3 H January Rearing tank 1 10-20¢g - <QL <QL <QL - - <QL
4 H January Rearing tank 2 10-20¢g - 4.83 4.76 4.28 4.40 4.32 3.58
5 H January Rearing tank 2 10-20¢g - <QL 443 4.10 3.79 4.68 2.33
G 6 H January Rearing tank 2 10-20¢g - 410 ND 4.04 <QL 4.25 2.57
7 H January Rearing tank 3 10-20g - 3.98 4.22 3.39 3.12 3.60 3.02
8 H January Rearing tank 3 10-20¢g - 3.84 4.09 4.23 <QL 3.58 3.08
9 H January Rearing tank 3 10-20¢ - 3.79 4.11 3.98 3.74 3.90 3.28
10 O June Rearing tank 3 10-20¢g Ext ND 3.48 D N ND ND ND
11 O June Rearing tank 3 10-20¢g Ext 2.68 <QL ND ND <QL <QL
12 O June Rearing tank 3 10-20¢g Ext 6.77 <QL ND <QL ND <QL

ND : no detection oF. psychrophilunspecific 16S rRNA gene target; < QE.: psychrophilunspecific 16S rRNA gene target detected but belemwguantification limit.
&Visual diagnostic is H for apparently healthy dnébr diseased fish, respectively.

® Tank in which fish were sampled .

¢ Location of infection: ext for externally visibtlamages (skin necrosis), and int for internal itidecvisible from outside (big belly).

4 Antibiotic treatments (florfenicol).

°Whole body measurement. Whole fish bodies were ly@miaed because of their too tiny size, below Q.Baking it difficult to dissect out organs.



TABLE 5. Bacterial titer in fish organs accordirgythe visual diagnostic
(number of bacteria/g tissue, mean + SEM)

Fish visual diagnostic

Tissue Apparently Diseased Diseased Diseased

healthy® (complete group) (antibiotic-treated) (antibiotic-free®)
Skin (7.9 +£3.1) x10 (6.9+3.8) x 10 (7.6+7.9) x 10 (6.6 +4.3) x 10
Muscle (1.3+0.9) x 10 (4.1£3.3)x 10 (1.0£1.0) x 10 (5.7+4.9) x 10
Gills (2.3+1.4)x 10 (3.2+2.1)x1b (1.8+2.0)x 1d (4.8+3.0)x 10
Liver (3.2+2.9)x 10 (4.4+4.4) x 10 0 (6.6 + 6.6) x 10
Spleen (2.0+1.1)x 10 (1.6 +£1.7) x 1& 0 (2.4 £2.5) x 18
Kidney (1.6 £0.8) x 10 (2.3+2.3)x 1Y 0 (3.4+3.4) x 18
“n=37n=24°n=8"n=16.

TABLE 6. Bacterial titer in coelomic fluids fromteiB genitor fish

Genitor number

Bacteria/ml of coelomic fluid

103
1,032
1,040
1,041

105
1,053

106
1,070

108

109

110

112

1.7 x 10
4.4 %16
2.0x 16
<QL
ND
5.4 x 10
ND
1.7 x 16
ND
<QL
ND
5.4 x 10

ND : noF. psychrophiluni6sS target detected
< QL : F. psychrophilumtarget detected but non quantifiable.
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Bacterial Detection and quantification

The presence oF. psychrophilumwas assayed in water sampled in each site. No
flavobacteria could be detected whatever water taoumantified, meaning that the bacterial

titer was below the detection threshold, which wasulated to be 5 bacteria / mL.

A total of 61 fish were tested for detection Bf psychrophilum Six tissues, skin,
muscles, gills, liver, spleen and kidney were ai#td from dissected fish sampled from sites
A, C, D, E, F and G for bacterial titration (TABL4. Fish sampled from site B were not
dissected but rather the whole body was homogeitieeduse of their small size (inferior to 2

cm).

In every site, pathogen carriers were detected gntbe apparently healthy fish.
Among a total of 27 apparently healthy fish, amilw-free, only 7 prove to be devoid of the
pathogen. This indicates that the proportion ofaapptly healthy fish that carries the
pathogen is unexpectedly high. Not only the praporis great but also the bacterial titer
born by these apparently healthy fish: for instaapparently healthy fish 8, 9 and 10
collected from site C feature in all of the six ag=d tissues very high amount of bacteria
ranging from a magnitude of 4 to 7.8. These higtidréal titers are even greater than those
observed among many of the antibiotic-free disedisbd For instances, the highest bacterial
titers detected in skin and muscles were foundpiaeently healthy fish with magnitude of
6.89 and 7.5, respectively. Therefore quantifyiragtérial titer on skin and within muscles
does not allow drawing an accurate diagnosticabit,fwhen considering the mean bacterial
titers among fish organs only spleen and kidnegwvaltliscrimination between apparently
healthy and diseased animals. The difference iatgravhen the comparison is made with
antibiotic-free diseased fish but it remains stMident even with the complete group of
diseased fish. For spleen and kidney the ratioaatdsial titer in diseased over apparently
healthy fish reaches 10whereas it is equal to one for skin, muscless gihd liver (TABLE
5).

In site B, 12 coelomic fluids have been asepticalmpled during a spawning
manipulation of female mature rainbow trout (TABBIE 6 samples out of 12 featured high
bacterial titers ranging from 1@o 1¢ bacteria / mL. Thus, healthy female genitor fistm c
express high amount of bacteria in their coelortuafeasily comparing with the bacterial

titers found in skin, muscles, gills and liver giparently healthy and diseased fish. From
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TABLE 7. Relative gene expression levels in disdas®d apparently healthy fish orgdns

Liver Spleen Kidney
Gene A%F;Zrlfhn;ly Diseased A%péz:tehn;ly Diseased A%F;Zrlfhn;ly Diseased A%F;Zrlfhn;ly Diseased
mt-a (1.5+0.3) x 18 (7.8+1.7) x 10 43+1.0 17+6 (1.1+03)x10 (4.3+1.4)x108 (7.0+1.5)x 108 (18 +8) x 10
il-15 (9.9 +3.5) x 10 (72 + 20) x 10 (1.9+0.7) x 19 (38 +11) x 1d (7.7 £ 4.3) x1¢ (38 +11) x 1d (1.0+0.2 x 19 (20 +6) x 10
sod1 (1.7 £0.6) x 13 (3.3+2.8) x 18 (9.6 £2.9) x 18 (5.7 £ 4.4) x 18 (1.5+0.9) x 18 (7.2 +2.5) x 18 (3.0+1.0) x 18 (1.1 £0.4) x 18
tgf-8 (15 £ 8) x 10 (3.7 £0.7) x 18 (2.5 +0.8) x 18 (3.6 £1.6) x 18 (1.2+0.7) x 108 (0.3+0.1) x 18 (5.7 +4.3) x 18 (9.9 + 4.3) x1G
cd8-a (65 +37) x 1d (2.8+0.8) x 10 (3.6 £0.8) x 10 (13+7)x1d (6.7 +1.8) x 18 (1.4 +0.5) x 18 (1.8 +0.6) x 18 (1.6 £0.9) x 18
cd4 (91 + 46) x 10 (8.0 £2.9) x 18 (1.4 +0.9) x 18 (14 +6) x 10 (8.0 +£3.7) x10 (5.4 +3.0) x 18 (9.6 +6.5) x 18 (19 +8) x 1C¢
igm (4.1+2.0)x 10 (1.4 +0.4) x 18 (5.8 £2.6) x 18 (48 +18) x 16 1.2+0.4 1.8+0.7 (8.3+5.6) x10 (8.9+3.3)x10d
igt (9.8 +4.3) x 16 (2.3+0.6) x 18 (2.6 £2.3) x 16 (3.8+1.9) x 18 (3.0+0.9) x 18 (1.0 +0.3) x 18 (1.6 £+0.7) x 18 (76 + 34) x 10
mhc23 (6.0 +1.8) x 18 (1.8 £0.5) x 10 (1.6 £0.6) x 16 (23+9) x 1G (9.8 +2.6) x 10 (2.6 £1.0) x 18 (3.0+1.3)x 10 (6.9+4.1) x 18
ifn-y (16 £7) x 10 (2.1+1.5) x 10 (9.7 £6.4) x 18 (12+9) x 1G 1.2+0.9 49 +31 2.0+1.0 85+ 50

& The reference gene was the housekeeping agtae

TABLE 8. Differential gene expression in organsnfrdiseasetls apparently healthy fish (mean + SEM)

Gene Function Gills Liver Spleen Kidney
Stress response genes
mt-a metallothionein isoform 1 +5.0* +4.0* +4.0* B2
sodl Cu/Zn superoxide dismutase
Cytokine genes
il-14 interleukin 1 chain +7.3* +20.4* +4.9* +18.8*
ifn-y interferony
tgf-p transforming growth factdgs -4.4*
Cell receptor genes
cluster of differentiation 8 chain .
cdg harbored by B-lymphocytes 45
cda cluster of differentiation 4
harbored by B-lymphocytes
major histocompatibility complex type R chain . .
mhc2f harbored by macrophages 338 2.3
Immunoglobulin genes
igm M-like immunoglobulin +8.2*
igt T immunoglobulin -3.1%

@ Only statistically significant differential valuase given; +: up-regulated; -: down-regulated
*: p-value < 0.05.
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10 eggs collected from site B no bacterial titauldde quantified, indicating a titer below the

detection threshold calculated to be 15 bactezgy!/
Gene expression analysis

Expression of 1@enes involved in general stress response and imrfwnttions was
tested in gills, liver, spleen and kidney of disghand apparently healthy fish. The means of
gene expressions (relative dotf gene) are collected in TABLE 7. From the data am@d
in TABLE 7 the statistically significant differeali expressions between diseased and
apparently healthy fish tissues have been seleseddisplayed in TABLE 8. Two major
facts are stemming from this table: 1/ the methitotein A and interleuking genes are
overexpressed in the 4 tested tissues in disdassgdanaking of these two genes good genetic
markers of flavobacteriosis; 2/ the immunity getg#s?, cd8«w, mhc24 andigt are repressed

in diseased fish spleen.
Antibody titration

The IgM antibody titer has been quantified in plasfrom fish sampled in various
aquaculture sites. This IgM titer varied from 321092 Ulg and no relationship could be
pinpointed between IgM titer and health statusish 8ize or aquaculture sites (TABLE 9).
Indeed, the highest IgM titers were 87 and 1092 foigliseased and apparently healthy fish,
respectively. Unexpectedly, diseased fish do nesgmt higher plasma IgM titers than healthy

fish. Therefore, the IgM titer cannot represensaful marker for flavobacteriosis.

Discussion

It is known that metallic pollutants can influenite fish immune system (Bokt al.
2001). The aim of metal titration in the fish farselected for this study was to try to detect a
possible correlation between essential metals agdhon, aluminum and zinc or trace metals
such as cadmium, lead and arsenic, and bactedbiepation and infection. In our hands, no

significant correlation was found.

Bacterial detection from fish sampled in seven fahms selected in different area of
the Aquitania region confirms the very wide disseation ofF. psychrophilumThanks to a
new detection method using qPCR targeting a speaiéa of the 16S rRNA gene, the
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TABLE 9. Anti F. psychrophilumgM-like titer in fish plasma

Fish weight 20- 50-100
range 2-10g 10-20g 50 g g
Sampling site C F A C E G C F
Visual ab H D
diagnostic H H H D (March)  (March) H H D H

IgM-like titer 159+ 3.2+ 282+ 78+%

159+ 621+ 7.8+ 1,092+
(Ulg) 07 15 204 76 705 8TETL 57 599 06 468

% Unless indicated, fish were sampled in Januar{201
® Visual diagnostic is H for apparently healthy @nébr diseased fish, respectively.



4. Approche écotoxicologique de la relation héathpgene

bacteria has been detected in all sites in diseasddapparently healthy fish. Some of these
fish (both apparently healthy and diseased) had beated with antibiotic (Florfenicol) but
guantification data showed that they remained Ib@attearriers, and therefore represented

potential reservoir for the bacterial persistence.

The eggs produced in site B are devoid of the gpthoand are sold to the other
aguaculture farms. Worth to mention, the bacteited present in water basins from these fish
farms is below the detection threshold. Yet, higletbrial titers can be found in fish grazing
in these tanks. One observation deserves atterjtivanile fish collected in rearing tank 1
from site C in January were almost devoid of ba&tar their tissues and no diseased fish
could be seen. However, two months later, in theesgank, diseased fish were present
(around 5 % of the total fish) and even apparemglgithy fish were presenting high bacterial
titers in their tissues. This suggests that fistuawlate the pathogen with time and growth.
So, the question arises whether the infecting bactemes from water or from direct contact
between fish. At this point, there is no clear-canclusion because a single trout ventilates
through its gills more than 1¥kg/day (740 mL/kg/min, (Wood and Munger 1994))r Ba40
g juvenile fish (those present in site C rearingktd in March) this represents 40 L/day.
Hypothesizing a water bacterial titer equal to tegection threshold (5 bacteria/mL) the
ventilation rate accounts for 200 000 bacteria/dgaching the gills. This amount of bacteria
is sufficient enough to explain the bacterial 8téound in fish tissues. We cannot rule out a
contamination through fish contact since high éaitéiters were also detected on skin, even

in apparently healthy fish.

Two genes appeared to be good biomarker of flawebasis: mt-a andil-14 which
where overexpressed in gills, liver, spleen anahéydof diseased fish. This is in keeping with
the finding that after intraperitoneal injection\aérsinia ruckeriantigens in rainbow trout, an
over-expression (>100 fold) of thi-5 gene was detected in spleen (Raida and Buchmann
2007). Metallothionein genes expression is stinealdty inflammatory process and oxidative
stress due to inflammatory acute phase responsadét al.2009). The metallothionein gene
response to bacterial challenge has already bessradd on Atlantic cod gill epithelial cells
after infection withVibrio angillarumor Aeromonas salmonicid@aipanget al), and on fish
skin after exposure thlyxobolus cerebraligBaerwaldet al. 2008). Up regulation aihhc2p
gene as been described for the Atlantic salmonainous tissues including earth, liver,

kidney, spleen and gills after vaccination agafsalmonicidaV. anguillarumandVibrio
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salmonicida (Koppanget al. 1998). In contrast, in the present study we foandlown
regulation ofmhc24 gene in spleen of diseased fish. This discrepanaoyd be linked to the
fact that we observed this down regulation in disdafish and not in vaccinated animals.
Indeed, one of the causes of the disease mighthedl pathogen-triggered disturbance of the
immune response in spleen. Precisely, beside2$ gene, three immune genes, namntegly

f, cd8« andigt, were down regulated in spleen of diseased fishpewed to apparently
healthy. Worth to note, a very high bacterial titexrs found in spleen of diseased fish (above
10" bacteria/g of tissue) whereas a lower titer, cdibfgawith a vaccination process, was
observed in apparently healthy fish (around Bfcteria/g of tissue). Accordingly, the highest
IgM titers were found in the plasma of apparentlthy fish compared to diseased animals.
The fact that vaccinated fish can mount an appatgrimmune response has already been
demonstrated. For instances, an increased expnestum8-« gene in rainbow trout spleen
has been observed after exposurétpsychrophilum(Overturf and LaPatra 2006), and an
increased expression 0fl8« andtgf-f genes in spleen after vaccination agamstuckeri
(Raida and Buchmann 2008). The difference betweeginated versus diseased animals can
be further illustrated by the 10-fold overexpreasibigt gene in spleen after bath vaccination
with Y. ruckeri antigens (Raida and Buchmann 2008), whereas wenass a 3-fold

repression of the same gene in the same tissuseadskd fish.

To summarize, when rainbow trout are immunized rejaipathogens, an over
expression of immunity-involved genes suchnasc2#, tgf#, cd8«w andigt is observed in
spleen, whereas in diseased aquacultured fishethe¥se holds true, strongly suggesting that
fish become sick due to a failure in an appropriatenune response. The importance of
spleen in the immune response is illustrated bydhethat in rainbow trout, the less sensitive
individuals toF. psychrophilundeleterious outcome are precisely those featuhedargest
spleen, i.e. those for which the immune respongieeiighest in spleen (Hadieti al. 2008).

In fish, the two main tissues for immune response kadney and spleen (Bromage al.
2004), and it did not escape our analysis thagumaultured diseased fish, precisely kidney

and spleen are presenting the highest bacteeas tit
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Anti-OmpA/P60 ——

Activité NADH +

Fig. 1€ Analyse du contenu polypeptidique de la membrameerne deF.
psychrophilum JIP02/86 par électophorese en gel de polyacryla®ios. Les
échantillons ont été solubilisés avec du SDS a Potis 1: 20 pg de protéines extraites
d’'une suspension d’enveloppes. Puits 2: 10 pg rdécipes extraites de la fraction
membranaire insoluble dans la Sarkosyl (= « menghm@xterne »). Puits 3: 10 pg de
protéines extraites de la fraction membranaire ldelwans la Sarkosyl (= « membrane
plasmique »). Les protéines sont révélées par aidor & I'argent (A) ou avec une sérum
anti-OmpA/P60 (B). Les fractions ont égalementtégéées pour I'activité NADH oxydase
(positive, + ; négative, -).
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5.1. Recherche de déterminants antigéniques dans la membrane

externe da la bactérie

5.1.1. Introduction

Les protéines membranaires de surface permedsnhteractions des cellules avec le
milieu extérieur. Dans cette membrane, les progijmaient un rble essentiel dans la
pathogénie et constituent en méme temps les qibbletegiées du systéme immunitaire. Pour
comprendre les mécanismes de la pathogénie et kdtdre les maladies infectieuses au
moyen de vaccins, il est essentiel de connaitreee das propriétés de ces molécules d’un
point de vue de leur topologie et du contréle de &xpression, leur capacité a interagir avec
le systtme immunitaire de I'héte infecté. Alors cusaucoup de travaux ont été ou sont
consacrés a la classification, la détection, I'tdeation et la biologie moléculaire de.
psychrophilumil y a curieusement peu de données relativesaapects moléculaires de la

pathogenese de cette bactérie.

La virulence de la flavobactérie a été suspectétredliée a la capacité de cette
bactérie a (1) sécréter un certain nombre d’exatssi de métalloprotéases ou d’enzymes
impliquées dans la dégradation de produits cotigsitdes tissus de I'héte (Dalsgaard 1993;
Bertolini et al. 1994; Secadest al. 2001, 2003), ou également a (2) modifier la digpibté
de I'élément Fewia la sécrétion de sidérophores (Alvaretzal. 2008). Le compartiment
« membrane externe » de psychrophilumdoit jouer, comme chez la plupart des autres
microorganismes pathogénes, un role clef dansrgesactions avec le milieu extérieur, en
particulier avec les cellules/tissus des différamtganes ainsi que le systéme immunitaire de
I'héte. Il a été montré qu’un certain nombre de posants de surface sont impliqués dans la
pathogénicité de la flavobactérie : I'antigene-O lghosaccharide (MacLeast al. 2001),
'antigene 20 kDa (Crumpt al.2001), OmpA/P60 (Merlet al. 2003), OmpH/P18 (Massias
et al. 2004), FspA (Crumt al. 2005). Certains de ses composants de surfacededmbns
candidats « vaccin » dans la mesure ou une répomsenoprotectrice a pu étre observée
expérimentalement aprés injection chez la trui@nepH/P18 ou d’OmpA/P60 (Dumett al.
2006; Dumetzet al. 2007). Dans ce contexte, nous avons cherché geeain inventaire
exhaustif des protéines de la membrane externeadsoliche virulente JIP02/86 de

psychrophilunet a identifier un certain nombre de protéines ihatds pour la réalisation de
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Fig. 2C. Analyse des protéines de la membrane extern€.desychrophilumpar
électrophorése bidimensionnellees protéines (250 pug) de la membrane extern€.de
psychrophilumJIP02/86 sont séparées dans un gradient de pHmeéaire dans un gel de
polyacrylamide-SDS a 12 %. Les spots protéiques remélés apres coloration au Bleu de
Coomassie G-250 (A) ou immunomarquées a l'aide @enss de truites arc-en-ciel
convalescentes de la flavobactériose (B). Les raiffis spots identifiés sont annotés dans

le tableau 22.




5. Travail préliminaire sur les mesures prophylgogs

cocktails vaccinants a l'aide d’anticorps collecégsartir de truites convalescentes d’infection

naturelle.

5.1.2. Résultats & Discussion

Analyse in silico

A partir des données de séquencage complet durgeder. psychrophilunidiP02/86
d’'une taille de 2,86 Mégabases comportant 2 432esaduverts de lecture potentiels dont
1 318, soit environ 55 %, ont une fonction pré@@echaudet al.2007), une analysa silico
a permis de prédire la localisation dans la mendbextierne des produits d’expression d’un
certain nombre de génes. Il s’agit des génes cddarmrotéines P18 (Massiasal, 2004),
P60 (Merleet al, 2003), FspA (Crumgt al, 2005) ainsi que deux molécules homologues
(FP0113, FP2425) a celles qui induisent une immroteption chez le poulet contre
l'infection par Ornithobacterium rhinotrachealgSchuijffel et al. 2005), une bactérie
appartenant également a la famille déavobacteriaceaeDe la méme maniere, 35 autres
protéines ont été localisées potentiellement damsdmbrane externe. Ces molécules portent
une signature C-terminale conservée, d’approxireaignt 70 acides aminés, constituée du
motif suivant: [Y P N P X3 (N/D) X, G Xi1327G X Y] et qui a été retrouvée dans 170
protéines produites par des bactéries membresylurplBacteroidetesCe signal permettrait
'adressage et/ou I'ancrage de ces molécules dacgudont certaines peuvent avoir, en raison
de leur localisation, un role clef dans l'interactiavec I'hote et donc dans la virulence. |l
restait a vérifier expérimentalement la localisatae ces protéines, ou du moins certaines

d’entre elles, dans la membrane extern&.desychrophilunpar une approche protéomique.

Préparation des protéines de la membrane externe

La bonne qualité du fractionnement bactérien wstpré-requis nécessaire pour
'analyse ultérieure du sous-protéome de la mengbextterne. En effet, il a été montré que
les protéines de la membrane externe sont "perdoissti’analyses 2D d’'un protéome total ;
cette sous représentation des protéines de la membxterne n’est pas seulement due a leur
faible solubilité mais dans certains cas a leubléaimportance gquantitative, ce qui rend
difficile la détection et donc l'identification dses macromolécules. Dans un premier temps,
nous avons essayé d’isoler la membrane externd-.dgesychrophiluma partir d’'une

suspension d’enveloppes par centrifugation isogyeni dans un gradient continu de
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Tableau 22. Identification des protéines de la membrane externe de F. psychrophilum JIP02/86

NCBI

N° o T . Peptide Séq. pHi/ MM GRAVY Site de Loc. Hél.
SPOt  aceP Produit d'expression matching Couv. (kDa) scoré coupure prédit  subcel ™
1 FP1199 Probable outer membrane protein, 136/22 25.8 8.94/115.1 -0.285 Spl 22-23 oM
Omp121family
2 FP0144 Probable TonB-dependent outer membrane64/36 51.6 9.04/104.9 -0.431 Spl 18-19 OM
receptor
3 FP2096 Probable outer membrane protein 35/25 1 35. 9.13/99.9 -0.437 Spl 21-22 oM 0
4 FP1500 Probable TonB-dependent outer membrane27/22 37.1 9.21/92.2 -0.556 Spl 19-20 OM 0
receptor
FP2456 Probable TonB-dependent outer membrane13/13 211 8.98/86.5 -0.290 Spll 19-20 OoM 0
5 ferrichrome-iron receptor
FP0690 Putative outer membrane protein involved 17/17 29.7 9.22/89.5 -0.368 Spl 21-22 OoM 1
in nutrient binding
6 FP1922 Probable TonB-dependent outer membranel9/18 35.7 9.19/83.2 -0.300 Spl 20-21 OM 0
ferrichrome-iron receptor FhuA
7 FP0521 Probable TonB-dependent outer membrane22/17 40.4 9.18/66.3 -0.324 Spl 18-19 OM 0
receptor
8 FP0110 Probable lipoprotein of unknown function  05/21 46.2 6.35/60.7 -0.225 Spll 21-22 UNK 0
9 FP1198 Probable lipoprotein of unknown function  05/15 37.8 8.18/58.3 -0.066 Spll 19-20 UNK 0
10 FP1402 Protein of unknown function 36/16 424  039.56.4 -0.462 Spl 19-20 oM 0
11 FP1346 Probable lipoprotein of unknown function 166/23 57.9 5.49/54.5 -0.346 Spll 20-21 UNK 1
12 FP2239 Probable lipoprotein of unknown function 93/10 27.6 5.61/50.4 -0.155 Spll 18-19 UNK 1
13 FP0156 Outer membrane protein OmpA family 364/32 68.6 4571494 -0.324 Spl 21-22 oM
P60
14  FP0O073 Protein of unknown function 15/13 40.2 .68646.3 -0.248 Spl 22-23 UNK 0
15 FP1486 Probable lipoprotein of unknown function 215/19 56.1 5.61/44.7 -0.168 Spll 18-19 UNK 0
16 FP2369 Bleomycin hydrolase aminopeptidase C 268/2 63.8 5.97/44.2 -0.454 Spl 21-22 UNK 0
17 FP0175 Probable cell surface protein (Lrr prtei 6/4 14.7 5.26/44.1 +0.321 Spl 16-17 UNK 1
18 FP2433 Protein of unknown function, putative 17/11 27.0 9.58/43.6 -0.067 Spl 19-20 OM
outer membrane protein
19 FP2425 Probable lipoprotein of unknown function 20/12 42.0 5.70/43.4 -0.480 Spll-17-18 UNK 0
20 FP1478 Probable lipoprotein IrpA 137/15 49.2 84.82.4 -0.132 Spll 18-19 oM 0
21  FP0097  Flavomodulin 27/11 32.2 8.26/42.0 .18 Spll 18-19 oM 0
22 FP1456 Probable lipoprotein ‘S-layer’ 106/10 632. 5.33/37.8 +0.074 Spll 19-20 UNK 0
FP0171 Probable cell surface protein (Lrr protein)  17/3 13.8 8.88/30.3 +0.239 Spl 18-19 UNK 1
2F FP0172  Probable cell surface protein (Lrr protein)  17/3 11.1 8.04/37.2 +0.305 Spl 18-19 UNK 1
24  FP1439 Protein of unknown function FKBP-type %60/ 28.4 4.73137.2 -0.506 Spll 19-20 UNK 0
25 FP0169 Probable cell surface protein (Lrr prtei 12/3 11.8 7.55/35.3 +0.284 Spl 16-17 UNK
26 FP0261 Protein of unknown function 136/15 545 .82734.0 -0.323 Spl 19-20 OoM 1
27 FP0578 Protein of unknown function 57/9 34.7 06.29.4 -0.010 Spll 20-21 UNK 1
28 FP0451 Protein of unknown function 38/10 28.7 698.26.0 -0.593 Spll 18-19 UNK 0
29 FP2138 Protein of unknown function 6/6 31.6 5.28.2 -0.333 Spl 16-17 UNK 1
30 FP1507 Probable lipoprotein YiaD precursor 12/5 29.4 9.06/23.9 -0.217 Spll 21-22 OM 3
31 FP1493 Protein of unknown function 111/9 65.9 618.22.7 -0.015 Spll 19-20 UNK 0
32 FP2019 Flavobacterial-specific protein antigen 176/12 83.3 9.35/21.3 +0.017 Spl 19-20 UNK
FspA
33 FP0139 Protein of unknown function 164/7 327 877184 +0.027 Spl 18-19 oM 0
34 FP2098 Outer membrane protein OmpH family 35/7 48.8 8.58/18.7 -0.456 Spl 23-24 UNK 1

P18

. Les peptides identifiés n’ont pas permis de diffi€ier les protéines de surface probables (FPaad FP0172).
. Les différents spots ont été annotés a l'aidia d@nque génomique éfe psychrophilumlIP02/86 (Duchaudt al, 2007).

a
b
°. Le site de coupure prédit par le programme SRypalur la séquence signal des protéines et dewmdifgines est indiqué Spl et Spll, respectivement.
d
e

. La localisation subcellulaire prédite (OM : memnte externe ; UNK : inconnue)
. le nombre d’hélice transmembranaire préditetsfdiophobicité calculée (grand average of hydropa®RAVY index) pour les 36 protéines identifié&st
été par les programmes P-SORTb v. 2.0 et ProtP@aRASy proteomic tools), respectivement.
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saccharose. Cette approche n’a pas permis d’ohiarifraction pure de membrane externe
alors méme que différentes courbes des gradien&témitilisées. Aussi, nous avons exploité
la capacité d’'un détergent ionique, le lauryl saimtate de sodium ou Sarkosyl, a solubiliser
sélectivement la membrane plasmique tout en praselintégrité de la membrane externe
(Rhomberget al. 2004). La pureté de la préparation de membrarerrexta été vérifiée par
immunoempreinte en utilisant un sérum dirigé coantrenarqueur spécifique de la membrane
externe (OmpA/P60) et par des mesures enzymateuesilisant la NADH deshydrogénase
comme marqueur de la membrane plasmidig. (L9. Les protéines extraites de la fraction
insoluble dans le détergent ont ensuite été idéesif par spectrométrie de masse apres
séparation par électrophoréeses 2D.

Identification des protéines de la membrane externe résolues par analyse 2D

L’examen du profil 2-D de la souche virulente BR® deF. psychrophilunrévele la
présence de 34 spots protéiques résolus dans mmemegale masse moléculaire apparente
comprise entre 18 et 120 kDa, et qui, apres unéysmaar spectrométrie de masse, ont
permis lidentification de 36 genes (soit 1,5 % @432 cadres ouverts de lecture prédits)
(Fig. 20, Tableau 22.

La plupart des protéines identifiées (75 %) priéesen index d’hydropathie ("GRAVY
score") supérieur a -0,4, caractéristique de pmeteihydrophobes, suggérant ainsi une
association membranaire. Néanmoins, il existe de®ipes membranaires chez les bactéries
avec des "GRAVY scores" inférieurs a -0,4 et quirnemt sont localisées dans des structures
membranaires (ex. OspA chBprrelia Burgdorferi(Bouchonet al. 1997)) ; la spiraline chez
Spiroplasma melliferum(Le Henaff and Fontenelle 2000)). Il s’agit de ojypotéines
bactériennes la partie protéique (celle qui pone fonction) est entierement a la surface des
membranes et dont I'ancrage a celle-ci est assié&ine partie lipidique. A l'aide du
programme PSORTDb v.2.0 (Gardy al. 2005), seules 16 des 36 protéines identifiées sont
prédites en tant que composants de la membranmexi I'évidence, certains contaminants
périplasmiques ou cytoplasmiques sont présentsipasn20 autres protéines de localisation
prédite inconnue parmi lesquelles (1) PepC (spot e homologue bactérienne de
I'hydrolase de bléomycine (BMH), une peptidase plasmique de cystéine qui est fortement

conserveée par |'évolution et dont la seule actigit@nue est I'inactivation métabolique de la
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Tableau 23.Structure de la séquence signal des 15 probaplgsritéines identifiées dans la membrane externe
deF. psychrophilum

N° access

NCBI Produit d’expression Séquence signals
FP2456 Probable TonB-dependent outer 1\ K NLETILLLLAV VTLYCQEKNSIA. .
membrane
FP0110 fF; rr:’ctif(‘ﬂe lipoprotein of unknown v T 1F|L RKLTIVLVAY FFASCDKDENTL...
FP1198 fF; rr:’ctif(‘ﬂe lipoprotein of unknown —\\ N IVV/LLEALSPV IFSSCTDYLDVN...
FP1346 fFl: rr‘]’ct;%?le lipoprotein of unknown —\ \\ \ INKTLLGLTLGLL VVTSCSDIDSLN...
FP2239 fFl: rrf’ct;%?]'e lipoprotein of unknown .\ KIILSIFTEG FLSSCVNDTFED...
FP1486 fFl: r:g%?le lipoprotein of unknown \\, \iEk|1 | ASLAFI SLASCTKDDETI...
FP2425 fF; rrf’ct;%brle lipoprotein of unknown ) 1| PAIALAL SILGCSSDEQNV...
FP1478 Probable lipoprotein LrpA MKFFLRITLTMAGLLSCNNDKEEA...
FP0097 Flavomobulin MKKTFKIVTVVSLALASCSKDEPAQ...
FP1456 Probable lipoprotein ‘S-layer’ MKFSKLFLVMSFPR FFSCSKDEDVP...
FP1439 E}r("éle:,'_”ty‘:)fe“”k”ow” function MIRFFKVAFIFAMSL MIFSCHKNEDPT...
FP0578 Protein of unknown function MKFQLKKIMAIMAYL VFASCSKNEDPI...
FP0451 Protein of unknown function MQKKILSIVMLTAILNSCKNNSEVT...
FP1507 Errgg’&gfr"pc’pmte'” Yiab MKKSHYMLSLSFLLGT VLSSCDAIKNSN...
FP1493 Protein of unknown function MKNHFEKVAVLALFVSSCSKDEPAT...

Les séquences soulignées représentent la parierapdes séquences signal.
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bléomycine de glycopeptide (BLM) (Mistou and Gripp@98) et (2) FkpA/FKBP-type, une

homologue possible d’'une chaperonne périplasmibaeEe. coli (Saulet al.2004).

Pour prédire la présence de séquence signal pamhi#dressage des protéines dans la
membrane externe, nous avons utilisé les progradiarelyse de séquences SignalP 3.0
(Nielsenet al. 1997; Bendtsert al. 2004) et PSORTb v.2.0. Les prédictions montrert qu
toutes les protéines identifiées possedent uneéraktr N-terminale qui présente des
potentialités de séquence signal. Cette observatiggere que le systeme de sécrétion Sec-
dépendant est la voie privilégiée qui contribue teansport des protéines a travers la
membrane plasmique. Certaines (21) sont synthéts#es la forme d’'une préprotéine dont la
maturation s’effectue par coupure de la séquergreabkN-terminale (une vingtaine d’acides
aminés) via la SignalPeptidase | (SPase I); les 15 autres poétiites en tant que
lipoprotéines bactériennes classiquésableau 23. Les précurseurs des lipoprotéines
présentent une extension N-terminale caractéristianec trois parties distinctes : (1) une
partie N-terminale comprenant la méthionine d'atibn et quelques résidus chargés
positivement (Arg ou Lys) (régiom); (2) une région centrale apolaire d’'une quingain
d’acides aminés (régidm ; et (3) une partie C-terminale (régioou lipobox), site de clivage
de la séquence signdfig. 21). Ces molécules suivent une maturation post-titamutelle
analogue a celle décrite pour la lipoprotéine dauBrdE. coli (Sankararet al. 1995), a
savoir : (1) addition d’'un diglycéride sur la cyst présente dans la lipobox ; (2) coupure de
la séquence ; (3) addition d’ungédhaine d’acide gras sur la fonction Ni¢ la diacylglycéryl
cystéine qui vient d'étre libérée. Ces réactiomd fatervenir les trois enzymes suivantes : la
prolipoprotein diacylglycéryl transférase (Lgt), paolipoprotein-specific signal peptidase |l
(LspA ou SPase ) et I'apolipoproteiN-acyl transférase (Lnt). Les genes qui codent
potentiellement la Lgt (FP0600) et la LspA (FP02&A) bien été identifiés dans le génome
de F. psychrophilum(Duchaudet al. 2007), mais pas celui codant la Lnt. Soit ce geste
absent soit, comme chez les bactéries Gram pasiBazillus subtilis(Tjalsmaet al. 1999;
Sutcliffe and Harrington 2004)ar exemple, il n’a pas pu étre identifie dansdaame de la
flavobactérie. Il reste a caractériser biochimigeetnles lipoprotéines candidates He
psychophilum(diacylation/triacylation) pour lever I'ambiguitéursI'existence ou non d’un
gene "Int-like" chez les flavobactéries.

Quelgues protéines sont résolues en multi-spats @npA/P60 (spot 13, FP0156 ;
Fig. 20 suggérant I'existence de modifications post-tctidmnelles. En effet, de telles
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modifications modifient le pHi de la protéine saftecter sa masse moléculaire apparente
puisque ces modifications s’effectuent sur la/lbgice(s) latérale(s) des protéines. Cette
interprétation est cohérente avec ce qui a éténapnécédemment pour OmpA/P60. En effet,
il s’agit d’'une glycoprotéine (Merleet al, 2003) dont la glycosylation hétérogéene
provoquerait la résolution en plusieurs spots dentdécule. Par ailleurs, la présence de
nombreux spots (entourés par un cercle plein) iiemtcomme OmpA/P60 pour des masses
moléculaires inférieures comprises entre 25 et B& kuggére également une dégradation
possible de cette glycoprotéine majoritaire au sale la préparation de I'échantillon. De
méme, la protéine IrpA pour "Iron regulated protéspot 20, FP1478) est retrouvée dans
deux spots qui présentent un méme pHi mais avedifiégeence dans la masse moléculaire
apparente estimée a moins de 3 kDa. Cette problpdprotéine impliquée dans
'acquisition/métabolisme du fer semble étre présetians la membrane externe He

psychrophilunsous deux formes, immature et mature aprés clidageeptide signal.

Le systeme de sécrétion Sec-indépendant semblengga étre fonctionnel chdz
psychrophilunmpuisque deux composants potentiels du systemecdétiod de type 1 ont été
identifiés, il s’agit de FP0880 « Probable multgireesistance protein, AcrB/AcrD/AcrF
family protein » et de FP0296 « Probable outer mramd efflux protein-TolC ». Chez les
bactéries Gram négatives, le complexe d’efflux T@Cété décrit comme une pompe
constituée de trois éléments : la protéine TolCsden membrane externe, une protéine
spécifiqgue de la membrane plasmique (ex. AcrBynet protéine périplasmique de connexion
(adaptateur comme AcrA) (Fernandez-Reetoal. 2004). Cette pompe permet I'export de
petites molécules du cytoplasme vers la surfacébeanne, a travers les membranes, sans
impliquer I'espace périplasmique. Ce systeme digffhourrait avoir un réle important dans
la colonisation des poissons et 'adhérence auxleslcibles paF. psychrophiluncomme il
a été montré lors de linfection du poulet @@almonella entericaserovar Typhimurium
(Buckley et al. 2006). De maniére surprenante, I'analyse 2-D rda permis d'identifier
plusieurs protéines impliquées potentiellement déeflux dont la présence dans la
membrane externe avait été clairement mise en éegdau cours d’'une analyse préliminaire
1-D (Duchaucet al, 2007). En tant que protéines transmembranairest possible qu’elles
n'aient pas été solubilisées au cours de I'étamxtdiction par le tensioactif, ou qu’elles
n'aient pas focalisé lors de la premiere dimensamngncore qu’elles soient en trop faibles

guantités pour étre matérialisées sous la forme sfot.
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L’acquisition du fer est souvent un facteur limitatans la croissance bactérienne en
raison de l'insolubilité du Fer(lll) mais égalemerdrce que les mammiféres utilisent des
chélateurs du fer (lactoferrine ; transferrine mbglobines), réduisant ainsi la disponibilité
'élément pour d'éventuels pathogenes (Bullet al, 2005). Certaines protéines
potentiellement impliquées dans l'acquisition du émt été identifiées dans la membrane
externe deF. psychrophilumll s’agit d’'une protéine appartenant a la famdies Omp121
(spot 1, FP1199), cing probables récepteurs meralveamonB-dépendant (spot 2, FP0144 ;
spot 4, FP1500 ; spot5, FP2456 ; spot 6, FP192X%pat 7, FP0251), et d’'un composant
potentiellement impliqué dans la régulation du (oot 20, FP1478, "Iron regulated protein
A"). Des études fonctionnelles sont bien évidemmetessaires pour vérifier I'implication
réelle de ces éléments dans I'acquisition du fedasts la virulence de la flavobactérie.
Néanmoins, il a été montré que les composants stérsg Ton-B, essentiels a la survie des
bactéries pathogénes dans leurs environnementsdesrfacteurs de virulence et les cibles
privilégiées du systeme immunitaire de I'héte indecomme le récepteur de sidérophores,
FhuA chezHaemophilus parasuigar exemple (Del Riet al.2006).

Plusieurs autres protéines connues et pour peatectérisées ont été retrouvées dans
la membrane externe de psychrophilumen particulier les protéines OmpH/P18 (spot 34,
FP2098 ; Massiast al, 2004 ; Dumetzt al, 2006), OmpA/P60 (spot 13, FP0156 ; Merte
al., 2003 ; Dumetzt al, 2007), FspA (« flavobacterial specific proteintigen ; spot 32,
FP2019 ; Crumpet al, 2005). Toutes sont impliquées dans des intemastavec I'hote
poisson dans la mesure ou il a été montré qu'elm® immunomarquées en présence
d’anticorps sériques collectés a partir d'un poad ¢truites convalescentes de la
flavobactériose. Plusieurs autres protéines owplipi@ines avec des fonctions non connues
ont été identifiees dans la membrane extern&.desychrophilum parmi lesquelles quatre
probables protéines de surface contenant des miéptstés enrichis en leucine (« Leucine
rich repeat proteins » ou Lrr proteins ; spot 280E69 ; spot 23, FP0171 et/ou FP0172 ; spot
17, FP0175). Ces molécules présentent des sirégadtec les protéines BspA et LirA
produites parTannerella forsythensiglnagaki et al. 2005; Inagakiet al. 2006) et par
Treponema denticolflkegamiet al.2004), respectivement. Chez ces bactéries patkeghn
la sphere parodontale, ces antigénes de surfac&téntlécrits comme des immunogénes
majeurs impliqgués dans les interactions avec $sti$i hotes et donc, dans la virulence. Une
lipoprotéine (spot 22, FP1456) pourrait égalemeantigiper a la formation d’une couche

protéigue de surface de type S. Enfin, une prot@iaeomoduline, spot 21, FP0097) présente
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des propriétés des cytolysines activeées par lessthil s’agit de toxines tres conservées qui,
libérées dans le milieu extérieur, ciblent le chtdeol des membranes biologiques des
eucaryotes pour y former des pores. Elles peunsragir avec les cellules de I'immunité et

induisent la production de cytokines (Billingtehal.2000).

Identification des immunogeénes protéiques de la membrane externe

A Tlaide dun pool de sérums de truites arc-ed-cmnvalescentes d'une
flavobactériose naturelle, nous avons cherché aalser les antigenes immunodominants

dans la membrane externeklepsychrophilun{Fig. 20B).

Un premier groupe d'immunogenes majeurs compread cholécules qui ont
précédemment été bien décrites. |l s’agit des presé-spA, OmpA/P60 et OmpH/P18. Pour
cette derniere, 'immunomarquage est clairemenblaqspot 34Fig. 20B) alors que le spot
protéigue est trés peu coloré avec le Bleu de cesim&-250 (spot 34 entoufdg. 20A). En
tant que composant adsorbé sur la face extérieaerelad membrane externe de.
psychrophilum OmpH/P18 est trés largement perdue au coursaitertrent de la suspension
d’enveloppes par le Sarkosyl lors de la préparatiera fraction "'membrane externe" de la
flavobactérie (Dumetzet al, 2006). Aussi, I'observation d’un immumarquageeirge
souligne la forte immunogénicité d’OmpH/P18. Datenveloppe des eubactéries Gram
négatives, les protéines de la famille des OmpA dges molécules abondantes impliquées
dans des fonctions diverses, en particuliers cadledien avec I'environnement direct du
microorganisme (Smitkt al.2007). Nous montrons ici qu'OmpA/P60 (spot ER). 20B) est
un antigene immunodominant dans la membrane extifie psychrophilumDes cocktails
constitués d’'OmpA/P60 se sont révélés protectaurss d’essais de vaccination réalisés sur
poisson (Dumetet al, 2007). La protéine FSpA est également un immunegegajeur de la
membrane externe (spot 3Ejg. 20B). |l s’agit d’'une protéine qui présente quelques
homologies de séquence avec une protéine de 17idédifiee dans la membrane externe de
Yersinia pseudotuberculosisnpliquée dans l'interaction du pathogéene avectdlules hotes
(Yang et al. 1996). Bien qu’il ne soit pas possible d'attribube rbles spécifiques a ces
composés membranaires dans linteractionFdepsychrophilumavec I'héte-poisson, ces
antigénes de surface présentent les qualités esquisur étre retenus lors des essais de
formulation de vaccins protecteurs de la flavolrdm$é chez le poisson.
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Le second groupe dimmunogenes comprend un nonmmp®riant de protéines ou
lipoprotéines qui n'ont pas d’homologues chez lestéries appartenant a des phyllums
distincts des CFB. Nous retrouvons les quatre fmelsaprotéines de surface identifiées
précédemment (Lrr proteins) mais également un ceargqgoarticulierement intéressant (spot
33, Fig. 20B; FP0139) en raison d'intensité de I'immunomarguadpservé qui traduit la
présence d’un haut titre en anticorps dirigés eohi: Il reste a identifier cette molécule et a

montrer que les anticorps produits sont protecteurs

Au cours de cette étude, nous avons réalisé ualgsenprotéomique de la membrane
externe deF. psychrophilumqui révele la présence d’'un certain nombre de preséqui
avaient été précédemment identifiées comme legipet OmpA/P60 (Merlet al, 2003) ou
FspA (Crumpet al, 2005) mais également un certain nombre d’autrel®gules dont, pour
une majorité d’entre elles, les fonctions dans éamorane externe restent a définir. Ce travalil
est susceptible de constituer une base pour comphke® échantillons de « membrane
externe » préparés a partir de@ psychrophilumcultivé sous conditions biologiques
différentes. Il devrait en particulier étre possilule corréler la présence de marqueurs de
surface chez la flavobactérie avec les conditiomysiplogiques de I'environnement
(température, stress ioniques, ...). Par ailleurgysnavons identifié un certain nombre
d’antigénes immunoréactifs, qui pourraient conetitules antigénes potentiels pour le

développement de nouveaux vaccins.
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Flavobacterium psychrophilum is an important infectious Gram-negative bacterium causing
cold-water disease (CWD) and rainbow trout fry syndrome. Outer-membrane proteins (OMPs)
are key molecules with regard to the interface between the cell and its environment. Therefore, we
sought to define the outer-membrane (OM) subproteome of F. psychrophilum in order to gain
insight into the biology and pathogenesis of this bacterium and to identify the dominant antigens
targeted by the rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) immune system during infection. First, OMs

were prepared from a cell-envelope suspension by differential Sarkosyl (sodium lauryl
sarcosinate) solubility. We then isolated the OMPs and identified 36 proteins from 34 spots
resolved by two-dimensional electrophoresis and LC-MS/MS. An immunoproteomic approach
using antibodies from CWD-convalescent rainbow trout was then used to identify 25
immunoreactive F. psychrophilum antigens that may be relevant in pathogenesis and diagnosis.
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These included the previously characterized surface-exposed OMPs OmpA, OmpH/P18 and
FspA, as well as newly described antigenic proteins. This study provides a number of novel
candidate proteins for developing vaccine(s) against flavobacteriosis infection in aquaculture.

INTRODUCTION

Flavobacterium psychrophilum is a yellow-pigmented,
Gram-negative, gliding bacterium that predominantly
affects salmonid fish (Borg, 1960), such as coho salmon
(Oncorhynchus kisutch) or rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss), and occasionally other fish species, such as ayu
(Plecoglossus  altivelis) (lida & Mizokami, 1996). This
bacterium is therefore responsible for considerable eco-
nomic losses in fish aquaculture. Infections with F.
psychrophilum have several clinical manifestations, the
most significant of which include mortality associated
with haemorrhagic septicaemia and spleen hypertrophy in
juvenile fish, referred to as rainbow trout fry syndrome,
and in adults, septicaemia preceded by extensive necrotic

tPresent address: Institut Pasteur, CNRS URA 2172, Unité des Toxines
et Pathogénie Bactérienne, 75015 Paris, France.

Abbreviations: ACN, acetonitrile; ASB-14, 3-[N,N-dimethyl(3-myristoyl-
aminopropyl)ammonio]propanesulfonate; CWD, cold-water disease;
GRAVY, grand average of hydropathy; OM, outer membrane; OMP,
outer-membrane protein; Sarkosyl, sodium lauryl sarcosinate.

lesions, called cold-water disease (CWD) (Bernardet &
Bowman, 2006). However, the actual mechanism of
pathogenesis is not well understood, although virulence
has been suspected to be related to the ability of F.
psychrophilum to produce exotoxins (Dalsgaard, 1993),
extracellular metalloproteases (Fpp1-2; Secades et al., 2001,
2003) or enzymes involved in the degradation of products
such as chondroitin sulfate, collagen and fibrinogen
(Bertolini et al, 1994). Clearly, the flavobacterial outer
membrane (OM) is important when we consider interac-
tions of bacteria with host cells and tissues in the context of
pathogenesis and immunity to infection. Several surface
components of F. psychrophilum have been implicated in
flavobacterial pathogenesis and identified as possible
vaccine and diagnostic candidate macromolecules; they
include lipopolysaccharide O antigen (MacLean et al,
2001) and surface-exposed antigens [e.g. 20 kDa antigen
(Crump et al, 2001) and OmpA (Merle et al, 2003;
Dumetz et al, 2007)], some of which may be good
candidates for an F. psychrophilum subunit vaccine, such as
the surface-localized Flavobacterium-specific ~ protein
(FspA; Crump et al., 2005). Indeed, a protective immune
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response has been shown experimentally in rainbow trout
by P18 (Massias et al, 2004), a surface-exposed protein
belonging to the OmpH family (Dumetz et al., 2006).

Elucidation of the F. psychrophilum genome sequence has
provided information about the structure and function of
flavobacterial proteins (Duchaud et al, 2007). Proteomic
analysis is a useful approach for examination of global
protein synthesis and is particularly good as an indicator of
gene expression in bacteria. Such analyses have allowed
identification of virulence determinants, antigens and
vaccine candidates for many bacterial pathogens (e.g.
Pasteurella multocida; Boyce et al., 2006), since changes in
the proteome depend on developmental stage, disease state
and environmental conditions. Recently, an immunopro-
teomic analysis of a virulent and a non-virulent strain of F.
psychrophilum has been done to identify possible factors
associated with virulence and to identify specific proteins
recognized by the host immune response (Sudheesh et al.,
2007). Only minor differences were seen between the two
strains when total cell proteins were analysed and four
immunogenic proteins were conclusively identified: the
heat-shock proteins HSP60 and HSP70, ATP synthase and
thermolysin. The ribosomal L10-like protein also seems to
elicit a protective response in fish (Crump et al., 2007). Are
such antigens promising candidates for vaccine devel-
opment? Indeed, F. psychrophilum OM preparations
(Rahman ef al., 2002) and a highly enriched fraction of
the surface-exposed antigen OmpH/P18 (Dumetz et al,
2006) have been shown previously to be involved in fish
protection against infection. Moreover, it has been
demonstrated that OM proteins (OMPs) are depleted in
two-dimensional (2-D) electrophoresis displaying whole-
cell extracts (Santoni et al, 2000). The common under-
representation of OMPs is not only due to their poor
solubility, but also sometimes to low expression levels,
which renders detection and thus identification difficult.
As they are located on the bacterial surface, OMPs are likely
to interact with the environment and, particularly, with the
host immune system. Therefore, the aims of our study were
(i) to perform subcellular fractionation and subsequent
enrichment of OMPs with the ionic detergent sodium
lauryl sarcosinate (Sarkosyl), (ii) to systematically define
the protein content of the OM from the virulent F.
psychrophilum strain JIP02/86 and (iii) to identify a
number of candidate proteins as possible vaccine targets
probed with antibodies collected from naturally infected
fish.

METHODS

F. psychrophilum cell culture. F. psychrophilum strain JIP02/86
(INRA, Jouy-en-Josas, France) was used in this study. Cells were
cultured in a modified Anacker & Ordal’s (AOAE) liquid medium
supplemented with 5% bovine serum under standard growth
conditions (Dumetz et al., 2006). Purity was checked at the end of
growth (ODggp=0.8) by examination of Gram-stained smears. Cells
were collected by centrifugation at 6000 g for 10 min at 4 °C.
Following removal of supernatant and two washing steps with PBS

(50 mM sodium phosphate buffer, 150 mM NaCl, pH 7.4), the pellet
was dispersed into cold water supplemented with a protease inhibitor
cocktail (Roche). Flavobacteria were disrupted by 10 repeated
ultrasonication steps (24 W, 10 s, 0 °C). Unbroken cells and cellular
debris were removed by centrifugation at 10000 g for 10 min at 4 °C.
Cell envelopes were recovered by an ultracentrifugation step
(260000 g, 15 min, 4 °C) in a Beckman Coulter MicroUltracen-
trifuge Optima TLX in TLA-110 rotor. Then they were washed twice
with PBS.

Sucrose density-gradient centrifugation. Whole-cell envelope
suspension (200 pl per tube) was applied to the discontinuous
sucrose density gradient (20-60 %, w/w, sucrose in 5 mM EDTA)
reported previously for the separation of inner- and outer-membrane
vesicles from Escherichia coli (Osborn & Munson, 1974). The
gradients were ultracentrifuged (215000 g, 24 h, 4 °C) and fractions
were collected by piercing the bottom of each tube with an 18-gauge
syringe needle.

OM preparation by differential solubility in Sarkosyl. The OM
fraction was isolated from the F. psychrophilum cell envelope with the
ionic detergent Sarkosyl (Sigma) as described for the bacterial
pathogen Bartonella henselae (Rhomberg et al., 2004). Briefly, whole-
cell envelopes were dispersed in 1 vol. 10 mM HEPES buffer (pH 7.4)
and this envelope suspension was treated with 1 vol. 2% Sarkosyl in
the same buffer at room temperature for 20 min. The insoluble
material (i.e. the OM fraction) was collected by ultracentrifugation
and washed twice with HEPES buffer to remove residual traces of
detergent contaminants.

Protein and enzyme assays. The OMP content was estimated using
our standard procedures (Merle et al., 2003). The OM preparation
was finally adjusted to 10 mg protein ml™' and stored at —80 °C.
NADH dehydrogenase activity was measured as an indicator for
inner-membrane contamination of the OM preparation (Kasahara &
Anraku, 1974).

Electrophoresis. SDS-PAGE analyses were performed in polyacryl-
amide gel slabs (10 x 8 X 0.075 cm; 10 % acrylamide, 0.26 % bisacry-
lamide; 200 V, 1 h) (Laemmli, 1970). 2-D electrophoresis was
performed following the ZOOM IPG runner system procedure
described by Invitrogen with the following modifications. To generate
an electrophoretic map of OMPs, about 200 pg protein extract was
mixed in 160 pl IPG rehydration buffer [7 M urea, 2 M thiourea, 2 %
3-[N,N-dimethyl (3-myristoylaminopropyl Jammonio]propanesulfonate
(ASB-14), 25 mM dithiothreitol, 0.01 % bromophenol blue, 1%, v/v,
carrier ampholytes 3-10 (Invitrogen)]. After sonication, samples were
clarified by centrifugation (5000 g, 5 min, 20 °C), loaded on 3-10 NL
IPG ZOOM strips (Invitrogen) and allowed to swell overnight. The
following IEF parameters were applied: (i) 200 V for 20 min, (ii) 450 V
for 15 min, (iii) 750 V for 15 min, and (iv) 2000 V for 30 min. After the
focusing was complete, IPG ZOOM strips were sequentially equilibrated
in two equilibration buffers: buffer I (6 M urea; 50 mM Tris; 2 % SDS;
30 % glycerol; 50 mM dithiothreitol) and buffer IT (6 M urea; 50 mM
Tris; 2% SDS; 30 % glycerol; 125 mM iodoacetamide). The separation
in the second dimension was performed on SDS-PAGE (12%
polyacrylamide) for 2 h under a constant voltage of 120 V. Following
the electrophoretic runs, gels containing proteins were stained with
Coomassie brilliant blue G-250.

Protein detection by immunoblotting. Proteins separated by SDS-
PAGE or by 2-D IEF/SDS-PAGE were electroblotted onto a
nitrocellulose filter (Bio-Rad) using a Bio-Rad TransBlot electro-
phoretic transfer cell as specified by the manufacturer. The blots were
blocked with 5% BSA in PBS for 1 h at room temperature and then
incubated for 1 h with anti-F. psychrophilum OmpA rabbit serum
(Dumetz et al., 2007), with a pool of antisera (dilution 1:2000 in
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0.05 % Tween 20 in PBS) collected from 20 healthy trout (generously
given by Scott E. LaPatra, Clear Springs Foods, Inc., Buhl, Idaho,
USA) or with a pool of antisera (dilution 1:1000 in 0.05 % Tween 20
in PBS) collected from 20 CWD-convalescent trout taken from an
infected French farm. The washing steps were performed three times
with PBS-Tween 20. An additional incubation was made with a rabbit
antiserum anti-trout immunoglobulin (dilution 1:2000); the primary
antibodies were from trout antiserum. Bound antibodies were
visualized on immunoblots using an incubation step with alkaline
phosphatase-conjugated anti-rabbit IgG antibodies (dilution 1:2000;
DakoCytomation), followed by a colour reaction with an NBT/BCIP
cocktail (4-nitroblue tetrazolium chloride; 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl phosphate).

Protein identification by LC-MS/MS, data interpretation and
database searching. Protein spots selected for analysis were
manually excised from the 2-D gels and destained in H,O/acetonitrile
(ACN) (50:50). Spots were subsequently rinsed twice in ultrapure
water and shrunk in ACN for 10 min. After removal of ACN, gel
pieces were dried at room temperature, covered with trypsin solution
(10 ng ml™' in 50 mM NH,HCO;), rehydrated at 4 °C for 10 min
and finally incubated overnight at 37 °C. Spots were then incubated
for 15 min in 50 mM NH,HCOj; at room temperature with rotary
shaking. The supernatant was collected and an H,O/ACN/HCOOH
(47.5:47.5:5) extraction solution was added onto the gel slices and
left for 15 min. The extraction step was repeated twice. Supernatants
were pooled and concentrated in a vacuum centrifuge to a final
volume of 25 pl. Digests were finally acidified by addition of 1.5 pl
5% acetic acid and stored at —20 °C. The peptide mixture was
analysed by online capillary HPLC (300 pm x 5 mm C18 PepMap
trap column; LC Packings) coupled to a nanospray LCQ IT mass
spectrometer (Thermo Finnigan). The samples used were 10 pl of the
peptide digests. The flow rate was set at 200 nl min~'. Solvent A was
used for column equilibration (0.1 % formic acid in 5% ACN) and
solvent B was 0.1 % formic acid in 80 % ACN. Peptides were eluted
with a 5-50% linear gradient of solvent B for 30 min. The mass
spectrometer operated in positive ion mode at a 2 kV needle voltage
and a 46 V capillary voltage. Data were acquired in data-dependent
mode alternating an MS scan survey over the range m/z 300-2000 and
three MS/MS scans in an exclusion dynamic mode. MS/MS spectra
were acquired using a 2 m/z units ion isolation window, a 35%
relative collision energy and a 0.5 min dynamic exclusion duration.
Data were searched by SEQUEST through the Bioworks 3.2 interface
(Thermo Finnigan) against the F. psychrophilum complete proteome
database (Duchaud et al., 2007). Data files were generated for MS/MS
spectra that reached both a minimal intensity (5 x 10*) and a
sufficient number of ions (Fraser et al., 1999). Generation of the data
file allowed the averaging of several MS/MS spectra corresponding to
the same precursor ion with a tolerance of 1.4 Da. Spectra from
precursor ions higher than 3500 Da or lower than 500 Da were
rejected. The search parameters were as follows: mass accuracy of the
peptide precursor and peptide fragments was set to 1.5 Da and
0.5 Da, respectively. Only b- and y-ions were considered for mass
calculation. Oxidation of methionines (+16) and carbamidomethyl-
ation of cysteines (+57) were considered as differential modifica-
tions. Two missed trypsin cleavages were allowed. Only peptides with
Xcorr values higher than 1.5 (single charge), 2 (double charge) and
2.5 (triple charge) were retained. In all cases, AC, had to be greater
than 0.1. All protein identifications were based on a minimum of two
peptide assignments. To be considered, the protein spot had to show
a reproducible pattern in three gels which had been run separately.

In silico analysis. Protein homology searches were carried out with
the SWISS-PROT database with the BLAST (Altschul et al, 1990;
Schiffer et al, 2001) and Frasta (Pearson, 1990) algorithms.
Identification of peculiar domains in proteins was conducted using
the HMMPFAM program in the HMMER package with the Pfam HMM

library (www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/) (Finn et al, 2006).
Prediction of membrane-spanning regions and their orientation was
performed using the TMpred program (Hofmann & Stoffel, 1993).
Membrane anchor and signal peptides were analysed with LipoP 1.0
and SignalP 3.0 software (www.cbs.dtu.dk/services/) (Nielsen et al.,
1997; Juncker et al., 2003; Bendtsen et al., 2004). The subcellular
locations of OM candidates were predicted using the program PSORTb
v. 2.0 (www.psort.org/psortb/) (Gardy et al, 2005). The hydro-
phobicity of proteins was estimated using the grand average of
hydropathy (GRAVY) value (ProtParam program; ExPASy proteo-
mics tools, www.expasy.org/tools/protparam.html) as the sum of the
hydropathy value of all amino acids divided by the length of the
amino acid sequence (Kyte & Doolittle, 1982).

RESULTS AND DISCUSSION

OMPs preparation

High-quality subcellular fractionation was a prerequisite
for a proteomic analysis of the OM subproteome. First, we
tried to isolate OMs from the whole-cell envelope of F.
psychrophilum JIP02/86 using discontinuous sucrose gra-
dient ultracentrifugation. This method was not fruitful,
since only one layer containing the envelope material was
seen in the gradient, even when the gradient curves were
modified (data not shown). Consequently, the ionic
detergent Sarkosyl was used on an F. psychrophilum cell-
envelope suspension (Fig. 1) because of its capability to
selectively release proteins from the inner membrane of
ruptured Gram-negative bacteria while conserving the
integrity of the OM. The purity of the OM preparation
(Fig. la; lane 2) was shown by immunoblot analysis using
antibodies directed against an OM-specific marker
(OmpA; Dumetz et al., 2007) and by an enzymic assay
using NADH dehydrogenase activity as an inner-mem-
brane marker (Fig. 1b). The signal for OmpA could only be
seen in the OM preparation, whereas NADH dehydrogen-
ase activity could only be detected in the Sarkosyl-soluble
fraction. This isolation method results in a sufficiently pure
OM fraction since no NADH dehydrogenase activity was
recorded, underlining the absence of cytoplasmic mem-
brane contaminants.

2-D electrophoresis of F. psychrophilum OMPs
and protein assignment

OMs prepared by Sarkosyl insolubility were used for
concise 2-D mapping of F. psychrophilum JIP02/86 OMPs
(Fig. 2a). Using the non-ionic detergent ASB-14, proteins
were solubilized and resolved within a non-linear pH range
of 3-10. A total of 34 OMP spots were selected from the 2-
D gel. LC-MS/MS analysis of these spots allowed the
identification of 36 ORFs comprising 1.5% of the 2432
predicted protein-encoding genes in F. psychrophilum
(Table 1). All of the detected spots were resolved within
a molecular mass range of <120 to about 18 kDa.

Identified proteins were analysed for hydrophobicity by
determining their GRAVY scores. A calculated GRAVY
score of up to —0.4 indicates a hydrophobic protein,
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Fig. 1. SDS-PAGE analysis of F. psychrophilum JIP02/86
proteins. Lanes: 1 (a, b), cell-envelope fraction (20 ug protein);
2 (a, b), Sarkosyl-insoluble OM fraction (10 ug protein); 3 (b),
Sarkosyl-soluble inner-membrane fraction (10 pg protein). All
samples were solubilized with 1% SDS. Proteins were silver-
stained (a) or probed with a rabbit antiserum directed against
OmpA (b). NADH dehydrogenase activity in each fraction is
indicated by + or — under each in (b).

suggesting a membrane association. Here, such a criterion
revealed that 75 % of the proteins identified in the course
of the 2-D analysis should be considered to be hydrophobic
(Table 1). It should be stressed that even with a score of
<—0.4, a protein might still be membrane-associated as
has been shown for some lipoproteins; such hydrophilic
components that carry out functions on the membrane
surface are tethered to the plasma membrane via acyl
chains (e.g. OspA from Borrelia burgdorferi, Bouchon et al.,
1997; spiralin from Spiroplasma melliferum, Le Hénaff &
Fontenelle, 2000). Sixteen of the identified proteins are
predicted to be OMs, but the subcellular location could not
be determined for the 20 other identified spots. However,
the identity of some spots suggests that the OM fraction
might have been weakly contaminated by cytoplasmic
and/or periplasmic components: a probable cytoplasmic
cysteine aminopeptidase (spot 16, FP2369; PepC, the

bacterial homologue of the eukaryotic bleomycin hydro-
lase; Mistou & Gripon, 1998) and a protein of unknown
function (spot 24, FP1439; FkpA/FKBP-type, a possible
homologue of an Escherichia coli periplasmic chaperone;
Saul et al., 2004).

Our earlier observations (Duchaud et al, 2007) suggest
that the Sec system is the major route contributing to the
export of proteins across the plasma membrane. All
identified proteins were predicted to contain typical Sec
signal N-termini lacking sequence similarity. Twenty-one
out of the 36 identified proteins seem to be synthesized as a
proprotein containing a typical signal peptide (about
20 aa) with a cleavage specific for signal peptidase I
(SPase I). The 15 other spots are proteins predicted to be
processed in the same way as Braun’s lipoprotein, the
prototype for bacterial lipoproteins (Sankaran et al., 1995),
since they contain a putative cleavage site for the
prolipoprotein-specific signal peptidase II (globomycin-
sensitive SPase II). A few proteins were resolved as multiple
spots, as shown in Fig. 2(a) (e.g. spot 13, OmpA, FP0156).
This might be due to post-translational modifications.
Indeed, such modifications can modify the pl while the
apparent molecular masses of the proteins are not affected,
since the modifications are mainly on the side chains of the
amino acids. Heterogeneous sugar modifications do
explain the large multiple spots seen for OmpA since it is
a glycoprotein (Merle et al., 2003). Spots assembled into a
single circle were also identified as OmpA, although their
molecular masses were less than 30 kDa, suggesting
possible degradation in the course of sample preparation.
Interestingly, a probable lipoprotein precursor of an
uncharacterized iron-regulated protein (spot 20, FP1478,
IrpA) was found as two spots with a difference in their
apparent molecular mass of less than 3 kDa, suggesting its
presence in the OM in both unprocessed and processed
forms. However, the Sec-independent system must be
functional since we have previously identified one possible
component of the type 1 secretion system from Sarkosyl-
insoluble membrane proteins resolved by 1-D electrophor-
esis (probable multidrug resistance protein, AcrB/AcrD/
AcrF family protein, FP0880; Dumetz, 2006) and the gene
encoding a probable OM efflux protein TolC (FP0296) is
present in the F. psychrophilum genome (Duchaud et al.,
2007). In Gram-negative bacteria, TolC efflux has been
described as a tripartite pump that consists of the TolC
OMP and a specific plasma membrane channel (such as
AcrB) connected with a periplasmic protein known as the
adaptor (e.g. AcrA) (Fernandez-Recio et al., 2004).

Iron import is often the limiting factor in bacterial growth,
largely because of the insolubility of Fe(III), but also
because mammals reduce the availability of iron to
potential pathogens by the use of very high affinity iron-
chelating molecules (lactoferrin, transferrin and haemo-
globin) (for a review see Bullen et al, 2005). As a con-
sequence, host-adapted pathogens have evolved means of
using these iron-bearing molecules as an iron source, as
well as in some cases synthesizing their own chelators
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Fig. 2. 2-D gel map of F. psychrophilum JIP02/86. Proteins were
prepared from Sarkosyl-insoluble OM material (see Methods) and
resolved using non-linear pH 3-10 IPG and 12% SDS-PAGE.
Proteins were stained with Coomassie brilliant blue G-250 (a) or
probed with a pool of antisera collected from CWD-convalescent
trout (b). Protein spots are annotated according to FPORF
(F. psychrophilum gene annotation; Duchaud et al., 2007).

(siderophores), which are secreted, trap iron and are then
transported back into the cell. Interestingly, we found seven
proteins in the OM of F. psychrophilum which may be
involved in iron acquisition/metabolism. They include a
probable OMP belonging to the Omp121 family (FP1199),
five probable TonB-dependent OM receptors (FP0144,
FP1500, FP2456, FP1922 and FP0521), and iron-regulated
protein A (IrpA, FP1478). Genes encoding such compo-
nents have been identified in bacteria belonging to
the Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides phylum (e.g.
omp200, a porin gene complex from Bacteroides fragilis,
ompl21 and omp71; Wexler et al., 2002). Because of the
importance of iron to the survival of bacterial pathogens
within the host environment, the TonB system has been
shown to be essential for virulence in diverse organisms
(Beddek et al., 2004; Wyckoff et al., 2006) and components
are the main targets of the humoral immune response

(e.g. the siderophore receptor FhuA in Haemophilus
parasuis; del Rio et al., 2006). However, functional studies
are needed to assign possible roles of these components to
iron acquisition and flavobacterial virulence.

Analysis of the OM proteome indicated four spots that
were identified as probable cell-surface proteins containing
leucine-rich repeats (Lrr proteins: FP0169, FP0171, FP0172
and FP0175). Leucine-rich repeats consist of 2—45 motifs of
20-30 aa in length (Enkhbayar et al., 2004) and appear to
provide a structural framework for the formation of
protein—protein interactions (Kobe & Kajava, 2001).
Proteins containing Lrr include cell-adhesion molecules,
virulence factors and extracellular matrix-binding glyco-
proteins, involved in a variety of biological processes
(signal transduction, cell adhesion, disease resistance,
immune response, etc.). The four Lrr proteins identified
in F. psychrophilum are encoded by four genes belonging to
a family of 15 genes (Duchaud et al, 2007). They show
similarities with BspA and LrrA from the periodonto-
pathogenic bacteria Tannerella forsythensis (Inagaki et al.,
2005, 2006) and Treponema denticola (Ikegami et al., 2004),
respectively. These proteins have been reported to be
immunogenic cell-surface determinants that bind strongly
to extracellular matrix components and play a role in the
attachment to human oral tissue, a property that may be
important in the virulence of these organisms.

Several known proteins have been retrieved from the OM
preparation. They are OmpH/P18 (FP2098; Massias et al.,
2004; Dumetz et al., 2006), OmpA (FP0156; Merle et al.,
2003; Dumetz et al, 2007) and flavobacterial-specific
protein antigen (FspA) (FP2019; Crump et al, 2005). All
of them are probably involved in bacteria—host interactions
since they are included in a set of antigenic flavobacterial
proteins recognized predominantly by antisera from
convalescent fish that were naturally infected. Several other
proteins and lipoproteins with unknown functions were
found (see Table 1). They include a flavomodulin (FP0097)
that could be a member of the thiol-activated cytolysin
family of pore-forming toxins (TACYs). Such toxins are
involved in the pathogenesis mechanism of a number of
Gram-positive species of bacteria, such as suilysin from
Streptococcus suis (Lun et al, 2003). They may interfere
with immune cell function and induce cytokine production
(Billington et al., 2000). In F. psychrophilum, flavomodulin
may be present because of a possible lateral gene transfer
event from a Gram-positive bacterium, and it may be
related to flavobacterial virulence as has been shown for
suilysin (Takamatsu et al., 2002).

Immunogenic OMPs of F. psychrophilum

The OM fraction prepared by Sarkosyl insolubility was used
for identification of immunoreactive proteins using a pool
of antisera collected from CWD-convalescent trout. A total
of 25 immunolabelled protein spots were observed from the
immunoblot (Fig. 2b) and they matched the protein spots
seen in the preparative 2-D gel (Fig. 2a). No immunoreactive

http://mic.sgmjournals.org

1797



F. Dumetz and others

Table 1. Protein identification in the OM of F. psychrophilum JIP02/86

Assignment of single spots to the locus tag of the complete F. psychrophilum genome. Putative cleavage sites for signal peptides, subcellular location
and possible transmembrane helices were predicted using SignalP, pSORTb or ExPASy proteomics tools, respectively.

Spot NCBI acc. no Protein description Peptide Sequence pl/molecular GRAVY Putative Subcellular Transmem-

no matching coverage mass (kDa) score cleavage site location  brane helix

1 FP1199  Probable OMP (Ompl21 family) 136/22 25.8 8.94/115.1 —0.285 Spl 22-23 OM 0

2 FP0144 Probable TonB-dependent OM 64/36 51.6 9.04/104.9 —0.431 Spl 18-19 oM 1
receptor

3 FP2096  Probable OMP 35/25 35.1 9.13/99.9 —0.437 Spl 21-22 OM 0

4 FP1500  Probable TonB-dependent OM 27122 37.1 9.21/92.2 —0.556 Spl 19-20 oM 0
receptor

5 FP2456  Probable TonB-dependent OM 13/13 21.1 8.98/86.5 —0.290 SpII 19-20 OM 0
ferrichrome-iron receptor

- FP0690  Putative OMP involved in nutrient 17/17 29.7 9.22/89.5 —0.368 Spl 21-22 OM 1
binding

6 FP1922  Probable TonB-dependent OM 19/18 35.7 9.19/83.2 —0.300 Spl 20-21 oM 0
ferrichrome-iron receptor FhuA

7 FP0521 Probable TonB-dependent OM 22/17 40.4 9.18/66.3 —0.324 Spl 18-19 oM 0
receptor

8 FP0110  Probable lipoprotein of unknown 105/21 46.2 6.35/60.7 —0.225 Spll 21-22 Unknown 0
function

9 FP1198  Probable lipoprotein of unknown 105/15 37.8 8.18/58.3 —0.066 Spll 19-20 Unknown 0
function

10 FP1402  Protein of unknown function 36/16 42.4 9.03/56.4 —0.462 Spl 19-20 OM 0

11 FP1346  Probable lipoprotein of unknown 166/23 57.9 5.49/54.5 —0.346 SplIl 20-21 Unknown 1
function

12 FP2239  Probable lipoprotein of unknown 93/10 27.6 5.61/50.4 —0.155 Spll 18-19 Unknown 1
function

13 FP0156 OMP P60 (OmpA family) 364/32 68.6 4.57/49.4 —0.324 Spl 21-22 OM 0

14 FP0073  Protein of unknown function 15/13 40.2 6.68/46.3 —0.248 Spl 22-23 Unknown 0

15 FP1486 Probable lipoprotein of unknown 215/19 56.1 5.61/44.7 —0.168 Spll 18-19 Unknown 0
function

16 FP2369  Bleomycin hydrolase 68/22 63.8 5.97/44.2 —0.454 Spl 21-22 Unknown 0
minopeptidase C

17 FP0175 Probable cell-surface protein 6/4 14.7 5.26/44.1 +0.321 Spl 16-17 Unknown 1
(Lrr protein)

18 FP2433  Protein of unknown function, 17/11 27.0 9.58/43.6 —0.067 Spl 19-20 oM 1
putative OMP

19 FP2425 Probable lipoprotein of unknown 20/12 42.0 5.70/43.4 —0.480 Spll-17-18 Unknown 0
function

20 FP1478  Probable lipoprotein IrpA 137/15 49.2 4.88/42.4 —0.132 Spll 18-19 oM 0

21 FP0097  Flavomodulin 27/11 32.2 8.26/42.0 —0.185 Spll 18-19 OM 0

22 FP1456  Probable lipoprotein (‘S-layer’) 106/10 32.6 5.33/37.8 +0.074 Spll 19-20 Unknown 0

23* FP0171  Probable cell surface protein 17/3 13.8 8.88/30.3 +0.239 Spl 18-19 Unknown 1
(Lrr protein)

- FP0172  Probable cell-surface protein 17/3 11.1 8.04/37.2 +0.305 Spl 18-19 Unknown 1
(Lrr protein)

24 FP1439  Protein of unknown function 60/9 28.4 4.73/37.2 —0.506 SplI 19-20 Unknown 0
(FKBP-type)

25 FP0169  Probable cell-surface protein 12/3 11.8 7.55/35.3 +0.284 Spl 16-17 Unknown 0
(Lrr protein)

26 FP0261  Protein of unknown function 136/15 54.5 7.82/34.0 —0.323 Spl 19-20 oM 1

27 FP0578  Protein of unknown function 5719 34.7 6.10/29.4 —0.010 SplI 20-21 Unknown 1

28 FP0451  Protein of unknown function 38/10 28.7 8.69/26.0 —0.593 SplI 18-19 Unknown 0

29 FP2138  Protein of unknown function 6/6 31.6 5.73/26.2 —0.333 Spl 16-17 Unknown 1

30 FP1507  Probable lipoprotein YiaD precursor  12/5 29.4 9.06/23.9 —0.217 Spll 21-22 oM 3

31 FP1493  Protein of unknown function 111/9 65.9 8.61/22.7 —0.015 Spll 19-20 Unknown 0

32 FP2019  Flavobacterial-specific protein 176/12 83.3 9.35/21.3 +0.017 Spl 19-20 Unknown 1
antigen FspA

33 FP0139  Protein of unknown function 164/7 32.7 7.87/18.4 +0.027 Spl 18-19 oM 0

34 FP2098 OMP P18 (OmpH family) 35/7 48.8 8.58/18.7 —0.456 Spl 23-24 Unknown 1

*The peptides identified here did not allow us to differentiate the probable cell-surface proteins FP0171 and FP0172.
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spot was observed when a pool of antisera obtained from
healthy trout was used to probe the blot (data not shown).

The first group of proteins identified in the study included
strong immunogens which have been previously well-
characterized in F. psychrophilum: (i) FspA, (ii) the OmpA
family, and (iii) OmpH/P18 (see above). As expected, these
proteins comprise some of the major, abundant protein
spots on the 2-D immunoblot. It should be stressed that
the protein spot corresponding to OmpH/P18 was very
poorly stained with Coomassie brilliant blue R-250 (see
circle with dashed line, Fig. 2a), whereas it was visible
clearly on the immunoblot (Fig. 2b). As a surface-adsorbed
protein (Dumetz et al., 2006), OmpH/P18 should be lost
during the Sarkosyl treatment of cell envelopes during
preparation of the OM fraction. In Gram-negative bacteria,
OmpaA is highly abundant in the cell wall and is involved in
several functions, including the ability of bacteria to invade
host cells (adhesin, invasin), to participate in biofilm
formation and to act as both an immune target and an
evasin. Many of these properties are related to four short
protein loops that emanate from the protein to the outside
of the cell (for a review see Smith et al., 2007). Although
the N-terminal amino acid sequence of F. psychrophilum
OmpA shows no similarity with any other OMPs of Gram-
negative bacteria outside of the family Flavobacteriaceae, we
have recently shown that OmpA contains five possible
thrombospondin type 3 repeat:OmpA/MotB domains,
suggesting that it might be involved in the interaction/
adherence of the pathogen with the host cells, as for other
members of the OmpA family (Dumetz et al., 2007). In
addition, OmpA is one of the immunodominant antigens,
and antibodies raised against it are capable of Kkilling
flavobacterial cells in the presence of complement.
Preliminary data suggest also that vaccine cocktails
containing OmpA protect rainbow trout against flavobac-
teriosis. The surface-localized protein FspA was first
identified since it reacts strongly with serum from CWD-
convalescent fish (Crump et al., 2005). As for OmpA, FspA
was shown to be unique and only homologous to
unspecified sequences reported from bacteria belonging
to the family Flavobacteriaceae. However, weak sequence
homologies were found with a 17 kDa OMP from Yersinia
pseudotuberculosis that mediates adhesion to mammalian
cells and contributes to serum resistance (Yang et al,
1996). Taking these data as a whole, proteins from this
group appear to be the main immunogens, widely exposed
at the cell surface of F. psychrophilum and, consequently,
are the most promising subunit candidates for vaccine
design. However, functional studies are needed to clarify
their functions, particularly their interactions with host
cells and their capabilities to stimulate the immune system.

The second group consisted mainly of a large set of
probable proteins or lipoproteins of unknown function, for
which there is no homologous equivalent in micro-
organisms  outside the  Cytophaga-Flavobacterium-
Bacteroides phylum. However, it contained the four
probable cell-surface proteins with leucine-rich repeats

identified above that show similarities to BspA and LrrA
proteins from Tannerella forsythensis and Treponema
denticola, respectively. Like BspA and LrrA proteins, we
have reported here that Lrr proteins in F. psychrophilum are
immunogenic cell-surface determinants. They might play
an important role in attachment to fish tissues, as do their
homologues from periodontopathogens which bind
strongly to extracellular matrix components (Sharma
et al., 1998; Tkegami et al, 2004). The identification of such
components belonging to the second group of immuno-
reactive proteins provides a set of novel antigens that could
be unique to F. psychrophilum and a useful reservoir for the
design of new vaccines. Biochemical characterization is
required to establish the function of FP0139 (corresponding
to spot 33; Fig. 2) which seems to be a good antigenic
candidate. Indeed, the CWD-convalescent trout antisera
contain a high titre of antibodies directed against this
protein, as suggested by the intensity of the immunolabelled
spot. The question concerning the protective activity of such
antibodies remains open.

In conclusion, an objective of proteomic investigation
concerning the study of bacterial pathogens is the location
of proteins within or near the cell surface. Such proteins
are known to have pivotal functions related to adhesion
and invasion of host tissues, weakening of the host immune
response and acquisition of host metabolites necessary for
bacterial survival. Consequently, OMPs are good vaccine
candidates, since they are usually abundant proteins and
are in direct contact with the host immune system. In this
study, we have mapped the OM proteome and identified
25 proteins that can elicit a humoral immune response by
rainbow trout. Several of them have been identified
previously and used as subunit vaccines for experimental
challenge/vaccine assays (e.g. OmpH/P18; Dumetz et al.,
2006). More interestingly, this study draws up an inventory
of new F. psychrophilum immunoreactive proteins that may
be used either as single antigens or in combinations of
several surface-exposed antigens. Further work is needed to
evaluate the capability of these components to induce high
titres of protective antibodies and their protection efficacy
upon challenge with F. psychrophilum in fish.
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5. Travail préliminaire sur les mesures prophyigaes

5.2 Approche de la vaccination orale, synthése de nano-encapsulations

organiques

5.2.1 Introduction

Un certain nombre d’antigenes, immunoréactifs clezruite arc-en-ciel, ont été
identifiés dans la membrane externeFdgsychrophilum(chap 5.1). Il s’agit maintenant de
savoir si un cocktail vaccinant constitué de cedémdes est protecteur vis-a-vis de la
maladie et d’en trouver une voie d’administrati@assiquement, c’est l'injection (avec ou
sans adjuvant) qui est réalisée en pisciculturelesirgéniteurs. Ces poissons ne sont pas
commercialisés et sont en nombre restreint sursites d’élevage (environ un centaine
d’individus). Mais, c’est a un stade juvénile quest intéressant de vacciner contre le RTFS
alors que la vaccination par injection est difécdl mettre en ceuvre sur les truitelles, élevées
dans des bassins ou elles peuvent étre plus d®@O0L& vaccination par balnéation est
pratiquée en pisciculture mais la protection ob¢éemest faible et peu durable (Raida and
Buchmann 2008). Apres recueil de quelques témogmalg pisciculteurs, ils apparaissent
étre relativement peu convaincus par cette méthahsi nous avons pensé a la voie orale
qui est étudiée chez les mammiféres. La vaccingiar la voie orale nécessite |'utilisation
d'un vecteur protégeant les antigénes des sucsqyeest tout en permettant leur acces aux
cellules du systéme immunitaire. Une des pistesratderche les plus séduisante est
I'utilisation de micro-encapsulations protéiques$Rieuxet al. 2006). Cette technique est
basée sur la construction de macro-polyméres deu?2plas d’acides aminés. Les
nanoparticules polymériques sont privilégiées cHesesont stables et certaines sont
résistantes aux enzymes digestives. De plus, ifatibn de polyméres variés permet de
moduler : (1) certaines caractéristiques physicoajues (hydrophobicité, potentiel zéta), (2)
les propriétés de libération des antigenes (zonkbdeation, retardée, prolongeée), et (3) les
interactions physiologiques (ciblage, bioadhésgagguestration cellulaire) des nanoparticules
(Galindo-Rodriguezt al. 2005). Leurs propriétés de surface permettenti algssibler les
cellules de lintestin et d’étre absorbé par endosy ou pinocytose (Mathiowitt al. 1997;
Tobio et al. 1998). Il existe entre autres des microencapsuiatide polymeres naturels
comme le chitosan, les alginates, le collagéngélatine ou de synthése comme le poly(acide
lactique), le poly(acide co-lactique-glycoliqued, polyE-coprolactone). Il a entre autres été
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montré que des nanoparticules renfermant de I'awalbe pouvaient délivrer des antigénes

aux cellules présentatrices d’antigenes (APCg)dtire une activation des lymphocytes T

Fig 23. Images de nanoparticules g€ GA-L-PHE prises au microscope électronique a
transmission a différents niveaux de grossissement.
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chez la souris (Yoshikawet al. 2008). Egalement, celles renfermant la protéineidis du
sida (HIV)-1 gpl20 induisaient la différenciatioresd cellules dendritiques humaines en
culture (Akagiet al. 2007). Dans le cadre de cette étude nous avoms tenréaliser des
nanoparticules de poly(acideglutamique) greffées par la phénylalaninePGA-L-PHE)
(Matsusakiet al.2004).

5.2.2 Résultats
Analyse du copolymére y-PGA-L-PHE par H-RMN

Le copolymére d’acide-glutamique et de L-phénylalanine a été synthgtegémélange
des deux acides aminés en présence d’'un catalyseyroduit a ensuite été dialysé pour
éliminer les résidus non greffés puis lavé a I'dtlaextensivement. La présence du
copolymere final est vérifiee par RMN du proton RMAN) (Fig. 22). La présence dans le
spectre des atomes d’hydrogene de l'aciggutamique (a, b et c¢) ainsi que ceux de la
phénylalanine (d et €) confirme que le copolymeRGA-L-PHE est bien synthétisé.

Synthése des nanoparticules vides

Les nanoparticules sont obtenues par dissoluticcogelymeérey-PGA-L-PHE dans du
DMSO puis par un ajout d’'une solution de NaCl a M3v/v). Les nanoparticules sont
ensuite récupérées par centrifugation, lavées ganservées dans du PBS. Afin de vérifier
gu’elles se sont bien formées, des clichés de stoge électronique a transmission ont été
réalisés [Fig. 23). Nous observons clairement la présence de pkasicgphériques dont le

diamétre est compris entre 100 et 200 nm.
5.2.3 Perspectives

Par la suite, il conviendra de tenter d’encapsdés antigenes dans ces nanoparticules.
Nous pourrons, entre autres, essayer d’insérer mléparations de lysat cellulaire,
d’enveloppe ou de membranes externes Fdepsychrophilum D’autres synthéses de
nanoparticules organiques seront aussi réaliséesneocelles faites a partir de chitosan.
Apres un travail d’'optimisation de l'incorporatialu vaccin a la nourriture, une étape de test

sur le poisson en partenariat avec des piscicgliestra envisager pour veérifier la protection
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de juvéniles de truite arc-en-ciel conférée comdrdlavobactérie. Il sera alors possible de
mesurer la production d’anticorps, la présenceadsattérie sur et dans les poissons au cours
du traitement, l'induction de genes de I'immunitls marquer les encapsulations avec un
fluorophore pour identifier leur cellules ciblesr paicroscopie et enfin de mesurer le taux de

mortalité due a la maladie dans les bassins testés.
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Au cours de cette thése, nous avons recueilli ua@tifé importante de données traitant
de la prévalence d€. psychrophilumdans I'écosystéeme aquacole. Ces données étaient
nécessaires pour analyser les modalités de laomelabte-pathogene et afin de proposer

d’éventuelles mesures prophylactiques aux pis@utst

Une premiére étape consistait a évaluer le nivéatedtion aF. psychrophilunthez le
poisson. Ainsi, une méthode de PCR quantitativeCR)Pa été proposée. Elle permet en
moins de trois heures de détecter et de quantifiarombre de copies du géne codant 'ARNr
16S (ADNr 16S) de la bactérie dans les tissus dsspn. En effet, la séquence d’ADNr 16S
apparait comme une cible de choix pour I'amplifmatdans la mesure ou elle est présente en
6 copies dans le chromosomeFRgysychrophilum(Duchaudet al. 2007) ce qui augmente le
seuil de sensibilité lors de la détection. Lesradigents de séquences d’ADNr 16S révelent
deux couples d’amorces [Fp_16S1 Fw; Fp_16Sintl] Rey16S 338 fw; 16S 503 rev]
qui permettent respectivment, I'amplification deténines"spécifique" de. psychrophilum
ou "universelle" de la plupart des autres bactéiaférentes suspensions bactérienrfes (
psychrophilumautres flavobactéries, autres pathogénes) onestées par PCR quantitative
afin de valider la spécificité de la méthode deediébn deF. psychrophilummais également
de préciser le seuil de détection qui est de 4esofdi bactérie) en condition de culture, et 10
copies (2 bactéries) en matrices biologiques. Wammades courbes de fusion révele une
grande homogénéité de température de fusion dedifiatspobtenus sur des souchBs
psychrophilumavec des valeurs centrées sur une températus,8€C + 0,6. La situation
est totalement différente en présence de brinsiceatconstitués par les souches bactériennes
autres queF. psychrophilum La méthode que nous proposons permet donc de bien
discriminer une culture dé. psychrophilund’un échantillon bactérien contaminé a I'état de
trace parF. psychrophilumDes tissus (peau, muscle et branchies) de trartegn-ciel non
malades ont été artificiellement infectés avec guentité connue de. psychrophilumafin
de s’assurer de la capacité de la méthode propodéeecter la flavobactérie situ. Aucune
différence statistique n’a été trouvée entre lantjteadéposeée et les concentrations calculées
dans les différents tissus de poisson. Cette oagervindique sans ambiguité que la qPCR
gue nous proposons permet également de détectatitgtimement. psychrophiluna partir
des tissus de poissons. Dans la mesure ou ladattee la flavobactériose repose sur la
détection et d’'identification de I'agent pathogénee étude d’applicabilité de la technique

proposeée, en tests de routine a grande échellpraggammée avec le laboratoire
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départemental des Landes (40) en charge des diagnogtérinaires des piscicultures

d’Aquitaine.

L’étude écotoxicologique a montré d’'une part gquepsychrophilumest une bactérie
hyper-sensible au cadmium comparée aux autres rizsct&ram négatives. En effet, sa
croissance est diminuée d’'un facteur 2 a 0,4 uMCdepar rapport a la condition controle
(temps de division de 9,9 heures contre 4,8 hewted)un facteur 5 a 1,6 uM de Cd (24,0
heures contre 4,8 heures). D’autre part, nous agonstaté qu’une contamination de truites
juvéniles par 1 pg CdgL (pendant 2 mois) et une injection de 5 x’ MactériesF.
psychrophilumpar individu (pendant 1 mois) ne provoque aucuretatité. L'expression
génique démontre que le cadmium peut avoir dedseffentradictoires sur le systéme
immunitaire du poisson. En effet, dans la rateapnegbioaccumulant peu le cadmium, on
observe une synergie du métal et de l'infectionrgduction du géne pro-inflammatoire
iIl-p. De plus, la rate étant I'organe principal de metian des cellules productrices
d’anticorps, cette synergie se retrouve égalememiveeau du titre en immunoglobuline anti-
F. psychrophilundans le sang des poissons. On note égalementatirsfergique du double
traitement pour le génef-o dans le foie, la rate et les branchies, et pogelemt-adans les
branchies. A linverse, dans le rein, les géilkss et tnf-a sont surexprimés en réponse a
chaque traitement appliqué séparément, mais la io@msbn de ces deux traitements ne
conduit pas a un effet additif. La méme remarqué dans le cas de I'expressionlt¥s dans
le foie. La difficulté a reproduire la colonisatiapres l'infection bactérienne nous a empéché
de savoir si une telle contamination aurait pedarla relation héte-pathogéne dans le milieu
aguacole dans le sens d'une aggravation du cagapsthogene de la flavobactérie. Cette
déconvenue, bien connue des équipes de recherdhiarétla flavobactériedlémontre que sa
pathogénicité découle de facteurs externes quigrglagir tant sur la bactérie elle-méme que

sur la capacité du poisson a lui résister.

Le travail comparatif de la prévalence de la flaacibrie dans 7 sites aquacoles
d’Aquitaine démontre que la bactérie est omniprEset que sa pathogénicité est endiguée
par le systeme immunitaire des poissons en bonni& sgpparente. L'expression génique
mesurée sur les poissons malades et apparemmaest rsails apporte deux informations
importantes. Tout d’abord, les germeta et il1-f# sont de bons marqueurs de l'inflammation
générée paF. psychrophilumdans la mesure ou ils sont surexprimés dansréehies, le

foie, le rein et la rate des poissons malades.ifnda répression des genakc2p, tgf-4,
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cd8« et igt dans la rate des poissons malades montre un edimetit du systeme
immunitaire acquis nous permettant d’émettre I'tlipse que ce phénomene déclenche
'apparition de la maladie. De plus, les plus fditees en anticorps ont été détectés dans le
sang des poissons apparemment sains. L’'apparigersignes cliniques de la maladie chez
certains individus pourrait étre liée a I'infectide la rate et du rein, provoquant une faille
dans le systéeme immunitaire et son effondrementimglication de facteurs
environnementaux n’est pas a exclure pour explitpueariabilité du taux de mortalité lié a la
flavobactériose dans les différents sites étudiés)écessiterait plus d’investigations. Nous
avons emis deux hypothéses quant a la rela@orworhynchus mykigslavobacterium
psychrophilum Soit la bactérie se comporte comme une commeigala truite et profite
d’'une faiblesse passagere de sa santé immunisaiteglle est en état de latence maitrisée et
use les défenses immunitaires qui finissent paercédez les individus les plus faibles. Dans
le cas de la premiere hypothese, la bactérie comaeme cause pas de dommages a son
hoéte. Dans le cas de la seconde hypothése, larieaetéerce une pression de dommages
chronigues sur les organes de I'hote. En raisdiidportance quantitative des flavobactéries
trouvées dans certains organes de poissons apparensains (1Dbactéries/g de tissu), la
seconde hypothése apparait plus vraisemblable rcaeluniveau de colonisation provoque
nécessairement une ponction de nutriments danskss de I'hdte. Afin de reproduire la
maladie en laboratoire, différents composés immépoesseurs pourraient étre testés sur des
poissons porteurs mais apparemment sains ; en sonimgagirait de jouer sur
I'affaiblissement des défenses de I'hote plutét que linfection expérimentale par le

pathogéne classiquement réalisée.

Pour mieux comprendre la pathogénicité de la biagtérécessairement complexe
compte tenu de son comportement de virulence ktamte analyse du protéome de la
membrane externe (Dumett al, 2008) couplée a l'annotation du génome séquencé
(Duchaudet al, 2007) a été effectuédn raison de leur localisation, ces protéines sont
susceptibles d’interagir avec le systeme immurtde I'hote et donc de constituer des sous-
unités antigéniques entrant dans la préparationn duaccin protecteur contre la
flavobactériose. De plus, ce compartiment de laéva; directement en contact avec le
milieu extérieur, peut apporter des informationécpguses sur les mécanismes mis en place

par la bactérie lors de la phase d’infection, derueation et de virulence.
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Les protéines identifiées au cours de I'analysdéomique et du séquencage ont éte
classées en 2 groupes correspondant a leur fonctibhadhésion et I'invasion des tissus de
'héte, 2/ I'acquisition de métabolites de I'hoGtéaessaires a la croissance de la bactérie.
Concernant I'adhésion et I'invasion des tissus,s’dgit d’hémolysines, de cytolysines et
d'une famille de métalloprotéases, dont les enzyf@sl et Fpp2 (Secadet al, 2001;
Secadeset al, 2003). Au total, 27 autres genes dont les preddiexpression seraient
impliqués dans l'adhésion ont été identifiés. Paeanx, 15 genes codent des protéines de
surface contenant des motifs répétées riches emkuit est tres probable que ces molécules
jouent un role essentiel dans I'adhésion des flagt#ivies aux tissus de I'h6te comme cela a
été montré chez les bactéries Gram négaBaeteroides forsythuéSharmaet al, 1998) et
Treponema denticol@dkegamiet al, 2004). Concernant I'acquisition de métabolites, été
identifié des molécules qui participeraient a laisgion du fer ou qui appartiendraient au
systeme de sécrétion Sec-indépendant. Gamonella entericaerovarTyphimurium il a
été montré que l'intégrité du systéeme AcrAB-TolG &8s importante dans le processus de
colonisation et d’interaction entre le pathogenkegtcellule-cibles de I'héte infecté (Buckley
et al, 2006). En ce qui concerne le fer, les bactémtsiéveloppé des systémes d’acquisition
et de transport dont il a été montré qu’ils consiient des facteurs de virulence (Ratledge and
Dover, 2000). Par exemple, la virulence initialeRf®udomonas aeruginosst perdue lors
d’une injection expérimentale chez la souris deamist déficients en sidérophore et restaurée
lors de I'injection de sidérophores (Meyadral, 1996). Par ailleurs, il a été montré que le fer
pouvait réguler 'expression de certains genesigupk dans la virulence comme dans le cas
de l'adhésine lha chdzscherichia coli{Johnsoret al, 2005).

Etant donné que des quantités conséquentes dédleiénies peuvent étre rencontrées
dans la rate et le rein de poissons apparemmanrt, sbsera intéressant de tester I'expression
chez la bactérie de tous ces génes décrits précéeleindans ces mémes organes "sur-
colonisés" du poisson. Il s'agit en quelques sodesmesurer I'expression génique d’un

pathogene en cours de colonisation de I'héte.

Les analyses protéomiques ont aussi été analys¢esimuno-marquage a l'aide d’'un
sérum de truite convalescente. Un premier grouranadinogénes majeurs comprend des
molécules qui ont precédemment été bien décrite&adit des protéines FspA, OmpA/P60 et
OmpH/P18 déja décrites (Mer&t al, 2003; Crumpet al, 2005; Dumetzt al, 2006). Des

cocktails constitués d’'OmpA/P60 se sont révéléseptours lors d’essais de vaccination
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réalisés sur poisson (Dumedz al, 2007). Bien qu’il ne soit pas possible d’attribde roles
spécifiques a ces composés membranaires dansdttiten deF-. psychrophilumavec I'héte-
poisson, ces antigénes de surface présentent &iségurequises pour étre retenus lors des
essais de formulation de vaccins protecteurs dlavabactériose chez le poisson. Le second
groupe d'immunogénes comprend un nombre importanprdtéines ou lipoprotéines qui

n’'ont pas d’homologues chez les bactéries.

La recherche d’un vecteur pour le cocktail vaccirmdonné des résultats préliminaires
prometteurs et offre des perspectives intéressabts nanoparticules d’environ 100 a 200
nm de diamétre ont été synthétisées. Il conviepdrala suite de tenter d’encapsuler des
antigénes (lysat cellulaire, fractions d’enveloppede F. psychrophilum dans ces
nanoparticules. D’autres synthéses de nanoparsiquiganiques pourront aussi étre tentées
comme celles faites a partir de chitosan avantade fles essais de vaccination de poissons

sur site aquacole victime de flavobactérioses réotes.
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Résumé

Quantification et prévalence deFlavobacterium psychrophilum chez les truites arc-en-ciel d’aquaculture ;
relation héte-pathogéne et réponse immunitaire.

Flavobacterium psychrophilunest I'agent pathogéne des flavobactérioses d'eaidef touchant essentiellement les
salmonidés dont la truite arc-en-ciehcorhynchus mykisg'élevage. Cette bactérie Gram négative a un tsirhpact
économique en aquaculture car elle peut causeu'pud® % de mortalité dans les bassins d’élevagdlavobactériose se
décline sous deux formes pathologiques : la maldéiBeau froide touchant les poissons adultes siyhdrome de I'alevin
de truite arc-en-ciel touchant les juvéniles.

Au cours de se travail, une méthode de PCR quanétatété proposée. Elle permet en moins de troiebale détecter
et de quantifier un nombre de copies du géne cotlARNr 16S de la bactérie dans les tissus du pois€ette méthode a
été testée sur différentes suspensions bactéridfngssychrophilum autres flavobactéries, autres pathogenes) aén d’
valider la spécificité. La sensibilité de la méthadke détection a été évaluée a 1 et 2 bactérieB@RBren fonction de la
matrice biologique utilisée.

Une étude écotoxicologique a été menée et montmeeddart qué=. psychrophilumest une bactérie hyper-sensible au
cadmium comparée aux autres bactéries Gram négatBa croissance est diminuée d'un facteur 2 esepo@ d'une
contamination au Cd a 0,4 uM. D’'autre part, noumawonstaté qu’'une contamination de truites jugémpar 1 ug CdgiL
(2 mois) et une injection de 5 x iflavobactéries par individu (1 mois) ne provoquetme mortalité. L'expression génique
mesurée sur ses poissons démontre que le cadmiumapeir des effets contradictoires sur le systémeaunitaire du
poisson, pouvant soit exacerber ou diminuer lamgp@mmunitaire selon I'organe considéré.

Un travail comparatif de la prévalence de la fleaciBrie dans 7 sites aquacoles d’Aquitaine a dééomie la
flavobactérie est omniprésente et que sa pathag&eist contrélée par le systéme immunitaire deésspas en bonne santé
apparente. L’expression génique mesurée sur les@u malades et apparemment sains nous appoxend@umations
importantes : 1/ les genes codant pour la métatinéine A et I'interleukine B-sont de bons bio-marqueurs de la maladie et
2/ la répression des génes codant pour le comphaxeur d’histocompatibilité B; le facteur de croissance transformgnt
le cluster de différentiation 8-et 'immunoglobuline T dans la rate des poissor@ades montre un effondrement du
systéme immunitaire acquis nous permettant d'éméttypothése que ce phénoméne déclenche I'apparite la maladie.
Ainsi, F. psychrophilunaurait un comportement de pathogene a viruleneatka

Afin d’imaginer de nouvelles mesures prophylactgj@e pour mieux comprendre la pathogénicité dealztéie, une
analyse du protéome de la membrane externe coapléenotation du génome séquenceé a été effectuaesté identifié
entre autres 1/ des protéines d’adhésion et d'iamades tissus et 2/ des protéines d'acquisitiomé&abolites de I'hdte. De
plus, un nombre important de protéines immunogehes la truite potentiellement utilisable dans aoktail vaccinant a été
détecté. Afin de chercher un vecteur pour ce cdckias nanoparticules d’acideglutamique et phénylalanine d’environ
100 a 200 nm de diamétre ont été synthétisées. €ngrks constituent une approche séduisante pagemer les poissons
avec des antigénes Bepsychrophilumencapsulés puis incorporés dans la nourriture.

Mots clefs : Flavobacterium psychrophilumOncorhynchus mykissrelation héte-pathogéne, systéeme immunitaire,
détection, immunoprotection, cadmium, aquaculture.

Abstract

Quantification and prevalence offlavobacterium psychrophilum in farmed rainbow trout; host-pathogen
relationship and immune response.

Flavobacterium psychrophiluns the causative agent of cold water flavobacsisioa condition affecting mostly
salmonid fish, including the farmed rainbow trout@@rhynchus mykiss. This Gram negative bacteriumczause up to 70%
mortality in breeding tanks and has a very stroognemic impact on the fish farming industry. Flasoteriosis can take
two pathological forms: the cold water diseasediffigg adult fish and the rainbow trout fry syndroaféecting juveniles.

In the present study, a method of quantitative PCR devised that allowed for the detection and thantification,
within three hours, of the 16S rRNA copy numbefish tissues. This method’s specificity was conédthrough the use of
various bacterial suspensionB.gsychrophilum others flavobacteria and others pathogens) andiétection limit was
estimated to be 1 and 2 bacteria in broth anddlogical matrices, respectively.

An ecotoxicological study was then performed thiadveed that, on the one hanB, psychrophilumis cadmium
hypersensitive compared to others Gram negativeebadecause its growth rate, compared to a dpngrdecreased by a
factor 2 at a cadmium concentration of 0,4 uM. Bm dther hand, we observed that subjecting rainioowm juveniles to a
concentration of 1 pg CdglL for2 months prior to an injection of 5 x 16. psychrophilumby fish didn't lead to any
mortality. The gene expression which was measuretthese fish demonstrated that cadmium can haveactictory effects
on the immune system of fish, which could enhanagearease the immune response depending of the.org

A comparative work of the prevalence of flavobaetén 7 fish farms within the Aquitaine region @fce) demonstrated
that the bacterium was endemic and present in asyngic fish. Gene expression levels were measarediseased and
asymptomatic fish and demonstrated that the geretallothionein A and interleukine iwere good biomarkers of the
disease and that repression of the genes majarchispatibility complex 3, transforming growth factorB; cluster of
differentiationo. and immunoglobulin T in the spleen of diseasel figs indicative of a collapse of the acquired imewu
system. We therefore hypothesized that this evemked the beginning of the disease and Ehaisychrophilunis mostly
an opportunistic pathogen.

To prepare the development of new prophylactic nggres and to understand better the bacterium gatticity, an
analysis of the outer membrane proteome coupldd se¢uencing of the bacterial genome was also peefih. Furthermore,
a significant number of immunogenic proteins wekentified as good candidates for the preparatiom\edccine. Finallyy-
glutamic acid and phenylalanine nanoparticles auald00 - 200 nm in diameter were synthesized teesas potential
vector for this vaccine. These nanoparticles shbaldested to administrakeé psychrophilumantigens to fish through the
digestive route.

Key words : Flavobacterium psychrophilumOncorhynchus mykissost-pathogen relationship, immune system,

bacterial detection, immunoprotection, cadmium,aaglture.



