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Résumé en francais

La Nouvelle-Calédonie présente de nombreux atoots [a pénéiculture. Le ralentissement
brutal de son développement en 1993 s’expliqud’@aergence d’'une pathologie saisonniére
qui affecte les crevettes juvéniles en grossissgnmeettant en cause des bactéries du genre
Vibrio et qui a recu le nom de Syndrome 9&rio penaeicidaetV. nigripulchritudosont deux
especes au pouvoir pathogene particulierement élaevaffectent les élevages. Une étude de
typage moléculaire a permis de préciser leur épinlégie et de proposer quelques conseils
d’ordre zoosanitaire. Un suivi épidémiologique parplification génique est en cours paur
penaeicida qui montre I'importance des facteurs écologigdass I'apparition des épisodes
pathologiques. La pathogénicité d& penaeicidaa été étudiée en fonction du stade de
développement de I'héte, et des facteurs toxiqume£® mis en évidence dans les surnageants
de culture. Une hypothése a été émise sur la vaatrde du pathogene dans I'héte.
L’hypothése d’'un support plasmidique de la virukegcété émise et est actuellement étudiée.
Des moyens de lutte ont été étudiés, des aspegsstion zoosanitaires discutés. La sélection
de lignées de crevettes a moindre sensibilité @afeltion apparait comme une piste
prometteuse.

Des perspectives de recherches sont proposéesymetd I'étude de I'écologie de c¥brio
pathogenes dans I'environnement d’élevage, de thopéanie des vibrioses engendrées en
terme de facteurs de virulence, des relations htathogene. Ces travaux pourront s’appuyer
sur les nombreuses connaissances acquises depsisupt années pour d’autres especes du

genreVibrio.
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English abstract

New Caledonia has a number of assets for marinemghoulture. However, its rapid growth
encountered a slowdown in 1993, due to the emeegeha seasonal pathology that was named
Syndrome 93. Involving bacteria from thM@brio genus, this disease affects juvenile shrimp
during grow out. Strains of significant importarimeong to the speci@ébrio penaeicidaand

V. nigripulchritudoand are highly pathogenic to juvenile shrimp. Al@calar typing study was
conducted in order to clarify their epidemiologydato draw zoosanitary advice. A wide
epidemiological survey of/. penaeicida(currently in progress) demonstrates the important
impact of ecological events in the outbreak of theease. Virulence o¥. penaeicidawas
studied as a function of host developmental stageic factors were shown in bacterial culture
supernatants. An hypothesis was drawn regardingptite of entry of these bacterial pathogens
into their host. Plasmids harboured by these pathiogstrains are currently being studied with
regards to virulence. Means of minimising the impEcSyndrome 93 in grow out ponds have
been studied, and zoosanitary practices are disdu&enetic selection for a disease-resistant
shrimp strain seem to be a promising issue. Rdseartooks include the study of bacterial
ecology in shrimp environment, pathogeny of Syndrod3 disease with regards Yobrio
virulence factors and the study of the host — pgharelationship. These future studies could

eventually beneficiate from the background knowkedg othelibrio species.
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Introduction :

Le marché mondial de la crevette représente 2,mdli®ns de tonnes annuelles depuis 1990.
Les prises des pécheries plafonnent mais la pdhéieyaquaculture de crevettes Pénéides),
qui s’est développée depuis les années 1970, aiaamwéritable essor dans toute la ceinture
tropicale du globe. De ce fait, la part de l'agltace pourrait dépasser les 50 % de la

production mondiale de crevettes d’ici cing ans.

Toutefois, si I'essor de la crevetticulture a @marquable pendant une vingtaine d’années (du
début des années 1970 au début des années 198@)issance s’est stabilisée depuis quelques
années. En effet, malgré un ensemble de facteurseqblaient favorables a son expansion
(augmentation du nombre des pays producteurs, amagdiin des techniques d’élevage,
meilleures connaissances des besoins de la crewet'anment en terme de nutrition...), la

production aquacole mondiale de crevettes s’ediougnt stabilisée a partir de 'année 1992.

Les années 1992 et 1993 en particulier ont moniee lg croissance de cette production ne
pourrait pas étre exponentielle, et que cette iaetivforte valeur ajoutée comportait également
des risques. Ce brusque ralentissement s’expliguel’gpparition de pathologies parfois

spectaculaires (Brock et Lea Master, 1992 ; Sarauktda, 1987), ayant entrainé les premiers
véritables effondrements de productions nationaespremier rang desquels se trouvait la
Chine. L'apparition et le développement de ces diafainfectieuses ont été tres largement
favorisés par I'anarchie avec laquelle ce dévelopmpg s’était construit (Lin, 1989), et un

ensemble de facteurs de risques écologiques asitmirétre montrés, permettant, tardivement,

une prise de conscience des risques engendrés daveloppement anarchique.

Les maladies ayant entrainé les déclins les plysoitants sont d’origine virale, et une
vingtaine de virus pathogéenes pour les crevettegiBés ont été découverts depuis le début
des années 1980 (Lightner, 1992 et 1996). Toutefdidimage de la pisciculture, les
pathologies bactériennes, bien que moins specteesjléont également payer un lourd tribut a
la pénéiculture. Au premier rang de ces bactérmbhggenes, le genr€ibrio affecte les
élevages de tous les pays producteurs et toutespeses de Pénéides élevées (Lightner, 1988

a). Si les mortalités occasionnées par ces gerrags reoins spectaculaires que celles
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occasionnées par les virus, elles n'en ont pas snam impact lourd et constant sur le
développement et les résultats économiques deamitité. Des ceufs aux géniteurs en passant
par les stades larvaires, postlarvaires et juveniksVibrio occasionnent des maladies qui
peuvent aller d'une atteinte externe non létalguiiques individus a une mortalité de tous les

animaux d’un bassin en quelques heures.

Face a ces pathologies bactériennes, le recouramtibiotiques a permis pendant quelques
temps de limiter les effets néfastes de ces gempatisogénes. Mais leur usage, parfois
irréfléchi, a, comme ailleurs entrainé I'apparitidiantibiorésistances, souvent multiples, qui
ont démontré les limites de cette démarche (Brd®g9). De plus, comme dans la plupart des
élevages aquatiques, la continuité avec le milidareeur existe et permet une vaste dispersion
des germes résistants, favorisée par la proxinmitée des différentes exploitations aquacoles.
La recherche de solutions hygiénistes, d’ordre aoitgire ou écologique, semble maintenant

favorisée face aux nombreux problémes posés.

Les démarches écologiques ou écopathologiques mnemévidence un certain nombre de
facteurs de risque de ces maladies, permettantplarefication du développement de la
pénéiculture. La meilleure prise en compte deg$oiriteractions écologiques dans 'apparition
des maladies bactériennes a permis de mettre eguexta possible acquisition de virulence
par des germes ubiquistes réputés saprophyte®tatd de ces facteurs de virulence et de

pathogénicité présente a cet égard un intéréticerta

L’approche zoosanitaire se heurte pourtant au medguconnaissances sur I'épidémiologie de
ces agents pathogénes. Les études concernant onegsgee heurtent fréquemment aux
difficultés d’identification et de caractérisatiates bactéries marines a l'aide des outils
phénotypiques disponibles (Austet al, 1995 ; Aznaret al, 1993), souvent inadaptés car
destinés a des germes clinigues de meédecine humbiesérotypage n'a pas connu -
contrairement a ce qui s'est fait dans I'étude é@midlogique desVibrio pathogenes des
Poissons - de développement majeur, méme sur peses reconnues pathogénes dans toutes
les régions productrices, commvébrio harveyi Peu d’études sur l&gibrio pathogenes des
crevettes Pénéides ont, a ce jour, eu recourseainmigues moléculaires, qui se sont pourtant
avéerées dans nombre d’autres domaines d’excellatimatives pour le typage a des fins

épidémiologiques.
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En Nouvelle-Calédonie, l'aquaculture de crevetteséauté en 1970, a linstigation des
gouvernements membres de la Commission du Paciffue (CPS) et sous I'égide de
I'Organisation Mondiale pour [|'Alimentation et I'Agulture (FAO). Ce programme de
développement d’une aquaculture de crevettes nwasiest équipé d’'une station expérimentale
dans la baie de Saint Vincent, outil destiné aséales travaux de recherche et développement
de cette activité. La gestion scientifique et teghe de cette station - logiquement baptisée
Station d’Aquaculture de Saint Vincent SASV - fohéiée a 'lFREMER (CNEXO a I'époque)
en 1973. C'est a la méme époque que le CNEXO bhihtiles Centre Océanologique du
Pacifique a Tabhiti. Les activités de recherche'lBHREMER a la SASV et au COP ont permis,
a partir des années 1980, le développement en Newvalédonie d'une activité privée
d'aguaculture de crevettes. Le recours a une esprgtque [itopenaeus stylirostris
originaire du Mexique) pour ce développement a s&itee la maitrise de 'ensemble du cycle
biologique en captivité, maitrise dans laquellettegaux de 'lFREMER ont été déterminants,
a coté d'autres grands découvreurs (voir Appendicebases biologiques et historiques de
'aquaculture de crevettes).

Quinze ans plus tard, la Nouvelle-Calédonie a ptodn 1999 environ 1850 tonnes de
crevettes sur 10 fermes couvrant une surface dederd60 hectares.

Cette activité présente encore un bon potentiel dégeloppement sur le Territoire,
principalement dans la Province Nord ou se sitdaniajorité des 1500 hectares de sites
encore ameénageables en fermes aquacoles. Ell@mtendre constituer pour le Territoire un
outil majeur de rééquilibrage économique entreResvinces Nord et Sud de la Nouvelle-
Calédonie : elle permet la création d'emplois ehode de la conurbation Nouméenne, la
valorisation de sites non exploitables par l'adtice, elle représente le second secteur a
I'exportation du Territoire (apres le nickel), éngrait en 1996 un chiffre d'affaires de plus de
10 millions US$ (Coatanéet al, 1997). L'objectif d'une production annuelle diemv 5 000
tonnes a l'issue de la prochaine décennie eshafétsemble étre réalisable.

Comme dans nombre de pays producteurs, un des classteencontrés au cours du
développement de la filiere commerciale de la prritgire en Nouvelle-Calédonie a été la
survenue d'un probléme pathologique majeur, apparul993 et qui a recu le nom de
Syndrome 93. Divers travaux ont été entrepris pexpliquer cette mortalité survenant de
facon saisonniere dans les élevages de grossissé@ustaet al, 1998 a, b). Au cours de ces

travaux, certaines souches de bactéries du gébre ont été isolées et identifiees (Costa
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al., 1998b), dont le pouvoir pathogene s’est montréiqudierement élevé en infection
expérimentale (Le Groumellet al, 1996). Il a finalement été montré qu’une bactédtiggenre
Vibrio (V. penaeicidpétait 'agent étiologique du Syndrome 93 (Sauleieal, 1999 et 2000).
Notre travail a consisté, d’abord en une partiogrataux phases initiales de description du
phénomene et de recherche de I'agent étiologiquis,dans I'étude de I'épidémiologie de cet
agent pathogéne (ainsi que d’'autres souches atassgéVibrio pathogenes identifiés au cours
de ces phases initiales), I'étude de la viruleneecels souches, enfin dans une recherche de
solutions pratiques qui permettraient de limitenpact biotechnique et donc financier de cette

pathologie.
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Chapitre | : épidémiologie du Syndrome 93

1.1. Epidémiologie descriptive : historigue du Syndome 93

Présentation a congres n° 1

Le Syndrome 93 est le nom que l'usage a consades @pisodes de mortalité observés a partir
de 1993 en Nouvelle-Calédonie. L'absence d’'un diatia fiable et rapide pour expliquer cette
mortalité a été a l'origine du choix d’'une locutiffoue. La suite a permis, nous le verrons, de

préciser les causes de ce phénoméne morbide, utais aouveau nom n’a été adopté.

1.1.1. : Apparition du phénomene :

C’est donc au cours de I'année 1993 que les agieacside la baie de Saint Vincent signalent
les premiers épisodes de mortalité anormale. @etigalité qui affecte les juvéniles dans les
élevages de grossissement apparait sous formeedesbflambées épizootiques. Plusieurs
centaines de crevettes moribondes sont retrouviéague jour sur les bords des bassins,
apercues en train de nager en surface (ou ellédasproie des oiseaux), ou retrouvées dans les
éperviers au cours des échantillonnages de suisi lmessins. Cette mortalité apparait
initialement associée aux pics de mue des crevettes les bassins affectés. Les résultats des
péches finales, ainsi qu’un suivi plus assidu dessins de grossissement montrent que cette
pathologie peut également évoluer sur un mode giltsnique, soit directement, soit a la suite

d’'une flambée épizootique.

[.1.2. : Signes et symptémes :

Les crevettes atteintes sont affaiblies, ont unpmmement anormal, nageant prés des digues
ou en surface. Les oiseaux plongeant pour se sdgsices animaux signalent souvent
I'apparition d’'une mortalité anormale sur certabassins. Comme souvent dans les élevages
aquacoles, les symptédmes observés (coloration somtbterne du corps, blanchissement du
muscle, présence d’un fouling branchial modéré pomant, tube digestif vide, lésions de

nécrose cuticulaire notamment) ne sont pas spéesig’une pathologie connue.
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Les animaux présumés sains des bassins affectédsemtoume tres faible résistance au stress, et
la mortalité est déclenchée en transférant cesaaninou a I'occasion de vidanges des bassins

pour des péches partielles.

1.1.3. : Les premieres hypotheses :

Les prélevements d’hémolymphe permettent de montrdemps de coagulation trés allongé.
L’'observation au microscope de cette hémolymphe traosystématiquement sa tres forte
colonisation par des bactéries mobiles. La misecelture de ces hémolymphes permet
I'isolement systématique de bactéries du g&fibeio en nombre important, et permet de poser
le diagnostic de vibriose. Toutefois, les vibriosbez les crevettes Pénéides sont considérées
comme des pathologies opportunistes (Boersauad, 1978 ; Lightner, 1988 a ; Brock et Lea
Master, 1992) dont les causes primaires peuventi@fectieuses, toxiques, nutritionnelles,
environnementales...

Les crevettes atteintes présentent également frégeat des signes et lésions typiques
d’entérite hémocytaire. Ce type de Iésion a étéitdéicattribué a la présence dans les enceintes
d’élevage de Cyanophyceées toxiques par Lighehat. (1978). L’hypothése du réle toxique de
Cyanophycées benthiques a ainsi été évoqué eétRdr la suite, il apparait évident que la
présence de fortes concentrations de Cyanophyeéssieltapis benthique de certains bassins -
en effet souvent associée a des Iésions d’ent&iteocytaire - constitue un facteur aggravant
la sévérité des épisodes morbides, mais que certassins qui ne rencontrent pas de
problemes de Cyanophycées dans les tapis benthEpmsquand méme affectés par les
épisodes de mortalité.

De plus, I'histologie révele la présence de corplescbasophiles dans de nombreux organes,

évocateurs de pathologies virales (Mermetidl, 1998) selon certains auteurs.

1.1.4. : Caractére saisonnier du Syndrome 93 et &f de la température

Cette pathologie apparait rapidement saisonni&ie gvaphique 1), puisque les élevages qui se
déroulent exclusivement en saison chaude ne santopatres peu) affectés. Une analyse plus
fine des données de suivi des bassins montre gulalmbées épizootiques sont observées
apres des baisses rapides de la température dedisabassins de plusieurs degrés en quelques

jours (voir graphique 1 en 2 parties).
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Graphique 1 : Températures a I'extérieur du lagon edans les bassins géniteurs de la

SASV, et mortalité relevée dans les élevages.
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Les températures des bassins présentées ici condespt a la moyenne de deux relevés
quotidiens (environ 7h00 et 14h00) réalisés sur lessins géniteurs de la Station
d’Aquaculture de Saint Vincent (SASV). Les donnéds mortalité correspondent aux
observations faites sur 4 fermes du Territoire @ygar a Moindou, Pénéide de Ouano a La
Foa, Webuihoone a Voh, SASV a Boulouparis) a I'samade tours quotidiens des bassins de
grossissement (données des fermes de grossissezgartllies par L. Della Patrona). Leur

valeur n’est gu’indicative, permettant de situenglle temps les épisodes pathologiques.
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I.1.5. : Conséquences biotechniques :

Dans les élevages de grossissement affectés, ngessyusqu’alors de l'ordre de 45 a 60%

tombent a des valeurs de 15 a 25% (voir graphiue 2

Graphique 2 : Survies moyennes annuelles sur lesulefermes de grossissement les plus

anciennes de Nouvelle-Calédonie.
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La rentabilité des fermes est remise en questionl’@amergence de cette pathologie. Les
stratégies développées par les aquaculteurs patertee restaurer la rentabilité de leurs
exploitations s’orientent d’abord vers la réalisatd’élevage plus courts : L'objectif est alors
de réaliser deux cycles complets par an dans chbgsgn. L'élevage « d'été » permet de
couvrir les codts fixes de I'exploitation, malgeedéche d’animaux de petits calibres, I'élevage
d’hiver apportant le complément a I'équilibre desmptes d’exploitation, voire un léger

bénéfice. L'activité des fermes de grossissementiede des lors saisonniére, avec un
retentissement tout au long de la filiere, depugs lécloseries jusqu’'a latelier de

conditionnement et de commercialisation (voir grgpé 3).
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Graphique 3 : Tonnages mensuels péchés au cours demées 1993 et 1995.
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Actuellement, cette tendance générale demeure, dgag variantes, liées a la taille des
fermes :

 Les fermes de petite ou de moyenne taille ne edliplus qu'un élevage par an,
ensemencé aux mois d’'aolt a octobre, qui permeattergaliser une bonne récolte de crevettes
d’un calibre intéressant avant l'arrivée de la@aide transition. Le reste de 'année est mis a
profit pour réaliser un assec général de I'explmitg et pour effectuer les travaux d’entretien
nécessaires.

» Les fermes de plus grande taille, contraintes deuriétaler leur production au cours de
I'année réalisent des ensemencement tout au lor@gm®ée, tout en favorisant les élevages
réalisés sur la période plus favorable. lls limitafors le nombre de bassins et les densités
d’ensemencement pour les élevages d’hiver consrag traverser la saison fraiche

défavorable.

1.1.6. : Vers une meilleure planification ? :

Deés les premiéres descriptions du Syndrome 93péich du phénomeéne “ El nifio ” sur les
parametres physico-chimiques de I'eau des bastaitsé®oqué (Goarardt al, 1996). Par la
suite, les années “ La nifia” sont apparues comeawe ahnées plus favorables, du fait de
températures en moyennes plus élevées dans laashd¥devage. L'amélioration constante
des modéles de prévision du phénomene d’Oscill&iah El nifio pourrait permettre a moyen
terme une planification biotechnique des densitéssgmencement, dates de péches, calibres

prévus...
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1.2. Eléments climatiques liés au déclenchement gisodes de mortalité :

La prévision des conditions conduisant aux épisaldemortalité du Syndrome 93 a toujours

été une priorité. Le facteur déclenchant prépomiéta cette pathologie correspond a de fortes
chutes de température. En relation avec le Dr Gdmigdiénin, océanographe au centre IRD de
Nouméa, nous avons discuté de la possibilité deoprées chutes brutales de la température

des bassins d’aquaculture.

[.2.1 : Matériel et méthodes :

Les températures des bassins correspondent a kenmoyle deux relevés quotidiens (environ
7h00 et 14h00) realisés sur les bassins géniteula 8tation d’Aquaculture de Saint Vincent

(SASV). Les températures relevées a la fausse phsdditoé correspondent a la moyenne
journaliere de 96 données (toutes les 15 minutesygestrées de fagcon automatique par un
capteur placé depuis 1993 a une profondeur d’emvifometres. Au niveau du Récif du Prony,

les données correspondent également a la moyenmneaj@re de 96 mesures enregistrées
depuis janvier 1996. Le méme appareillage a é&@a niveau du Cap Goulvain, au Nord de
Bourail, a I'extérieur du récif barriére, a une foradeur de 10 metres en mars 1997. La figure 1

suivante présente la localisation géographiquesiies mentionnés.

10C

Cap Goulvain (extérieur O

Bassins géniteurs SASV

Fausse passe de Uitoé (extérieur oo,
Récif du Prony (intérieur

Figure 1: Localisation des sites de mesure et delegé des mortalité.
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[.2.2 : Résultats et discussion :

La comparaison des températures relevées a I'emtédu lagon (fausse passe de Uito€), a

I'intérieur du lagon (Récif du Prony) et dans les$ins géniteurs de la SASV est présentée

pour les années 1996 et 1997 dans les graphicgre 2 farties). Cette comparaison montre :

* que les variations brutales de la température dgéans’accompagnent, avec un léger
retard, de variations comparables dans I'eau danlag

* gue les chutes rapides de température dans lemdasslevage sont quasi-synchrones de

chutes comparables, quoique de moindre amplituzkeroees a I'extérieur du lagon.

Graphique 4 : Températures a I'extérieur du lagondans le lagon et dans les bassins
d'élevage au cours des années 1996 et 1997.
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L'interprétation océanographique de ce phénomene l'epparition dun phénoméne
d’upwelling cétier (Hénin, C. com. pers.), qui associé a la présence de vents alizés soutenus
pendant plusieurs jours. D’autre part, la comparaides données de températures de I'eau a
I'extérieur (fausse passe de Uitoé) et de l'airphare Amédée (données Météo France non
présentées ici) montre que la température de dlaiirde facon trés proche la température de
I'eau, ce phénoméne étant encore accentué pagdame d'alizés soutenus.

La comparaison des températures relevées a I'emtédu lagon a la fausse passe de Uitoé et
au Cap Goulvain montre une forte similitude desiafimns de celles-ci (données non
présentées). Le phénomene d’upwelling cotier serdbtec intéresser I'ensemble de la céte

Ouest de la Nouvelle-Calédonie.

A l'opposé, la cote Est subit I'influence d’'un cant cétier chaud dirigé vers le sud-est.
L’alizé, vent prédominant, ne peut selon les lad’dydrodynamique engendrer d’'upwelling le
long de la cbte Est. Ainsi peut-on expliquer lasprice d’eau de température plus élevée et

plus stable le long de la cote Est (Hénin, coms per

Du fait des faibles taux de renouvellement réaldaiss les bassins géniteurs de la SASV (5 a
15 % quotidiens), la chute de température obsetaés les bassins ne peut pas correspondre
au seul refroidissement lié a I'apport quotidieeali plus froide. Il apparait des lors que le vent
a probablement un réle prédominant, d’autant plasgoé que ce phénomeéne est associé a des
vents forts, que la température océanique estrdiétante sur la température de l'air et que la

profondeur des bassins est faible.

Au niveau de la température lagonnaire, il appayaét celle-ci suit la température observée a
I'extérieur du lagon, avec une latence qui pourtairespondre a la durée de séjour de I'eau
dans le lagon (correspondant a un taux de renamehlt de I'eau lagonnaire). Cette
observation est particulierement notable sur leplggues aux périodes suivantes : fin mars
1996, mars 1997, fin décembre 1997.
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1.2.3 : Synthése et conclusions :

Les variations de température observées lors aidps du Syndrome 93 sont associées a
des variations semblables, quoique de moindre &mdeli observées a I'extérieur du lagon.
La température des bassins est donc influencék pampérature océanique. Toutefois, ce
phénomene semble indirect, et lié au vent. La éasbfondeur des bassins ainsi que leur
exposition aux vents dominants pourraient donc étmesidérés comme des facteurs de
risque du Syndrome 93.

D’autre part, la température du lagon suit (avecléger retard) les variations de la
température océanique, ce qui démontre I'entrémette eau océanique froide dans le lagon.
Cette eau océanique d’origine profonde influenagcdes parameétres physico-chimiques de
'eau lagonnaire, donc de I'eau de pompage deseeraguacoles. Il est possible que les
caractéristiques chimiques, voire microbiologiqdescette eau, différentes de I'eau cotiere,
puissent influer sur le déclenchement du SyndroB)eof sur les événements qui en sont
contemporains. L'apport de cette eau d’origine @mde pourrait modifier la composition
des populations planctoniques du lagon (phyto-aetdrioplancton) et par ce biais favoriser
I'’émergence ou la multiplication des germes pathegé

Enfin, I'apparition de ce refroidissement des eaaxsurface est lié a la succession de
plusieurs jours d'alizé (Hénin, com. pers.), ce muirrait constituer un élément prédictif de
ces refroidissements. Cette prévision permettiaitalpart, et a court terme, de resserrer les
pas d’échantillonnage des suivis de bassins expétanx ; d’autre part, et a plus long
terme, elle pourrait permettre la mise en ceuvremdsures de gestion zootechnique

susceptibles de minimiser I'impact du Syndrome @3es élevages.
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I.3. Typage moléculaire deVibrio isolés lors d’épisodes de Syndrome 93

Publication n° 1

[.3.1 : Introduction :

Le typage des microorganismes consiste en uneifedaien des souches en différentes
catégories représentant chacune un “ type ”. Chageen’a pas de signification propre, mais
les différents types sont comparés entre eux oneabase de données servant de référentiel.
Ces comparaisons servent de base a une interpreggidémiologique. Différentes méthodes
de typage ont été développées pour les microomasis basées sur des caractéres
phénotypiques tels que [l'utilisation de certaingsttats carbonés ou azotés (biotypie), les
propriétés antigéniques (sérotypie), la sensibilitéles bactériophages (lysotypie). Depuis
I'essor des techniques moléculaires, de nombreugésodes ont éte développées a des fins de
typage des microorganismes et ont rapidement sogples méthodes classiques (Azegal,
1993 ; Versaloviet al, 1993 ; Austiret al, 1995 ; Grimont et Grimont, 1996).

Les études concernant les germes marins se heuftéguemment aux difficultés
d’identification et de caractérisation des bactmnearines a l'aide des outils phénotypiques
disponibles (Austiret al, 1995 ; Aznaret al, 1993), souvent inadaptés car destinés a des
germes clinigues de médecine humaine. Contrairemaege qui s’est fait dans I'étude
épidémiologique d&/ibrio anguillarum pathogéne pour les Poissons (Larseal, 1994), le
sérotypage n'a pas connu chez\l@wrio pathogenes en pénéiculture de développement majeur
méme sur les espéces réputées pathogénes darsslésutégions productrices, comividrio

harveyi

Le typage apparait pourtant étre une approchecphgtiement intéressante dans I'étude
épidémiologiqgue d'un phénoméne pathologique. Dansddre du Syndrome 93, ou les
flambées épizootiques saisonnieres synchrones esuregploitations distantes de plusieurs
centaines de kilomeétres sont séparées par plusearaines a plusieurs mois sans expression
de la maladie, le typage revétait un intérét inaile. De plus, peu d’études sur Mibrio
pathogénes des crevettes Pénéides ont, a ce jo@wg@urs aux techniques moléculaires, qui se
sont pourtant avérées dans nombre d’autres domdieesellentes alternatives pour le typage

a des fins épidémiologiques.
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Deux techniques d’amplification au hasard ont étgites simultanément en 1990.

La technique d’AP-PCR (Arbitrarily Primed PCR, Wrelst McClelland, 1990) utilise une
amorce assez longue (20 a 35 nucléotides). L’aroglibn commence avec deux cycles avec
une température d’hybridation trés inférieure atdmpérature de dissociation. Suivent 35
cycles de forte stringence, garants d’'une bonn®dejtibilité de la technique. L'amplification
intégre des nucléotides radioactiféR), les fragments amplifiés sont généralement digepe
taille (<500 paires de bases) et revélés par alitgeaphie d’'un gel de polyacrylamide,
assurant une forte sensibilité.

La technique de RAPD (Random Amplified PolymorpbidA, Williams et al, 1990) utilise
des amorces de 10 a 15 nucléotides au cours dhapéfigation en stringence moyenne pour
tous les cycles. Les fragments amplifies de 30000 paires de bases sont séparés en gel
d’agarose, et les profils visualisés en fluoreseaqres coloration au bromure d’éthydium.

Il faut noter que dans ces deux techniques I'enkerde 'ADN présent dans I'organisme
étudié (chromosome, plasmide, phage...) contribugrafil obtenu (Grimont et Grimont,
1996).

Ces deux techniques présentent I'avantage de neduassiter de connaissance préalable du
génome de l'organisme a étudier. L'AP-PCR a un poudiscriminant élevé (Welsht al,
1992 ; Perolagt al, 1994) permettant souvent des discriminations aiveau infra spécifique.
Elle a été utilisée avec succes pour typer diversag bactériens (Welsh al, 1992 ; Perolat

et al, 1994 ; Ralptet al, 1993), y compris des espéces du g&fibeio (Martinezet al, 1994).

Notre étude avait pour objectifs :

* 'étude de la prévalence des différentes espbeeseriennes identifiées, et en particulier la
confirmation de la prédominance des deux espéites penaeicida et V. nigripulchritudo

* I'étude de la diversité génotypique au sein deadeux especes majoritaires.

De cette étude de la diversité génotypique, demeaiés épidémiologiques devaient étre
déduits.

[.3.2 : Matériel et méthodes :

La sélection des souches devait permettre de répocces questions. Il convenait donc

d’'inclure au moins une souche de référence de deaales espéces suspectées d'étre
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impliquées, ainsi qu'un échantillon de souches atigges représentant les épisodes de
mortalité du Syndrome 93.

Les souches suivantes ont été incluses dans I'éidgpage :

* Quatre souches de référence choisies sur la Hasetravaux précédents (ribotypes et
hybridations ADN / ADN a I'Institut Pasteur de Parbiotypes au LTDV / CIRAD). Ces quatre
espéces sont\ibrio penaeicidaKH-1" = IFO 15640 = JCM 9123, fournie gracieusement par
le professeur Muroga, Faculty of Applied Biologi&dience, Hiroshima University, Higashi-
Hiroshima, Japan) V. nigripulchritudo (CIP 103195, Collection de I'Institut Pasteury/,
alginolyticus(CIP103336) Y. harveyi(CIP103192).

* Quatre souches ddibrio penaeicidajaponais isolées deenaeus japoniculrs d’épisodes
de vibriose dans cette espéce au Japon ont egdlébdeincluses, souches PO-1, KO-1, PD-A
et KT-1 en plus de la souche type KH-1Ces souches ont également été fournies
gracieusement par le professeur Muroga.

* Les souches “ historiques ” du Syndrome 93, d&éumentées, soit par ribotypie soit dans le

cadre d’infections expérimentales : AM-23 ocohp94
AQ-61 mars 1994
AQ-66 mars 1994
SF-5 janvier 1994
SO-27 octobre 1994
W-1 avril 1994
W-9 avril 1994
W-11 avril 1994
SO-38 mai 1995
SO-65 mai 1995

(ou AM, AQ, SF, SO et W désignent des souches mpiaverespectivement des fermes

Aquamer, Aquamon, Sea Farm, Sodacal et Webuihoone)

Enfin une sélection de souches issues de prélewvsnmannomorphes sur des animaux
moribonds au cours de pics de mortalité de la saismde 1995 sur 4 fermes du Territoire
constituaient la plus grande part des souches égsdiCes souches étaient conservées
congelées au Laboratoire Territorial de Diagnodtietérinaire qui les a mises a notre
disposition. Cette sélection de souches est présatans le tableau 1, qui précise leur origine

(ferme et date de I'épisode de mortalité). L'orgites postlarves ayant servi a ensemencer les
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bassins ou ont eu lieu ces épisodes de mortaliggtyegalement précisée. La localisation
géographique des fermes et écloseries citées éamableau ou dans le texte est précisée sur la

carte en annexe.

Tableau 1 : Origine des souches selectionnées padeitypage moléculaire.

Ferme, bassin et date de prélevement de souchéssdors d’épisodes de Syndrome 93 au

cours de la saison fraiche 1995, et origine degpess ayant servi a 'ensemencement de ces

bassins.

Sea Farm, 2 (ma@b) | FAO, K (mai 95)| Aquamer, G (mai 95)Aquamon, A (juin 95)
SF-100 F-1 AM-101 AQ-102
SF-101 F-2 AM-102 AQ-103
SF-113 F-5 AM-107 AQ-104
SF-116 F-6 AM-108 AQ-105
SF-121 F-11 AM-109 AQ-106
SF-122 F-14 AM-111 AQ-107
SF-125 F-15 AM-112 AQ-109
SF-126 F-24 AM-113 AQ-110
SF-127 F-25 AM-114 AQ-111
SF-140 AM-115 AQ-112
SF-143 AM-116 AQ-113

AQ-114

Origine des postlarves ensemencées dans ces bas@nkserie et n° de nursery)

Ecl. Montagnés Ecl. Montagnés | Ecloserie de Mara Ecl. Montagnés
M 102 M 100 & M 101 M 99 & M 100

Les ADN ont été extraits au phénol chloroforme sdbtechnique décrite par Brenredral.
(1982), ainsi gu’avec une technique plus rapideigépar Boomet al. (1990). La technique de
typage utilisée est celle de 'AP-PCR (Arbitraftyimed Polymerase Chain Reaction, Welsh et
McClelland, 1990) qui permet, a l'aide d’amorceditanires, de générer des profils
électrophorétiques qui peuvent étre utilisés pamnmarer les micro-organismes au niveau de

I'espéce ou au sein de la méme espece.
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Techniqgue :amplification a I'aide d’amorces arbitraires, d&ts 1l de milieu réactionnel, a
travers deux cycles en faible stringence (annealmd minutes a 40 °C), puis 35 cycles de
plus forte stringence (annealing d’'une minute &@P Les ADN amplifiés récupérés sont mis
a migrer a froid (en gels d’agarose, révélés auriBre d’Ethydium sur table UV) puis, pour
plus de sensibilité et de précision, a chaud (els g polyacrylamide révélés par
autoradiographie suite & un marquage3#°] dCTP de 'ADN amplifié).

Sept de ces amorces arbitraires ont été testéssutapremier temps (a froid) KF, KN, RSP,
KZ, KpnR, KG et SP. Le détail des conditions de P&Rsi que les séquences des amorces

utilisées sont données dans I'annexe technique.

[.3.3 : Résultats :

Choix des amorces :

Trois amorces ont été conservées pour I'étude &adchaRSP et SP du fait des profils
électrophorétiques riches qu’ils généraient, préaagun fort caractére discriminant et KF qui
permettait, déja lors des électrophoréses a famddifférencier des sous-groupes au sein de
'espéce Vibrio penaeicida La figure 2 présente l'autoradiogramme des ofil

électrophorétiques obtenus sur les souchéé genaeicidavec I'amorce SP.

Identification des especes :

L’identification des espéeces est permise par chades trois amorces sélectionnées lorsque la
souche de référence de I'espéce correspondantekste dans I'étude. Ainsi :

* trois isolats : AQ 114, W 9 et W 1 n'ont pas &téntifié,

* trois isolats : AQ 61, AQ 66 et SF 5 corresportdeyi. alginolyticus

* deux isolats : AQ 113 et W 11 correspondekt &arveyj

* sept isolats : AM 102, AM 109, AM 114, AM 115, 17, SO 38 et SO 65 correspondent a
V. nigripulchritudq

* enfin, les 42 autres isolats correspondexit penaeicida

Résultats d’intérét épidémiologique et discussion :

* Les V. penaeicidgaponais peuvent étre différenciés des Néo-caléderavec chacune des
trois amorces. Ces différences portent sur desmieags nombreux et stables entre les

différents isolats de chacun des deux groupes maiia Ceci ne permet pas de prouver
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formellement que le¥ibrio penaeicidade Nouvelle-Calédonie ne proviennent pas d'une
importation, mais rendent cette hypothése peu jeba

* Tous les isolats (43) provenant des 4 pics detalitd¥ de 1995 ont été identifiés a
V. penaeicidaou aV. nigripulchritudq a I'exception des souches AQ-114 non identifite,
AQ-113 identifiée &/. harveyi Cette observation confirme le réle majeuMilerio penaeicida

et deV. nigripulchritudodans la pathogénie du Syndrome 93.

* Toutes les souches identifiées/anigripulchritudoproviennent de Sodacal ou d’Aquamer.
Vu le nombre important de souches étudiées paruad) il est fort probable que I&brio
nigripulchritudo pathogenes sont absents des autres sites étddigspins au moment des
prélevements étudiés ici. Dans I'hypothése ou absi®emination n’aurait toujours pas eu lieu,
des mesures zootechniques devraient étre prises,cédaines seront exposees plus bas au
paragraphe 1.3.4.

* || a également été possible de différencier dasssgyroupes au sein d¥s penaeicidaNéo-
calédoniens. Les sous-groupes sont présentés dadsndrogramme suivant en figure 3
résumant les résultats (ou les distances repré&semig correspondent pas a des distances

génétiques).
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Japon |Aquamer | | FAQ sea Farm et Aguamon

Figure 2 : Autoradiogramme des profils électrophoréques obtenus avec I'amorce SP.
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3 amorces SP RSP RF

KH-1 1989
KO-1 1986

PO-1

PD-A
KT-1 1986
| sF101 | mar-95

Japo
F1 mai-95
F2 mai-95
F5 mai-95
F11 mai-95
F14 mai-95
F 15 mai-95
F 24 mai-95
F 25 mai-95
V. penaeicida

AQ 102 jun-95
AQ 103 jun-95
AQ 104 jun-95
AQ 105 jun-95
St Vince AQ 106 jun-95
AQ 107 jun-95
AQ 109 jun-95
AQ 110 jun-95
NC AQ 111 jun-95
AQ 112 jun-95

SF 126 mar-95
SF 127 mar-95

SF 100 mar-95
SF 113 mar-95
SF 116 mar-95
SF 121 mar-95

Moindou SF 122 mar-95
SF 125 mar-95
SF 140 mai-95
SF 143 mai-95
AM 23 oct-94

AM 101 mai-95
AM 107 mai-95
AM 108 mai-95
AM 111 mai-95
AM 112 mai-95
AM 113 mai-95
AM 116 mai-95

Figure 3 : Dendrogramme des types déduits des pridiélectrophorétiques en AP-PCR.

[.3.4 : Discussion :

L’analyse des sous-groupes ainsi différenciés pedeenontrer :
* La distinction majeure entre les isolats japongtides isolats de Nouvelle-Calédonie déja

signalée et discutée ci-dessus.
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* La distinction de deux sous-groupes geographigoesespondant d'une part aux isolats de la
ferme Aquamer (groupe « Moindou »), d’autre pant molats des trois autres fermes, toutes
trois situées en baie de Saint-Vincent (groupeirtSancent »).

* La stabilité temporelle du groupe « Moindou »,igoue la souche AM-23, prélevée en
octobre 1994, apparait identique aux autres soymiéés/ées en mai 1995).

* Au sein du sous-groupe « Saint-Vincent », desogdes communs a deux fermes (Aquamon
et Sea Farm), prouvent une relative communautéatteogenes entre ces deux fermes situées
aux deux extrémités de la baie.

L’origine des postlarves des bassins ensemencésplus haut, Matériel et méthodes) laisse
demeurer I'hypothése que ces types correspondiédtiaserie d'origine. La figure 4 ci-aprés
présente la répartition des types\depenaeicidaqui auraient du étre observés dans le cas ou
les postlarves seraient a l'origine de la contatiwnades bassins de grossissement. La
comparaison du dendrogramme présenté en figure e8 #aorigine précise des lots de
postlarves infirme cette hypothése (comparaisonrdéigd ci-aprés), ce qui prouve que ces
postlarves ne sont pas a l'origine de la contananates bassins. Il apparait donc que la source
commune de contamination pafibrio penaeicidaest trés vraisemblablement I'eau de
pompage.

Le statut des autres fermes de grossissement ditoilrern’est pas connu en terme de présence
et de variabilité génétique dasbrio pathogenes étudiés. La répartition spatiale des de
espéeces majoritaires étudiées devrait étre préaseparticulier la présence ou I'absencé&/de
nigripulchritudo sur les autres sites (Webuihoone, Blue Lagoon §afénéide de Ouano,
Bassins de Dumbéa), mais aussi sur les lots déegésides écloseries.

Il conviendrait en particulier d'évaluer rapidemelais risques de dissémination dé
nigripulchritudo & partir des fermes ou sa présence a été momaémesure prioritaire a
mettre en ceuvre semble étre de proscrire les éebad@nimaux juvéniles ou adultes
(notamment géniteurs) entre fermes ou écloseriescads d’absolue nécessité, ces échanges
pourraient avoir lieu, s’ils étaient précédés d'iamibiothérapie ciblée et dont I'efficacité
devrait étre montrée par des analyses de sersithdi souches bactériennes présentes.

Les échanges de postlarves ne semblent pas agojusgju’au moment de I'étude la cause
d'une dissémination des deux espéces pathogenesinesj Aucune mesure stricte ne peut
donc étre donnée a cet égard, mais la prudence perterable : les échanges de postlarves

entre écloseries et fermes de baies différentebleabdonc déconseillés.
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Enfin, concernanV. penaeicidales travaux japonais (De la Peétaal, 1995) confirmés par
nos travaux sur les souches calédoniennes moninensurvie dé/. penaeicidan eau de mer
tres longue (supérieure a 12 mois pour les trayaponais, au moins égale a 14 mois pour les
travaux de la SASV)... Cette conclusion, ainsi gekes de cette étude font de la vibriosé. a
penaeicidaune pathologie contagieuse véhiculée par I'eainstdllée de fagcon enzootique sur
les sites ou se trouve le pathogene. Les moyehstdezoosanitaire apparaissent dés lors trés
limités.

Par rapport aux travaux précédents réalisés enopfpte, ribotypie et en hybridation ADN /
ADN (Costaet al, 1998b), notre étude est en accord sur les résulfadentification des
especes, mais elle offre un niveau de discrimingtias élevé. La démarche adoptée ici (ou 43
des 61 souches étudiées n'ont été choisies qudasbase de leur implication dans le
phénomene morbide) améne a distinguer plusieupegtdans le travail effectué : apres une
étape d’identification en terme d’espéce (effectag@ecours de la présélection des amorces a
froid), I'étude des groupes majoritaires a chaudngt le typagesensu strictonécessaire a
'aspect épidémiologique de I'étude. Cette démarnbBeessite d’intégrer dans I'étude les
especes de référence adéquates a titre de congparat®ndition indispensable a
I'identification des isolats de terrain. Elle a bdérmise par lidentification des especes
majoritaires au cours de travaux précédents. Eat,edficune base de données ne peut étre
consultée pour comparer les profils électrophouétsgen AP-PCR a ceux de souches de
référence, alors qu’une telle base existe pourthesypes de¥ibrio spp a I'Institut Pasteur de
Paris. Cette démarche apparait donc intéressamepant dans un temps limité d’effectuer
une étude relativement poussée d’'un phénomenendifitation puis de typage en un nombre

limité d’étapes.
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RSP

KF

KH-1
KO-1
PO-1

Japo

V. penaeiciaa |

St Vince|

NC

Moindou

PD-A
KT-1

|| sFi1o01

F1
F2
F5
F11
| F14
F 15
F 24
F 25

AQ 102
AQ 103
AQ 104
AQ 105
AQ 106
AQ 107
AQ 109
AQ 110
AQ111
AQ 112
SF 126
SF 127

SF 100
SF 113
SF 116
SF 121
SF 122
SF 125
SF 140
SF 143

AM 23
AM 101
AM 107

AM 108
AM 111
AM 112
AM 113
AM 116

Figure 4 : Comparaison entre le dendrogramme obtenpar I'étude de typage et un dendrogramme hypothégue correspondant au

Japon

/

\

N-C.

KH-1
Ko-1
PO-1

/

Montagnés

Ecl. de Mara

cas ou les postlarves seraient a 'origine de lam@mination des bassins.

nursery n°

MM 99

nursery n°

M 100

/

nursery n°

M 101

nursery n®

M 102

PD-A
KT-1

AQ A

AQA
FAD.K

FAOK

aF.2

AM 23
AM 101
AM 107

AN 103
AN 111
AM 112
AN 113
AM 116
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I.4. Suivi épidémiologique deVibrio penaeicidadans les différents compartiments de

I'élevage de crevettes par amplification génigue

Le Syndrome 93 a un caractere saisonnier marguéang la rentabilité des élevages hivernaux
tres aléatoireVibrio penaeicidaest considéré comme 'agent étiologique majeur yhdfome

93, comme I'a montré I'étude présentée précédemrukm suivi épidémiologique vaste de ce
pathogene, concernant les différents compartimdat$élevage et les différents stades de
développement des crevettes, s’est avéré nécesgail@e meilleure compréhension du
phénomene. Cette étude, du fait du caractere saggate la maladie, a été entreprise sur une
année compléte. Elle a débuté en 1998 et s’estpimie sur 2 élevages de chacun des bassins
étudiés.

La connaissance du mode de transmissioNibdgo penaeicidaet de sa dynamique dans les
différents compartiments des élevages pourraitfien germettre la mise en ceuvre de moyens
de prévention ou de lutte permettant de limitempact du Syndrome 93 dans les élevages

hivernaux, voire la mise en place d’'un plan deigestoosanitaire.

[.4.1 : Matériel et méthodes :

L’étude porte sur quatre bassins localisés dangetieges réparties le long de la cote Ouest de
la Nouvelle-Calédonie, ainsi que sur les quatr@si&ries en activité. La figure 5 suivante

présente la localisation géographique des sitekéstu

Figure 5 : Localisation des sites étudiés.

‘ Ferme de grossissement étudiée

O Ecloserie étudiée N

1

0 50 100

m
Webuhoone -

Blue Lagoon Far
et écloserie du Nord
Pénéide de Ouano

Aguarner SASV et ecloserie

Sodaral et adloreria de Mars
Sea Farm

FA0
Aruaranm et eclorerie de Mot grée

Bassins de Dumbéa et écloseri
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Tous les compartiments pouvant jouer un rble dervés ou de vecteur de I'agent pathogene,

ainsi que I'néte a divers stades de développenoenté&udiés :

* L’eau de pompage, I'eau des bassins, 30 ml sorttiitggés pendant 15 minutes a 5 000 g.
L'extraction des acides nucléiques (méthode du &heloir annexe) est réalisée sur 10
microlitres du culot de centrifugation obtenu.

* Le sédiment des fonds de bassins en cours d’éleeagdebut et en fin d'assec est prélevé
par carottage au niveau du moine de sortie. llpésté dans un tube de verre stérile,
fortement mélangé au vortex, puis laissé 15 mineita$ron & décanter. Dix microlitres de
surnageant sont utilisés pour I'extraction desexcilicléiques.

* Les animaux tout au long du cycle d’élevage sontliés selon leur taille : Les larves,
postlarves et les animaux de taille inférieure @ font étudiés par extraction des acides
nucléiques depuis 10 microlitres d’un broyat d’eami 100 individus pour les larves au
stade Nauplius a 10 individus pour les juvénilexches de 2 g de poids individuel. A partir
du poids moyen de 2 grammes, dix crevettes présigaees (ne montrant aucun signe de
faiblesse) sont prélevées a I'épervier au niveauntine de sortie deux fois par mois.
L’hémolymphe est ponctionnée dans le sinus veetrahélangée a un volume équivalent
de solution anticoagulante (voir annexe). Ce pexigant est conservé sur glace jusqu’au
laboratoire ou 10 microlitres sont utilisés poextraction des acides nucléiques.

L’étude des différents compartiments utilise lahtéque de I'amplification génique a l'aide

d’un oligonucléotide dirigé contre une séquencd’ AIBNr de Vibrio penaeicida(Saulnieret

al., 2000). Les détails du protocole (cycles, volur@actionnel...) de PCR sont précisés en

annexe. Les réponses attendues sont de type gjtialit@résence ” ou “ absence ” débrio

penaeicidalLe résultat négatif (« absence ») correspondasoite absence du pathogéne, soit a

une présence en tres faible quantité (corresporadanimite de sensibilité du test).

Les parametres physico-chimiques matinaux (temperatsalinité, oxygene dissous) des

bassins suivis et les éléments zootechniques (dedgnsemencement, dates et importance

des mortalités, vitesses de croissance, taux @eiveflement journalier, évolution de la survie)
nécessaires a l'interprétation des résultats saardisposition par les fermes concernées.

La flore hétérotrophe totale est évaluée par éwmeénde 100 pl d’'une dilutioad hocsur

milieu de ZoBell (voir annexe) de I'eau d’adductiendes bassins étudiés au cours de chaque

prélevement (lecture aprés une semaine d’incubatorB0°C). La flore présomptive

Vibrionaceaeest évaluée avec la méme fréquence par étaleradi@pl d’eau d’adduction et
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des bassins sur une boite de TCBS (voir annex&(ke apres 24 heures d’incubation a 30°C,
Moriarty, 1998).

1.4.2 : Résultats et discussion : exemple du suigliun bassin

La ferme aquacole Blue Lagoon Farms est situéastommune de Koné, au bord de la plage
de Foué. Cette ferme de 83 ha comporte 21 badsiisifés pour I'aération. Sa premiéere mise

en eau date du mois d’aolt 1996. Pour des raisolépéndantes du Syndrome 93, les premiers
élevages menés sur cette ferme n'ont pas donné@&gldtats satisfaisants. Cette ferme est
actionnaire de I'écloserie du Nord, également sitsidr le site de la plage de Foué, et y achéte
la quasi totalité des postlarves nécessaires rssmmencements. En préalable a ce suivi
épidémiologique, la présence d4ébrio penaeicidasur ce site a été confirmée par des

prélevements réalisés sur des géniteurs de I'éxtode Nord.

Le bassin suivi, d'une surface de 3,9 ha a éténemseé le 9 février 1998 avec 790 000
postlarves produites a I'écloserie du Nord, comesiant a une densité de 20 PL / m2. Ce
bassin avait subi un assec de 24 jours au coursetiu0% de la surface avait pu étre
labourée, malgré la présence d’humidité sur emv2@¥ de la surface du bassin, en bordure de
digues. La mise en eau a eu lieu 10 jours avansémencement. Le bassin a été fertilisé au
cours de la phase 0-1 gramme. Deux puis troiseésatle 3 chevaux ont été utilisés au cours
de I'élevage. Le bassin a été péché en 3 pécle$8lgiin, 15-16 juillet et la péche finale a eu

lieu le 5-6 aolt 1998. L’élevage a duré 184 jours.

Aucun épisode de mortalité ne nous a été signatdars de I'élevage. De fait, la mortalité n'a
pas pris de forme épizootique sur ce bassin ebiebne de crevettes moribondes trouvées au
bord ou sur les mailles du moine de sortie a tagj@ié limité. Le graphique 5 ci-dessous
présente la température, la mortalité observéa sutvie estimée (communiquées par Blue
Lagoon Farms). Une mortalité anormale a été sugppagél'éleveur sur la période du 19 mai
au ler juin, qui est également présentée sur @higpae (la survie estimée passe de 61% a 56
%). La concordance entre les épisodes de mortdliiés chutes rapides de température permet
d’attribuera priori cette mortalité au Syndrome 93, bien qu’aucuneette moribonde n’ait pu

étre étudiée.
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La péche du bassin s’est effectuée en 3 fois. lrdestdinale est de 45,3 % pour un poids
moyen pondéré de 24,2 grammes et un indice de csiame(rapport du poids de l'aliment
distribué au poids de crevettes produit) de 2,98t (@dice relativement élevé indique

probablement qu’une mortalité a eu lieu au delaad2lgrammes de poids moyen.

Graphique 5 : Données zootechniques relatives alb¥age dans lequel s'est effectué le

suivi épidémiologique deV. penaeicida
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Les résultats des amplifications géniques sur éasdiymphes des crevettes présumées saines
sont présentés dans le graphique 6 ci-dessous.fddiee proportion d’animaux porteurs de
Vibrio penaeicidaest détectée des la fin du mois de mars.

Ces resultats suggerent que la mortalité discudita gffecté ce bassin a plusieurs occasions est
due aVibrio penaeicida Malgré une incidence parfois élevée de portearsalpathogéne, la
survie finale de ce bassin est de 45 %, ce qui démdexistence de porteurs sains\dbrio

penaeicidasoulignant 'importance des facteurs déclenchamartalité.
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Graphique 6 : Evolution de la prévalence d&/. penaeicidaet mortalité dans I'élevage
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Au niveau des eaux de pompage et du baSsipenaeicidast détecté plusieurs fois au cours
de I'élevage. Ainsi, les 9 et 24 février, 23 aetill6 juillet, il est détecté dans I'eau de
pompage. Il est de méme détecté dans I'eau dunbass® février, 25 mars, 10 avril, 5 juin, 2
et 16 juillet. Aucune relation avec la prévalentedividus porteurs, avec la flore bactérienne,

ou avec les variations de température n’a pu éige an évidence.

1.4.3 : Synthése et conclusions :

Ce suivi deVibrio penaeicidadans les animaux et les compartiments de I'élegagée bassin

3 de la ferme Blue Lagoon Farms permet de montrer :

» La présence d’animaux porteurs sains, puisque daafgnce atteint 10 animaux sur 10
étudiés. Or, la survie finale de 45% montre qu'gn@nde partie de ces animaux porteurs a
survécu sans exprimer la maladie. Cet aspect smulige fois encore I'importance que doivent
revétir les facteurs déclenchant la maladie, etgdbrtance d’apporter un confort optimal a
I'animal en élevage, afin de maintenir cet équdibntre I'agent pathogéne et son héte.

» La présence relativement fréquente\dgenaeicidadans I'eau de pompage, faisant de ce
compartiment une voie d’entrée du pathogene détessbige probablement importante.

» La comparaison des prévalencesMilerio penaeicidadans les hémolymphes des crevettes
de ce bassin avec celles observées dans les hépt@grdes crevettes d’'un autre bassin étudié

permet de constater que pour ces deux bassins ensésnpresque simultanément, I'évolution
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des prévalences est comparable. La contaminatisrcrdeettes pourrait avoir été simultanée
dans ces deux bassins dans la période entre l&¢ [€82&6 mars. On note au cours de cette
période une chute de température marquée dansoasbdssins. Cette chute de température
dans les bassins pourrait coincider avec une aughmnponctuelle des concentrations ou de
la virulence deVibrio penaeicidadans I'eau des bassins. La présence/deenaeicidaest
d’ailleurs montrée dans le prélevement d’eau dgibatu 25 mars. Cette hypothése demeure a
confirmer ou infirmer par les résultats de suiwas dutres élevages.

* Au niveau des pratiques zootechniques, il estestant de noter que la survie obtenue sur
ce bassin est bonne malgré une saison d’ensemenmicdgfavorable. Cette bonne survie peut
étre expliquée par deux éléments, qui sont d'ume lpaclémence de la saison froide 1998,
d’autre part, et de fagon intéressante, la ded&igsemencement modérée pour un bassin aéré
(20 PL/m?2). Quatre élevages de Blue Lagoon Farrsereancés début février et péchés entre
juillet et aoGt ont donné des survies équivaleritass les quatre avaient été ensemencés a des
densités considérées comme modérées pour desdadseds (2 bassins a 20 PL/m2? ; 2 bassins
a 25 PL/m3).
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Chapitre |l : Facteurs de virulence desVibrio responsables de mortalité de

crevettes d’'élevage en Nouvelle-Calédonie

Les pathologies attribuées a des bactéries du géibréedo sont des maladies majeures en
aquaculture marine. Ce type de pathologie est réneachez toutes les especes marines
élevées. La “ maladie de I'anneau brun ” de la tae, la “ vibriose d’eau froide ” chez les
Salmonidés et d’autres poissons d’élevage, les reusbs vibrioses des stades larvaires ou
adultes chez les crevettes Pénéides en sont qaedgeeples. Les facteurs de virulence ou de
pathogénicité de¥ibrio ont été bien étudiés chez certaines especes, maaircelles qui
présentent un caractére anthropozoonotique tels \(jbdo cholerae V. vulnificus V.
parahaemolyticuou V. damselamais aussi chez des espéces dont le pouvoir patbhogst
limité a des especes aquacoles. Ainsi ciegalmonicidaresponsable de la “ vibriose d’eau
froide ” (Wiik et al, 1989), che2/ tapetis(ou “ Vibrio P1 ") responsable de la “ maladie de
'anneau brun” (Borreget al, 1996). C’est che¥. anguillarumespece dont de nombreuses
souches sont pathogene pour les poissons quedegg@nd nombre de travaux ont été menes.
Ainsi, des facteurs cytotoxiques (Krovaatkal, 1987) et hémolytiques (Torangebal, 1983 ;
Kodamaet al, 1984) ont été mis en évidence, des systemesadsport du fer (Kostest al,
1991 ; Concha®t al, 1991). De plus, il a été mis en évidence chete cespece que de
nombreux genes liés a la virulence avaient un saptesmidique (Crosat al, 1977 et 1980).
Par la suite, ce “ plasmide de virulence ” a étaatarisé, baptisé “ pJM1 ” et largement étudié
comme traceur épidémiologique (Olsen et Larsenp1%edersen et Larsen, 1995 ; Gigs
al., 1995...).

A l'opposé, ce n'est que trés récemment que queltpawaux ont été publiés concernant les
facteurs de virulence ou de pathogénicitéd/dwio impliqués dans des pathologies de crevettes
(Leeet al, 1997 et 1999 ; . Liu et Lee, 1999).

La connaissance des facteurs de virulence deVie® et de leur support moléculaire est
pourtant de premiére importance, puisqu’elle poapporter des éléments déterminants a des
domaines aussi variés que la mise au point d’odiflgnostiques, les études épidémiologiques

et la sélection génétique d’animaux résistants.
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I1.1. Virulence de Vibrio penaeicidaen fonction du stade de développement de

Litopenaeus stylirostris

Publication n°2

Les vibrioses constituent une cause majeure deatitéridans les élevages aquacoles, et
notamment en élevage de crevettes Pénéides. Cedg/pmthologie atteint aussi bien les
élevages larvaires que les élevages de grossissdiightner, 1988 a). Néanmoins, les
souches impliquées dans les vibrioses larvairaekgs responsables des vibrioses chez les
animaux en grossissement, méme quand elles appeatiea la méme espéce, sont rarement
identiques. Ainsi, Mohnegt al. (1994), comparant des souchesvilerio harveyiresponsables
de vibrioses larvaires et de grossissemerntitpenaeus vannamen Equateur constatent que
ces souches sont différentes. De méme, en NouRel&donieVibrio penaeicidaresponsable

du Syndrome 93, affecte les élevages de crevaiteswars de la phase de grossissement mais
n'a jamais été impliqué dans des événements pajigoles touchant les phases d’élevage
larvaire et d’'acclimatation. Il semble donc proleafle la sensibilité aux agents étiologiques
du Syndrome 93 n’apparait qu'aprés un certain tedigkevage, ou a un certain stade de
développement (anatomique, physiologique...) dahial. Il nous a donc semblé intéressant de
rechercher a partir de quel stade de développehi@penaeus stylirostrislevenait sensible a
Vibrio penaeicida Ceci a été étudié a 'aide d’infections expéritates utilisant la souché.
penaeicidaAM 101.

[1.1.1 : Matériel et méthodes :

Les postlarves sont habituellement nommées enifamde leur age en jours depuis le premier

stade postlarvaire, exprimé sous la forme Pn, @stle nombre de jours depuis le premier

stade postlarvaire. Les infections expérimentabed s2alisées sur des postlarves de trois lots
provenant des écloseries de la Station d’Aquaatiier Saint Vincent et de Mara. Les juvéniles

utilisés pour ces essais proviennent de bassigsodgissement de la SASV.

Sur ces différents lots de postlarves, 12 sériggettions expérimentales ont été réalisées sur
des P17, P19, P23, P27, P31, P33, P38, P40, P44PBSG et P67.

Afin d’étudier la sensibilité des postlarves endibon du stade de développement et non en
fonction de I'age, les postlarves sont caractésiges leur stade postlarvaire moyen. Celui-cCi

est déterminé par I'observation des formules riesrévoir annexe, d’apres Le Balle, 1989) de
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30 a 60 postlarves du méme lot le premier jouridéettion. Il existe 9 stades postlarvaires
chezL. stylirostrisnommeés PL1 a PL9. Les animaux ayant une form@eale définitive sont
comptabilisés comme « PL 10 » pour ce calcul.

Les postlarves sont stabulées en aquarium ou erb®&@an jusqu’'a I'dge requis pour les
infections expérimentales. Pendant cette duréess effont nourries avec de laliment
commercial concasseé.

Les postlarves et juvéniles sont acclimatées as fdud 24 heures avant linfection a la
température de la salle thermorégulée (26 a 28 AB)es comptage individuel, elles sont
rincées a I'eau de mer stérile et placées en uakgdrimentales remplies avec de I'eau de mer

(salinité 33 a 36 %o) filtrée sur 0,2 um et autoékav

Vibrio penaeicidasouche AM 101 est cultivée en bouillon de ZoBalhgant 24 heures a
température ambiante en agitation permanente. @ehtons de culture permettent d’atteindre

la phase de plateau dans cette durée.

Chaque série d’infections met en jeu 3 ou 4 traéteiside 48 heures a la température de la salle

» Balnéation dans une suspensionMilerio penaeicidasouche AM 101 correspondant a 1%
d’'une culture de 24 heures en bouillon de ZoBdit(40ml d’'une culture pure par litre)
appelée traitement “ pur ”,

» Balnéation dans une suspension\dbrio penaeicidasouche AM 101 correspondant a
0,1% d’une culture de 24 heures en bouillon de AdqBeit 10ml d’une culture diluée au 1/10)
appelée traitement “ 1/10 ",

» Ces deux traitements constituent donc les lot$ecbés .

» Balnéation dans 1% de bouillon de ZoBell stérileit(40ml d’un bouillon ZoBell stérile
par litre) appelée traitement “ ZoBell 7,

e Témoin sans traitement, appelé traitement “ Térhoin

La dose infectante réelle est calcuééposterioria partir du comptage sur boites de Pétri des
colonies formées par I'étalement de 100u| de dihgidécimales du bouillon initial.

Les traitements sont réalisés en réplicats (3 odpHcats par traitement) de 15 postlarves. Les
unités expérimentales sont des bouteilles Pyrex0@eml pour les jeunes postlarves. Pour les
animaux plus grands des béchers de 1 litre sdigasti L’'oxygénation est assurée par bullage a

I'aide d’'une pipette. L'alimentation au cours dacklimatation et au cours des infections est
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constituée de Nippai® concassé d’'une granuloméntaptée distribu@d libitumen 2 a 3
distributions quotidiennes.

A l'issue des 48 heures d’exposition aux différemastements, les postlarves survivantes sont
comptées dans chacune des structures expérimentales

Des témoins positifs sont réalisés pour chaquee s#infections expérimentales, afin de
vérifier le pouvoir pathogéne de la souche : 10vettes juvéniles (5-15 g) stabulées en
aquarium sont infectées par injection intramusceldie 50 pl d’une dilution 10 La série

d’infections n’est validée que si la mortalité a@es quvéniles est totale en 36 heures.

Lors de la derniére série 5 réplicats de 7 crevette 1,5 g, provenant d'un bassin de
grossissement subissent les traitements “ puiTérfioin ” et “ ZoBell ” dans des béchers de 3
litres, a partir de la méme culture d’AM 101, et &a1méme durée de 48 heures. Ce bassin
avait été ensemencé avec des postlarves du mémedatkelles utilisées pour la derniere série
(&ge P67). Leurs différences de stade de dévelogmtest de taille sont attribuables aux
conditions d’élevage. Cet essai supplémentaire @& pbjectif d’évaluer la sensibilité de
juvéniles dans les mémes conditions expérimentaiesde vérifier si ces conditions
expérimentales ne conduisent pas a une toxificalesnenceintes expérimentales. La biomasse
utilisée dans ces essais est de 5,8 g/l, alordlguia jamais dépassé 3 g/l dans les essais sur
les postlarves. Cette charge de 3 g/l a été obtiensielu dernier essai, ou les postlarves testées

avaient un poids moyen de 0,20 g.

Pour l'analyse des résultats, les données sontidgsees comme suit pour le traitement

statistique.

Les survies sont transformées | Survietransformé = Arcsinus(4/ fréquencede survie

Les stades postlarvaires moyens sont groupés gsecla

PL4aPL6(*PL4a6"), PL7aPL8(*PL7a8"), PL8aPL8,5 (“PL8a85"),
PL85aPL9 (“PL8,5a9"), PL9aPL95("P&9,5") et PL > 95 (“PL
>9,5").

Les résultats sont analysés a I'aide du logiciat\Bew®.
[1.1.2 : Résultats :

Les doses infectantes varient entre 6. 8e2@,3.16 CFU/m.
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Sur I'ensemble des infections réalisées, I'analgisevariance montre que les traitements
“ZoBell ” et “ Témoin ” ne sont pas statistiquemelifférents. (Les valeurs de p inférieures a

0,05 témoignent d’écarts significatifs.)

Tableau d’ANOVA pour Survie transformée
DDL  Somme des carrés Carré moyen Valeurde F  Valeur de p
traitement (3) 2 2.583 1.291 23.156 <.0001
Résidus 281 15.670 .056
PLSD de Fisher pour Survie transformée
Effets : traitement (3)
Niveau de signif. 5%
Ecart moyen  Ecart critique  Valeur de p
Infecté, ZoBell -.194 .064 <.0001( S
Infecté, Témoin -.188 .076 <.0001( S
ZoBell, Témoin .006 .084 .8894

Afin d’augmenter la puissance statistique, ces dmitements sont donc regroupés par la suite

sous la méme dénomination “ Témoin ”.

Le traitement statistique correspond donc a la @aipon de 2 traitements “ Témoin” et
“Infecté ", effectué grace a un test t de Studenteci pour chaque classe de stade postlarvaire
moyen. Ce test présenté ci-dessous montre quentabdié a l'infection expérimentale par

Vibrio penaeicidasouche AM 101 apparait a partir du stade posii@waoyen PL9.

Test-tséries non appariées pour Survie transformée
arable “groupe” : traitement (2)

Eclaté par : stade (classes)

Ecart théorique =0

Ecart moyen DDL t p

Infecté, Témoin: Total -.191 282| -6.814 <.000]
Infecté, Témoin: juvénile (2.5g) -.742 13 -9.627] <.0001
Infecté, Témoin: PL 486 -.044 33| -.706] .4844
Infecté, Témoin: PL 7a8 -.104 32| -1.606 .1181
Infecté, Témoin: PL 8,539 -.076 22| -.898| .3787
Infecté, Témoin: PL 8a8,5 -.082 38| -1.221] .2299
Infecté, Témoin: PL 939.5 -.223 87| -5.540[ <.0001
Infecté, Témoin: PL >9,5 -.380 45| -5.698| <.0001

Néanmoins, cette sensibilité, si elle est acquésele stade postlarvaire moyen PL9, ne semble
pas étre maximale deés ce stade. En effet, le thsStudent ci dessous montre que la mortalité
obtenue chez les juvéniles de 2,5g de poids mogemis au méme protocole d’infection est

supérieure a celle obtenue chez les postlarveltdedont le stade moyen est supérieur a PL9.
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Test-t séries non appariées pour Survie transformée
Variable “groupe” : stade (classes)
Eclaté par : traitement (2)
Ecart théorique =0

Ecart moyen DDL t p
juvénile (2.5g), PL 9a29.5: Total -0.20 77 -2.61 0.0110
juvénile (2.5g), PL 929.5: Infecté -0.53 29 -6.3¢ <0.0001
juvénile (2.5g), PL 929.5: Témoin -0.07 46 -1.05 0.2970
juvénile (2.5g), PL >9,5: Total -0.17 48 -1.63 0.1098
juvénile (2.5g), PL >9,5: Infecté -0.34] 15 -3.33 0.0046
juvénile (2.5g), PL >9,5: Témoin -0.10, 31 -1.23 0.2249
PL 9a49.5, PL >9,5: Total 0.03 971 0.51 0.6095
PL 9a9.5, PL >9,5: Infecté 0.19 36 2.78 0.0047
PL 9a29.5, PL >9,5: Témoin -0.02 59 -0.4$ 0.6589

Il apparait donc que les jeunes postlarves ne pastsensibles a l'infection expérimentale,
alors que les postlarves plus agées le sont. Ausiu’a un stade postlarvaire moyen de PL 9,
la survie n'est pas différente dans les lots ifeat dans les lots témoins. A partir de PL 9, la

survie est significativement affectée par I'infecti

[1.1.3 : Discussion et conclusion :

Les stades postlarvaires moyens inférieurs a Plor@espondent a une faible proportion
d’animaux ayant une formule rostrale définitivepértir de PL 9, une proportion importante et
croissante des animaux a acquis une formule resti&finitive, ces derniers devant alors étre
considérés comme des juvéniles. On peut donc cemesidue I'acquisition de la sensibilité a
I'infection par Vibrio penaeicidasouche AM 101 coincide avec l'acquisition de larfole
rostrale définitive. Il apparait ainsi que les farstes ne sont pas sensibles a cette infection,
alors que les juveéniles le sont. La mue imagingle fait passer la crevette du dernier stade
postlarvaire au stade juvénile caractérisé par famaule rostrale définitive) correspondrait
donc a une métamorphosensu strictps’accompagnant de modifications physiologiques et
ou immunologiques responsables de I'acquisition ce¢te sensibilité. Cette acquisition
“brutale ” de la sensibilité a un pathogene évotpugossibilité d’existence de récepteurs
membranaires qui seraient impliquées dans un n&oande virulence d¥ibrio penaeicida

souche AM 101 a I'égard de stylirostris

Au niveau de la gestion pratique du Syndrome 938¢seltat implique que les ensemencements
des bassins, frégquemment réalisés avec des pestl@unes (50% de formules rostrales > 5/0,

ce qui correspond a 50% d’animaux ayant atteirgtdele PL7, donc a un stade postlarvaire
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moyen inférieur ou égal a PL7) ne présentent passdae de déclenchement par le stress du
transfert d’une vibriose due\a penaeicida

A l'opposé, ces résultats permettraient d’expligesrmauvaises survies qui ont été observees
lorsque des transferts de juvéniles d'un a deumngres pré-grossis en bassins a plus forte
densité avaient lieu en saison de transition eihlsle que ces mortalités suivant les transferts
de juvéniles soient objectivement attribuables a vibriose aV. penaeicidaet qu'elles ne
seraient pas notablement diminuées par un trangikrs précoce. La technique de
prégrossissement, qui permet pourtant un meilleaux td'utilisation des bassins de

grossissement trouve donc une limitation dans o&egte pathologique.
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I1.2. Etude de la toxicité des surnageants de culta de souches d¥ibrio spp. pathogénes

pour les crevettes Vibrio penaeicidasouche AM 101V. nigripulchritudo souche AM 102,

V. alginolyticussouche SF 5.

Publication n°3

On distingue deux types de toxines bactériennes edotoxines et les exotoxines.

Les endotoxines correspondent a une fraction depdei des bactéries Gram négatif,
lipopolysaccharide ou LPS. Ces endotoxines sont diges a la cellule bactérienne. Leur
action sur un organisme varie théoriquement penalespéece bactérienne a une autre au sein
du méme genre.

Les exotoxines quant a elles sont excrétées, &’dge libérées hors de la cellule bactérienne.
Elles sont sujettes a de nombreuses variationgatdags, parfois au sein méme d’'une espéce
bactérienne. Les exotoxines jouent frequemmentlenprépondérant dans la pathogénie des
maladies bactériennes (Finlay et Falkow, 1997). td8fois, aucune connaissance n’était
disponible pour les espec&ibrio penaeicidaet V. nigripulchritudo qui sont les espéces
pathogenes responsables de mortalité de crevettdewevelle-Calédonie.

Des exotoxines ont été mises en évidence chezVite® pathogenes de poissons ou de
bivalves (Brown et Roland 1984 ; Foetzal. 1993 et 1994 ; Nottage et Birkbeck 1986 et 1987
; Pederseret al. 1997 ; Rodriguet al, 1993 ; Toranzeet al, 1983). Plus recemment, ces
facteurs de virulence ont également été étudiég des souches pathogénes de crevettes
Pénéides (Leet al, 1996 et 1997a et b ; Liu et Lee, 1999).

Ces deux types de toxines bactériennes ont été&staldez les souch&sbrio penaeicidaAM
101, V. nigripulchritudo AM 102, V. alginolyticusSF 5. Seuls les travaux sur la toxicité des

produits extracellulaires, susceptibles de cont@mér ou des exotoxines sont présentés ici.

[1.2.1 : Matériel et méthodes :

11.2.1.1 : Conditions de culture

Chaque souche étudiée est mise en culture en kdvoaeeur cervelle » (BHI) dont la salinité
est ajustée a 25 %o par ajout de sel de mer adlifithstant Ocean®). En effet, I'utilisation
d’'un milieu riche peut promouvoir I'expression daaxinesin vitro (Nishibuchi et Seidler,

1983). Huit millilitres de milieu sont placés dahes tubes de culture de 25 ml, puis stérilisés
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par autoclavage. Les tubes ensemencés sont in@inéscubés 24, 48 et 72 heures a la
température du laboratoire (25°C) en agitation p@ente (200 rpm). Ultérieurement, des
cultures de 140 ml sont réalisées dans des basei# 500 ml. Ces bouteilles sont inclinées et
incubées 48 heures a température du laboratoiP€)25 agitation permanente (150 rpm).
Enfin, la température constituant un facteur détiant majeur du Syndrome 93, I'activité
toxique des surnageants de cultures \deenaeicidasouches Calédonienne AM 101 et
japonaise KH-1 cultivées & différentes températures a été étudiéivo par injection a dek.

stylirostris juvéniles.

[1.2.1.2 : Préparation, conservation et vérificatiodes produits extracellulaires

Apres centrifugation des cultures a 7 000 rpm penhd® minutes a 4°C, les surnageants
obtenus sont filtrés sur 0,2 um et étudiés commépagration de produits extracellulaires
(Newman et Feng, 1982). Ces préparations sont t&agya -20°C jusqu’a leur utilisation. Une
préparation témoin est réalisée selon le méme qotea partir de BHI stérile. La stérilité de
chacune des préparations est vérifiee par étaledeedd0 pl sur une boite de Pétri de milieu
de ZoBell incubée 2 jours a 30°C.

Les activités enzymatiques associees aux produttacellulaires testés ont été évaluées a
I'aide des galeries API-zym (Bio-Mérieux), permettale mettre en évidence facilement un
nombre limité d’activités enzymatiques. Chaque teipst remplie avec 65 pl de la préparation
de produits extracellulaires a analyser. La galesieincubée 4 a 5 heures a 30°C. Les résultats

sont lus a l'aide d’un nuancier colorimétrique d&gples préconisations du fabricant.

[1.2.1.3 : Toxicitéin vivo des produits extracellulaires

Cinquante pl de chacune des préparations de psoduitracellulaires ainsi que de la
préparation témoin sont injectés par voie intraralzse a des lots de crevettes placées en
aquarium. Chaque préparation est testée en tiiplieamortalité est suivie pendant 72 heures.
A l'issue des 72 heures de stabulation, des corapthgmocytaires sont effectués sur certains
des animaux survivants en stade de mue C de chetg{lee Moullacet al, 1997). Lorsque la
survie était insuffisante a l'issue des 72 heuirespérience a été renouvelée, et des comptages

hémocytaires ont été réalisés en cours d’expérismcdes crevettes en stade de mue C.
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[1.2.1.4 : Cytotoxicité des produits extracellulas

Les effetsin vitro des produits extracellulaires et préparation ténwit été étudiés sur des
cellules de poisson et de crevette. La lignée le#ltu de poisson est la lignée EPC
(Epithelioma Papulosum Cyprini) qui provient de idés épidermiques hyperplastiques
induites par un herpes-virus chez une carpe. Lpkets primaires de cellules ovariennes et
d’hémocytes delLitopenaeus stylirostrisont été préparées d'apres la technique de Le
Groumellecet al, (1995) (voir annexe technique). Des explants aiies ages de 3 jours ont
été utilisés pour ces essais.

Avant I'ajout des produits extracellulaires, ledienix de cultures sont remplacés par du milieu
frais. Cing microlitres de chacune des préparatiaissi que de la préparation témoin sont
mélangés aux 1,5 millilitres de milieu de cultuesaellules. Les cultures sont alors incubées a
26 +/- 1°C pendant 48 heures pour les cellules B&®®oisson, et 20 heures pour les explants
primaires de crevettes. L'observation est ens@i#digée a I'état frais puis apres coloration au
GIEMSA.

[1.2.2 : Résultats :

Les essais préliminaires réalisés avec des cultlidege différents ont permis de sélectionner
une durée de culture de 48 heures pour les testansst Cette durée permet généralement
d’obtenir une culture en phase de plateau attetgmkes concentrations supérieures a

10° cellules par millilitre dans les conditions detaut décrites.

[1.2.2.1 : Toxicitéin vivo des surnageants de cultures a 25°C

Les injections intramusculaires montrent une té&ices produits extracellulaires ®ério

nigripulchritudo dont linjection est rapidement létale. La mot&ldes crevettes est totale
moins de 24 heures apres l'injectiof € 56,5 ; p < 0,001). Les deux autres préparatiens
produits extracellulaires testéds penaeicidaetV. alginolyticuy ne présentent pas de toxicité

ou celle-ci n’est pas létale pour les crevetygs<(2,4 ; p > 0,10).

Les comptages hémocytaires réalisés en cours dierpé sur des crevettes témoins ou
injectées avec les produits extracellulaires/daigripulchritudoAM 102 montrent une chute
rapide et brutale du nombre d’hémocytes circulaets 2 heures aprées l'injection. Une chute

beaucoup plus importante du nombre d’hémocytesilaints se produit entre 14 et 23 heures
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apres l'injection. Les hémocytes circulants soontsaknviron 4 fois moins nombreux chez les
crevettes (pourtant survivantes) injectées ave@teduits extracellulaires gu’ils ne le sont
chez les crevettes injectées avec la préparatmaité(t = 3,231 ; p = 0,003).

Ce résultat évoque la présence dans les surnagiantsture d’au moins un facteur toxique a
action hémocytolytique.

Ces résultats sont présentés dans le graphiqueahtu

Graphique 7 : Comptages hémocytaires des crevettapres injection de 50ul de

surnageant d’une culture deV. nigripulchritudo AM 102 a 25°C.

(moyenne et écarts types représentés).

3,5E+7 T

3,0E+7

~~~~~~~ Témoin
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[1.2.2.2 : Cytotoxicité des produits extracellulags de cultures a 25°C

Tous les produits extracellulaires montrent unteff@otoxique sur cellules de crevettes, plus
marqué sur les hémocytes. Cet effet plus impoganties hémocytes peut s’expliquer par la
présence dans les produits extracellulaires de pR&enant de fragments de parois
bactériennes inévitablement présents dans desresilhactériennes en phase de plateau. Ce
LPS peut, méme en tres faible quantité, déclendtaativation du systeme de la
prophénoloxydase (Soderhall et Hall, 1984). A l'opg, les cellules ovariennes ne sont pas
affectées par cette cascade de la prophénoloxyddss effets cytotoxiques observés sur ces
cellules correspondent donc a une réelle cytottixaés produits extracellulaires testés.

Les effets cytotoxiques les plus importants sorseoles avec les produits extracellulaires des
souches hautement pathogéNegpenaeicidaAM 101 etV. nigripulchritudoAM 102. L'effet

observé avec les produits extracellulaires \lealginolyticus SF 5 est moindre. On note
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également de facon intéressante qu’aucun effetpatttogéne n’est noté sur la lignée de
cellules de Poisson EPC. Les éléments toxiqguesnasatdans les produits extracellulaires de
ces souches pathogenes pour les crevettes Pénsdient donc une speécificité d’action sur
les cellules de crevettes. Les observations dédezlraitées avec les produits extracellulaires

sont présentées dans le tableau 2.

Tableau 2 : Aspects des cultures cellulaires apregout de surnageants

de cultures deVibrio cultivés a 25°C.

Surnageant d’'ung EPC (lignée Ovaire Hémocytes
culture de : Poisson) L. stylirostris L. stylirostris
V. penaeicida Aspect Noyau non entouré de Aspect rétracté et étiré des
AM 101 habituel des cytoplasme et cytoplasme| cellules ; petits fragments de
EPC dentelé ; chromatine cytoplasme sur le fond de Ia
marginalisée. boite.

V. Aspect Cytoplasme fragmenté et Noyaux qui ne sont pas
nigripulchritudo| habituel des noyaux morcelés. entourés de cytoplasme et
AM 102 EPC cytoplasme fragmenté.

V. alginolyticus Aspect Cellules entourées de Cytoplasme fragmenté et
SF5 habituel des globules lipidiques. chromatine marginalisée
EPC (pour certaines cellules).
témoin Aspect Normal Normal
exotoxine habituel des
EPC

[1.2.2.3 : Toxicitéin vivo des surnageants de cultures a 20°C et 30°C

Les résultats des essais sur des cultures réals2est 30°C sont présentés dans le tableau 3
ci-dessous. La mortalité des crevettes injectées & surnageant d’une culture bactérienne
incubée a 20°C est totale et rapide. A 'opposéroe cela avait été montré a 25°C, aucune
mortalité significative n’a lieu lorsque le surnage injecté provient d’'une culture incubée a
30°C.

Les cultures incubées a 30°C ont une croissancerghide, comme le montre le tableau 3.
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Il a été montré que la sécrétion d’exotoxines paudtre dépendante de la phase de culture
dans les espéceBseudomonas aeruginosdiu, 1957) etVibrio vulnificus (Kreger and
Lockwood, 1981). Ici, les surnageants de cultur@®d ne démontrent pas d’effet toxique,
gu’ils aient la méme concentration cellulaire &liéi ou la méme durée de culture que les
cultures a 20°C. Il est donc fortement probable Berpression du facteur toxique mis en
évidence dans les surnageants de cultur&/idgo penaeicidaAM 101 soit régulée par la

température.

Tableau 3 : Survie de crevettes injectées avec msnageants de culture

de V. penaeicidacultivé a différentes températures.

Souche d&/. penaeicidaet densité cellulaire initiale | survie des crevettes injectégs
conditions de culture. de la culture (MTD: median time to death
AM 101;
30°C / 48 heures 16°% CFU / ml 95 %
AM 101;
30°C / 22 heures 10"° CFU / ml 100 %
AM 101; 0%
20°C / 48 heures 10"° CFU / ml (MTD: 12.5 heures)
KH-1";
30°C / 48 heures 10" CFU / ml 93 %
KH-1";
30°C / 22 heures 10°® CFU / ml 93 %
KH-1";
20°C / 48 heures 10°2 CFU / ml 93 %
Témoin 0 95 %

Le chauffage du surnageant a 80°C pendant 10 nsimésmet de supprimer (ou de diminuer
tres fortement) l'effet toxique. Cet élément comié& que la toxicité des produits
extracellulaires est due a une protéine excrétés lgamilieu de culture.

Aucune mortalité significative n’est observée | ¢revettes injectées avec les surnageants de
culture deVibrio penaeicidakKH-1", quelque soit la température de culture. Un efééétére de
I'injection des surnageants est noté au niveau aesptages hémocytaires. Cet effet est

significatif pour les surnageants de cultures igasa 30°C.
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[1.2.2.4 : Activités enzymatiques associées auxduits extracellulaires toxiques et non

toxiques

Les activités enzymatiques associées aux surnagearulture sont présentées dans le tableau
4.

La température de culture n'a pas d'effet majeurlasi enzymes excrétées par les souches de
Vibrio penaeicida AM 101dans le surnageant de culture. Aucune a&étidnzymatique
particuliéere n'a pu étre associée a l'effet toxigles surnageants. Aucune des activités
enzymatiques ainsi démontrées ne peut donc étedgyde comme correspondant a un facteur

de virulence.

Tableau 4 : Activités enzymatiques détectées dareslsurnageants de culture d¥.

penaeicida
AM 101 AM 101 KH-1"
Souche d&/. penaeicidaet 20°C 30°C 24°C
température de cultufe

Enzyme
Phosphatase alcaline +++++ +++++ +++
Phosphatase acide +++++ +++++ +
Estérase (C 4) ++ ++ +
Estérase Lipase (C 8) ++ ++ ++
Naphtol-AS-BIl-phosphohydrolase + +++ +
N-acétylf3 glucosaminidase ++ ++++ +

[1.2.3 : Discussion :

Cette expérimentation a permis de montrer une itéxaes produits extracellulaires ¥ério
nigripulchritudo souche AM 102 et d¥. penaeicidasouche AM 101. Ces deux souches sont
particulierement pathogenes pdutopenaeus stylirostrien infection expérimentale (Saulnier
et al, 1999 ; Goarant et Haffner, données non publié&sgsponsables d’importants épisodes
de mortalité des crevettes en grossissement endletWalédonie. A I'opposé, aucun essai
vivo n'a permis de mettre en évidence une toxicité pexluits extracellulaires d¥.

alginolyticussouche SF 5. Cette souche a un pouvoir pathoggeimental beaucoup plus
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faible, sa DL 50 sur 48 heures en injection intraculaire étant de I'ordre de 1,6 X*XOFU / g

(Goarant et Haffner, données non publiées).

L’activité toxique des produits extracellulaires e nigripulchritudo AM 102 est létale, et
pourrait agir par hémocytolyse, comme en témoiglesntomptages hémocytaires réalisés sur
les animaux soumis a l'injection de surnageantutieie.

La toxicité des produits extracellulaires di#orio penaeicidaAM 101 n’est observém vivo
gue lorsque cette souche est cultivée a basse tatupé Cet élément met en évidence l'effet
de la température sur la pathogénicité de cettehsoa I'égard dé. stylirostris Cette toxicité
des produits extracellulaires pourrait étre liéeurse exotoxine thermolabile qu'il serait
intéressant de caractériser. Les températuressassprovoquent par contre pas de sécrétion
de facteur toxique létal pour. stylirostris par la souche type déibrio penaeicidakH-1",
d’origine japonaise. Les surnageants de cultureuoneffet toxique sur les crevettes qui est
montré par la chute des comptages hémocytairesefbis cet effet n’est significatif que pour
les surnageants des cultures incubées a 30°C. Ageet, il est intéressant de comparer ces
résultats avec l'incidence des vibrioseg. enaeicidan Nouvelle-Calédonie et au Japon :

* En Nouvelle-Calédonie, le Syndrome 93 s’exprimag@palement sous forme de flambées
épizootiques a la suite de chutes de température ;

 Au Japon, de la Pefat al. (1992) considérent que cette vibriose s’exprime su
Marsupenaeus japonictesl moment des températures les plus élevéesrdeéaou dans les
périodes suivant ces pics de température.

Il est également possible que la souche type KHsbuche de collection) soit quelque peu

atténuée par des repiquages successifs.

Ces essais démontrent d’autre part I'intérét dgdaexs primaires de cellules ovariennes de
crevettes qui constituent un bon modeéle pour léa@bnin vitro de l'activité cytopathogéne
de surnageants de culture des souches bactérisoi@ss de crevettes Pénéides. La sensibilité
de ces testm vitro est plus importante que celle des essaigvo. Ces essaim vitro mettent

de plus en évidence une spécificité des facteutspathogenes, puisque aucun effet

cytopathogéne n’a été noté sur la lignée celluldér®oisson.

Un certain nombre d’activités enzymatiques ontd&éontrées dans ces surnageants, mais il

~

nN'‘a pas été possible d'associer la toxicité a uwstviee exoenzymatique particuliére.

Page 54
Epidémiologie et facteurs de virulence des Vibrio pathogénes de crevettes d'élevage en Nouvelle-Calédonie




Néanmoins, ces enzymes excrétées sont consideréesrfains auteurs comme des facteurs de

pathogénicité potentiels (Borregbal, 1996).

La température est fréquemment associée a la téguldes facteurs de virulence ou de
pathogénicité chez les bactéries pathogenes (Fatl&alkow, 1997). Il n'est pas possible ici
de déterminer si le facteur toxique létal n’est (s beaucoup moins) sécrété a 30°C, ou s'il
est dégradé dans le bouillon de culture par uneregone excrétée ou plus active a 30°C.
Cette hypothése apparait toutefois peu probable.

Il est notable que la régulation des facteurs ddlemce ou de pathogénicité chez les bactéries
pathogenes implique souvent plusieurs facteurs iddexice par le biais de genes voisins
localisés sur des opérons. Il est ainsi possibéediautres facteurs de virulence que la sécrétion

de produits extracellulaires toxiques soient cdésrpar ce méme « facteur température ».

[1.2.4 : Implications pratiques :

La température comme élément de régulation deridevice che/ibrio penaeicidapourrait
expliquer le facteur déclenchant majeur des épssadke mortalité du Syndrome 93 en
Nouvelle-Calédonie. La température a donc un efifeict dans les relations hote - pathogene
entreVibrio penaeicidaet L. stylirostris Les mesures pratiques pouvant limiter les baidses

la température dans les bassins de crevettes paldmven avoir un effet bénéfique direct. Ainsi,

il a été montré que les chutes les plus spectaeslde température étaient liées a des périodes
de fort alizé (Chapitre I) : la mise en place des@oupe-vent pourraient limiter cet effet. De
méme, et pour les projets futurs, la constructierbdssins plus profonds limiterait cet impact

du vent sur le refroidissement de la colonne d’eau.
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I1.3. Etude d'une voie d'entrée possible du pathogee : Mise en évidence d’'une chitinase

chezVibrio penaeicidassouche AM 101V. nigripulchritudosouche AM 102V. alginolyticus

souche SF 5 et relation éventuelle avec des Iésiansiculaires (« points blancs ».

Publication n° 4

L’observation de points blancs sur la carapaceémiteurs en maturation a I'écloserie du Nord
a Koné, en mai 1997, a provoqué un grand émoi dmanfdiere crevettes en Nouvelle-
Calédonie. En effet, ces Iésions évoquaient cplieduites par le baculovirus responsable de la
maladie des points blancs « White Spot Syndrondéerite cheZ?. monodonP. japonicus et
d’autres especes de crevettes Pénéides élevérspalement en Asie du Sud-Est (Lightner,
1996). Plusieurs descriptions de ce virus ont ddimwea une certaine confusion du fait des
différents noms donnés a ce virus (WSBV, WSSV, HMNBRV-PJ #1, RV-PJ #2 et
SEMBYV). Les appellations « White Spot Syndrome Badwus complex » ou WSSV sont
désormais retenues par l'usage. Plusieurs sonddéiques ont été mises au point a partir
d'isolats de ces virus. Deux de ces sondes onteétées sur des crevettes de I'écloserie du
Nord au laboratoire du Dr. Bonami (CNRS — IFREMERMontpellier, & linitiative du
Laboratoire Territorial de Diagnostic Vétérinair€es deux sondes donnent des résultats
négatifs (R. Costa, com. pers.). De méme, les enamistologiques effectués par le LTDV ne
montrent pas les lésions considérées comme pathagnques de cette pathologie virale.
Depuis, I'existence de Iésions identiques a étéirtnée sur de trés nombreux lots de crevettes,
notamment des crevettes conservées (congeléeséms fau Davidson), dont la conservation
date de octobre 1995 (SASV), voire mai 1995 (LTDV).

Les autres hypothéses avancées pour expliquer éstsngé ont été des causes toxiques,
nutritionnelles, fongiques ou bactériennes. Lesothygses nutritionnelles ont été partiellement
invalidées par I'épidémiologie de la premiere otaaBon (géniteurs éleveés a tres faible densité
et recevant une alimentation riche), et les redtesrdibliographiques entreprises sur ce sujet.
Les hypotheses toxiques semblent peu probablesgumiices animaux ne montraient aucun
signe de maladie a I'exception de ces points blancda carapace, et que la présence de ces
lésions ne semble pas étre localisée a un seutl'sitevage. L'observation a I'état frais des
|ésions ne permet pas de mettre en évidence d’étérfigurés de nature fongique, ni de fortes
concentrations bactériennes. L’hypothése s’eseépastir le caractere cicatriciel ou secondaire

de cette lésion, ne se révélant qu'apres le passage I'élimination d’'un agent causal. En
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particulier, des microorganismes chitinolytiquegst a dire capables de sécréter une enzyme
digérant la chitine (constituant principal de laagace des Arthropodes) nous ont semblé
pouvoir causer ce type de Iésions.

Enfin, et du fait de la saison d’observation de léssons, un lien a été recherché avec les
épisodes de syndrome 93.

Par la suite, une incidence importante de lésidtes d« black spots » ou « bacterial shell
disease » a été observée sur les crevettes deria lue Lagoon Farms, située sur le méme
site que I'écloserie du Nord, au bord de la plag&odué.

Du fait de I'analogie entre ces deux types de feésithypothese que les points blancs puissent

correspondre a une forme atténuée de maladie leamtérde la carapace a été explorée.

11.3.1 : Données bibliographiques :

11.3.1.1 : La structure de la cuticule des Crustasé

(d’'apres Goffinet et Jeuniaux, 1994 ; Compére, 1988

La cuticule est constituée de deux couches supé&eposa plus externe, I'épicuticule a une
épaisseur de 0,1 a 3 um. Elle est mise en placke di&but de la prémue (début du stade D), et
constitue donc a tout moment une barriere entreéntial et le milieu extérieur. Elle contient
notamment sur sa face externe (épicuticule extame)fine couche de cuticuline non digérée
par les chitinases. La couche la plus épaisse fponde) est située en dessous et est constituée
d’'une matrice organique d’organisation complexatifod et protéines) plus ou moins calcifiée
selon les espéces et la localisation.

Les germes chitinolytiques ne peuvent donc se dpper qu’a la faveur d’'une Iésion (méme

microscopique) de I'épicuticule, rendant accesdibkubstrat de leurs exoenzymes.

[1.3.1.2 : La maladie bactérienne de la carapacel{acterial shell disease ")

Chez les crevettes Pénéides, plusieurs publicatiorignention de lésions de type “ black
spots ”. La plupart de ces publications sont deseae relativement anciennes des maladies des
crevettes, mais les photos montrent des lésionsugpoint comparables a celles observées sur

les crevettes de la ferme BLF.
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* Ainsi, Johnson (1978), dans son “ Handbook of spriiseases ” décrit ces |ésions, et leur
attribue comme origine l'attague de lésions priggirtraumatiques par des bactéries
chitinolytiques.

» Lightner (1988 b) dans un chapitre intitulé “ Makadbactérienne de la carapace”
(“ Bacterial shell disease”) décrit des zones éesd de la cuticule, brunes a noires,
commencant par de petites Iésions qui peuvent tensidilargir rapidement. La photo est la
méme que celle proposée par Johnson (1978).ibbatces Iésions a de nombreuses bactéries
capables de produire des lipases, protéases éhasleis, appartenant aux geniéibrio,
AeromonagsSpirillum et Flavobacterium Il signale que des champignorugariumsolanii,
Haliphtoros milfordensiset Aktinsiella sp.) provoquent des Iésions d’apparence simildlire.
considere que ces lésions disparaissent a la raueédans le cas d’atteintes des tissus sous-
jacents par les agents primaires ou par des sotiofs. Les traitements qu'il propose sont
basés sur l'antibiothérapie. Les mesures préventpieposées sont classiques, comme le
maintien d’'une bonne qualité de l'eau d’élevagerdduction du nombre de germes par
stérilisation ou filtration (dans le cas des stddegaires). Il conseille également de minimiser
les manipulations, la surpopulation (* overcrowdihet toutes les formes de stress.

* Giorgetti (1990), dans une revue sur les problepethologiques rencontrés dans les
élevages de crevettadldrsupenaeus japonicugn ltalie, publie des photographies des mémes
lésions, et les considerent dues a l'action deébiast chitinolytiques des genr&8brio et
Alcaligenesspp..

Ce type de lésions est également décrit chez éa@rustaces.

» Des points noirs sont décrits chez la Chevrettldtk spot disease ”, Brock, 1988). lls
sont attribués a des bactéries chitinolytiqueswochampignor-usariumsp..

* Chez le Homard, Fisher (1988) décrit des lésiortgdaires érosives sous le nom de
“ Shell disease ”, provoquant ensuite mélanisagbmécrose, qu’il attribue a des bactéries
chitinolytiques, généralement Gram négatives.

* Chez le Crabe bleu, Sindermann (1988), décrit fonseéme nom de “ Shell disease ” des
|ésions nécrotiques de I'exosquelette. Il signale dans les stades précoces, cette pathologie
se traduit par de nombreuses marques ponctiforme®b centrées sur de petites dépressions.
Les lésions nécrotiques, tardives, résultent dedafluence de ces petites Iésions. Cette
pathologie est attribuée a des bactéries chitimplgs appartenant a plusieurs genres. De fagon
intéressante, cet auteur note une aggravatiorédems avec la température, comme cela a été

noté pour les points blancs a I'écloserie du Nord.
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 Cook et Lofton (1973) étudient la “ shell diseasehiez des Crabes bleu€allinectes

sapiduy et 3 especes de Pénéiddstapenaeus setiferysFarfantepenaeus duorarym

Farfantepenaeus aztequde différentes origines géographiques. lls isoistéematiquement

une souche du genr€ibrio (ex Beneckep chitinolytique. Cette souche est capable de

reproduire expérimentalement les lésions, maisuameent sur des carapaces préalablement
lésées.

La structure de la cuticule, qui implique la nédésde microlésions pour le développement

des lésions profondes, peut expliquer le rble jpaé la densité et les manipulations des

animaux (Cook et Lofton, 1973 ; Lightner, 1988 lisher, 1988) dans le caractere contagieux
de ces lésions.

Les risques liés a la présence de ces lésions @ucént ces auteurs sont d’une part que ces

|ésions peuvent constituer des portes d’entrée deargermes plus virulents, d’autre part le

caractere contagieux de ces lésions. Ainsi, Sinderm(1988) conseille I'isolement des
individus atteints chez le crabe bleu. Le traitemameconisé est généralement antibiotique

(apres vérification de l'absence de présence famgigour certains auteurs) ou, a défaut,

d’attendre la mue et de limiter au maximum lessstret manipulations et de maintenir une

bonne qualité du milieu d’élevage pour éviter desn$ections pendant ce temps...

Des attaqgues de la cuticule par des germes chitigoés ont aussi été observées en

microscopie électronique sur de petits Crustac@scpbniques.

* Ainsi, Carman et Dobbs (1997) publient un clichéneicroscopie électronique (M.E.) a
balayage de microlésions de la cuticule d’'un copgépssociées a des bactéries montrant un
attachement polaire, qu’il juge étre des germetsndtytiques.

* Nagasawa (1987) montre, par la méme technique Be &balayage, des cicatrices, pores et
fissures sur la cuticule de copépodes causées gttachement polaire ou latéral de
bactéries, qu’il suppose chitinolytiques. Il propode qualifier ces bactéries non plus

d’épibiotiques, mais de parasites.

11.3.1.3 : La cicatrisation chez les Arthropodes

(d’apres Bauchau et Mengeot, 1978)
« Toute atteinte a l'intégrité des téguments reprtesen effet une éventualité redoutable pour
un organisme a circulation ouverte. (...) Toutesflee ouverte a hauteur de la carapace suscite

[une] intervention énergique des hémocytes, ilsumtt la plaie et concourent ainsi a la
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stabilité du milieu intérieur. [Il] se forme un nei& coagulum constitué par un réseau cellulaire
dont I'intermaille est bouchée par un gel. Ce oaifle substitue temporairement aux couches
cuticulaires avariées et sa mélanisation souduémice de la phénoloxydase des granulocytes
'imperméabilise davantage. Sous la protection dstec crote noiratre, les cellules
épidermiques régénerent et sécretent une cuticaeleecthplacement, refermant de facon
définitive la blessure tégumentaire. »

Ratcliffe et Rowley (1979) décrivent ce mécanismentique chez les Insectes.

« Dans les 10 minutes suivant la blessure, la datign de I'hnémolymphe résultant de la
dégranulation des hémocytes a eu lieu, participarsi a la fermeture de la plaie. Ensuite, les
agrégats hémocytaires se compactent, se mélareseapparaissent comme une structure
similaire aux nodules immatures formés en répondajéction de bactéries dans I'hémocéle.
Six heures apres la Iésion, une seconde phaserd@mition des hémocytes est observable, qui
implique un afflux massif d’hémocytes au niveaulaélessure. Ces cellules s’étalent sous le
site de la plaie, semblant répondre a un stimylast-étre un « facteur-plaie » produit par les
hémocytes ou les cellules épidermiques lésés. @mii2 heures apres la blessure, ces cellules
sont plus aplaties et forment une structure a kelde la plaie ressemblant a une capsule
désorganisee. »

La cicatrisation de I'épithélium sous-cuticulaieedgroule donc « a I'abri », sous le caillot ainsi
formé. Comme toute cicatrisation épithéliale, eeproduit par glissement centripete depuis
les zones saines. On concoit ainsi que plus let pain (donc I'orifice) est de grande taille et
apparait tardivement dans le cycle de mue, plusidatrisation cuticulaire sera longue et
tardive.

Cet épithélium est responsable de la sécrétiom a@uivelle cuticule. Ainsi, une petite lésion
apparaissant précocement dans le cycle de muerdgiispaa la mue suivante. A I'opposé, une
lésion tardive, et / ou de grande taille ne popasa étre circonscrite avant la mue, et la lésion

cuticulaire restera visible apres la mue.

[1.3.2 : Matériel et méthodes :

11.3.2.1 : Observation directe des lésions a I'éfmdis

La relation entre la présence de ces lésions etda a notamment pu étre étudiée par ce

moyen : sur certaines des crevettes décortiquéasl’psamen de leur cuticule, la présence de

Page 60
Epidémiologie et facteurs de virulence des Vibrio pathogénes de crevettes d'élevage en Nouvelle-Calédonie




la future cuticule sous-jacente (stade de mue O®reis son observation attentive a la loupe

binoculaire.

[1.3.2.2 : Analyse bactériologique sur les crevettes présdmtas points blancs

La flore bactérienne de I'hnémolymphe est étudiéefalmn classique : aprés un ringage
abondant a I'eau de mer stérile, ’'hnémolymphe estponnée de facon aseptique dans le sinus
ventral a I'aide d’une seringue a insuline. Unetgod’hémolymphe est étalée sur les milieux
TCBS (flore présumé¥ibrionacea¢ et ZoBell additionné de chitine (flore hétérotnepotale

et étude du caractere chitinase).

La flore bactérienne épibiotique de la cuticulet@ étudiée par étalement sur les mémes
milieux d’'un grattage d’environ 1/2 cm? de cuticdle céphalothorax, aprées ringage abondant a

I'eau de mer stérile.

[1.3.2.3 : Recherche d’'une chitinase chez les soesthdeVibrio sp. pathogenes

Cette recherche est effectuée en boites de R&bn & méthode décrite par Hansen et Sgrheim
(1991). La chitine est produite par extraction acdpartir de carapaces isolées et séchées a 60
°C, puis précipitée a I'’éthanol (voir annexe). Apmusieurs ringcages a I'eau distillée, celle-ci
est incorporée dans le milieu de ZoBell, qui edbaavé, puis coulé en boite de Pétri. Le
méme milieu est préparé a partir de chitine du ceram(Sigma) afin de vérifier nos résultats.
Les souche¥ibrio penaeicidaAM 101, V. nigripulchritudoAM 102 etV. alginolyticusSF 5

sont mises en culture sur ce milieu. De I'eau ddassin diluée au 1/100 est également étalée

sur ce milieu. Les boites sont mises a incubeuisja 30 °C.

[1.3.2.4 : Utilisation par les souches chitinasede chitine comme seule source de Carbone
et d’Azote

Une colonie de chacune des souches chitinase ersemencée dans un milieu liquide
constitué de chitine et d’eau de mer artificiellss{ant Ocean®), qui est incubé 7 jours a 30 °C.

L’apparition d’un trouble dans le tube signaledaigsance bactérienne.
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[1.3.3 : Résultats:

[1.3.3.1. Description des Iésions

Les points blancs apparaissent comme des lésionéraément limitées a la cuticule,
n'atteignant que trés rarement les tissus sousHs.c€es lésions apparaissent centrées sur une
petite zone d’apparence « bulleuse » entourée @aure halo(s) concentrique(s) blanchatre(s)
semblant correspondre a une zone de désorganisdgida cuticule. Dans quelques cas, le
centre montre une petite zone de mélanisation, itgraot d’'une atteinte des tissus sous-
jacents. Cette zone de mélanisation, quand elkeexn’est visible qu’a la loupe binoculaire.
(Voir figure 6). Sur 5 crevettes en stade D2 dégoées sur lesquelles des points blancs ont été
observés, aucune des 5 futures cuticules ne coaifpde point blanc. Ce type de Iésions
disparait donc a la mue.

Les lésions de type « points noirs » correspondamt orifice ou une bréche dans la cuticule.
lIs sont circonscrits par un halo blanchatre cqueslant & une zone ou la cuticule encore
présente est fragilisée. (Voir figure 6). Le phéeaomde réparation de la plaie cuticulaire met
en ceuvre des hémocytes qui forment un caillot sgani de la bréche cuticulaire. Celui-ci
adhere aux bords de la plaie, puis subit un phénenae mélanisation. Ces lésions sont
similaires des « nécroses externes » des élevagyasrés. On note par ailleurs que :

» Sur les crevettes observées, les points noirs mejamais les seules Iésions cuticulaires,
mais sont accompagnés a proximité par des poiateblde différentes taille et gravité.

» Certains des points blancs observés a la loupechii@mioe montrent une petite zone de
mélanisation centrale. (Voir figure 6).

e Sur les points blancs de plus grand diameétre, umassement net de la cuticule,

accompagné d’'une fragilisation sont notés.
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Figure 6 : Lésions de la cuticule de type “ pointblancs ”

La photographie de droite montre un début de '

mélanisation. Barre = 1 mm

On voit par la que les lésions de type points ldada moins les plus avancées, provoquent des
microperforations de la cuticule auxquelles l'ongame réagit par un phénomene de
mélanisation, comme dans tout mécanisme de ciatitnischez les Crustaceés.

Il a été observé sur des géniteurs de I'écloseridard stabulés a la SASV :

« Une augmentation significative de la présence dlirdportance des Iésions avec le temps
et la montée en température (p=0,002). Cette observest similaire a celle effectuée a
I'écloserie du Nord, ou les Iésions étaient appataes de la montée en température des bacs
hébergeant les femelles.

« Une augmentation (non significative) de la présestate I'importance des Iésions au cours
du cycle de mue (B<C<D<D2) (p=0,13).

« Un amincissement et une fragilisation nets de lacale au site des Iésions les plus
avancees.

* Aucun effet du sexe dans les conditions expérinhesitala sévérité des lésions est
identique chez les méles et chez les femelles. Bsnsonditions de production de I'écloserie,
ou les femelles sont maintenues a une températuseétevée, l'atteinte des femelles était

beaucoup plus grande.
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11.3.3.2. Examens bactériologiques

Les examens bactériologiques ont été réalisés esulcbvettes présentant des points blancs,
notamment sur des géniteurs de I'écloserie du Moidont été transportés puis stabulés a la
SASV. La difficulté a souvent été de trouver deisnaux sans aucune Iésion (témoins).

Au niveau de la flore bactérienne de I’hémolympng;un résultat statistiquement significatif
n'a été obtenu. On note toutefois que :

» La flore hétérotrophe totale de 'hémolymphe estsptlevée chez les animaux présentant
des Iésions que chez ceux qui n’en présentenippdsl(7).

» La flore présumé&ibrionaceae(sur TCBS) est faible, mais présente exclusiverchei

les animaux avec des lésions.

» Le caractere “ chitinase + ” concerne une plusdggrart de la flore hétérotrophe totale des
individus présentant des lésions (environ 20% degles chez les animaux avec lésions,
contre moins de 10% chez les animaux indemnes).

Au niveau de la flore bactérienne épibiotique deuticule, la flore hétérotrophe totale est

positivement corrélée a I'importance des lésior®(p01).

[1.3.3.3. Recherche d’'une chitinase chez les souslaeVibrio isolées d’épisodes du

syndrome 93

Apres 48 a 72 heures d’incubation, un large habir @dpparait autour des colonies de
penaeicidaAM 101 et deV. nigripulchritudo AM 102, signalant la présence d’une chitinase
sécrétée par ces colonies. Un halo clair (de meidéhmeétre) apparait autour des colonies de
V. alginolyticusSF 5, signalant également la sécrétion d’unerase par cette souche. A
'opposé, les huit types de colonies isolées daul’du bassin n'ont pas présenté ce caractére
apres 7 jours d’incubation, et constituaient dom@at de témoins négatifs. Les essais obtenus

avec la chitine commercialisée par Sigma ont dalasérésultats en tous points similaires.

[1.3.3.4. Utilisation de la chitine comme seule sme de Carbone et d’Azote

Les souche¥ibrio alginolyticusSF 5,Vibrio penaeicidaAM 101 etVibrio nigripulchritudo
AM 102 sont capables de se développer avec detiaeclkomme seule source de Carbone et
d’Azote.
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[1.3.4 : Discussion

11.3.4.1. Nature des lésions

Les Iésions cuticulaires qualifiées d’aprés leyreas morphologique de “ points noirs ” et de
“ points blancs ” montrent a I'observation un certaombre d’aspects communs. Outre qu’ils
sont présents sur les mémes animaux, on observe que

* Le point blanc apparait comme une zone ou la detiest désorganisée, souvent fragilisée.
Son évolution semble centrifuge depuis un centigpaasente parfois des signes de rupture, se
traduisant par I'apparition d'un point de mélanisat

» Le point noir est de taille plus importante. |l $8enentouré d’'un halo présentant les mémes
caractéristiques que le point blanc. En son cetdreuticule est absente, remplacée par un
caillot mélanisé, ce qui constitue un mécanismedéiense de I'animal. On observe a sa
proximité des points blancs de différentes tailiesentre mélanisé ou non.

Il semble ainsi possible d'attribuer a ces deuxolés d'apparence différente une origine
commune, et d’expliquer les différents aspectsdparstades d’évolution différents.

La présence d'une flore épibiotique plus importacttez les animaux présentant des points
blancs ne confirme pas son rdle étiologique, puwsqalle-ci peut étre secondaire, mais

confirme le caractére externe des lésions.

11.3.4.2. Conséquences des lésions

La difficulté de trouver des crevettes sans légi@moin) entraine un défaut de puissance
statistique. Toutefois, des tendances ont pu éfgesmen évidence, notamment un effet
possible sur la flore de I'hnémolymphe, qui confiraiele role de “ portes d’entrée ” de ces
lésions.

Ces travaux ont par ailleurs permis de mettre adeéce la sécrétion d’'une chitinase par
plusieurs de¥ibrio isolés au cours d’épisodes de syndrome 93, notainvfileno penaeicida
souche AM 101Vibrio nigripulchritudo souche AM 102 eYibrio alginolyticussouche SF 5.

La sécrétion d’'une chitinase est également déchisz 100% des isolats japonais \derio
penaeicidaestés (Ishimarat al, 1995).

La capacité de ces souches a sécréter une chighasse développer avec de la chitine comme
seule source de C et de N est un élément intéte&sanffet :

* une chitinase peut constituer un des facteurs idgevice de ces souches, permettant aux

bactéries de léser la cuticule des crevettes, e¢aleser ainsi une voie d’entrée du pathogene
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dans I'h6te. Cette relation entre I'activité chitse et la virulence a été démontrée par Muroga
et al. (1994) dans le cas d'une vibriose larvaire cheerébePortunus trituberculatusDe
prochains essais tenteront de montrer si ce caeachdinase est lié a la virulence chébrio
penaeicidaet Vibrio nigripulchrituda

» La capacité d'utiliser la chitine comme substragamique (et méme en tant que seule
source de C et de N) pourrait étre un des éléemaansettant d’expliquer la plus grande
séverité des pics de mortalité lorsque ceux-ci sontltanés d’'un pic de mue dans le bassin
atteint,

e ce caractere pourrait également étre mis a prdafiir psoler des souches débrio
penaeicidaou deVibrio nigripulchritudode I'environnement d’élevage, puisque ces carester
ne sont pas tres répandus chez les bactéries éavieinnement, comme le montrent les tests

effectués sur les souches isolées de I'eau d'usirbd&®levage.

11.3.5. : Synthése et Conclusion

L’observation sur les mémes animaux des deux tgipdgsions (points blancs et noirs), ainsi
que de lésions de type “ intermédiaire ” permendigager a ces lésions une étiologie et une
pathogénie communes.

L’hypothese consistant en une attaque de la cetipal des germes chitinolytiques semble la
plus probable, puisque notre travail confirme bame externe de la Iésion. La pathogénie serait
alors la suivante, apres adhésion de germes digtiouees a la cuticule :

» L’action chitinasique est peu importante (activiéoenzymatique faible et / ou nombre
limité de germes adhérant a la cuticule), provoyuae attaque modérée de la cuticule. Une
petite Iésion de type point blanc est alors obs#eva

 Dans une attaque plus profonde, la lésion engenché&e une petite perforation de la
cuticule, atteignant I'épithélium sous-cuticulailese forme une petite zone de mélanisation,
visible seulement a la loupe binoculaire.

* Enfin, dans les cas les plus graves (souches vtaathitinasique trés élevée, nombre de
germes important adhérant a la cuticule ou présdimeéres facteurs de virulence entrainant
une atteinte de I'épithélium sous-cuticulaire)ldsion cuticulaire provoquée est de plus grande
taille, la zone de mélanisation en résultant esibhd a I'ceil nu. Les plus grosses lésions

pourraient correspondre a la confluence de plusigsions de plus petite taille.
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Dans les deux cas, le halo observé corresponduai¢ Zone ou I'épicuticule est intacte, mais

le réseau chitino-protéique sous-jacent seraitgi@rnent digéré par I'action chitinasique,
expliquant la fragilisation observée de la cuticukson niveau.

De plus, la similitude des points noirs avec desolé&s comparables décrites chez d’autres
Crustacés permet de leur envisager des cause giatimogénie semblables. Ainsi, chez les
animaux a cuticule épaisse (Crabe, Homard), lasngsvoluent d'un aspect externe érosif a
des lésions plus profondes provoquant une mélamsgbarfois une nécrose qui traduisent
I'atteinte des tissus sous-jacents.

L’étiologie attribuée a ces lésions cuticulairegzxhile nombreux Crustacés d’élevage, ainsi
gu’a des lésions comparables observées chez desa€¥a microscopiques est celle de micro-
organismes ayant la capacité de digérer la chipnacipalement des bactéries, parfois des
champignons. Cette hypothése a également été évpgué les points blancs.

On peut donc, daprés ces difféerents éléments, idéres que les deux types de lésions
correspondent a différentes gravités de lésionsltedg d’'une méme pathogénie. L'étiologie
serait (comme proposée par les différents autdiadaque de la cuticule par des micro-
organismes chitinolytiques.

Les Vibrio pathogénes responsables des mortalités de crewitgrossissement pourraient
notamment causer ce type de lésion puisqu’ils poatvus d’exoenzymes chitinolytiques. Ces
lésions pourraient de plus correspondre a des edréee du pathogene dans son hote. La
vérification de cette hypothese demanderait deurica des crevettes indemnes de ce type de
lésions, ce qui n’est pratiguement jamais obseenédouvelle-Calédonie.

Les Crustacés disposent de mécanismes de répardasrplaies cuticulaires, ou de
mécanismes d’autotomie lorsque des appendicesteirits. La maladie responsable des
|ésions décrites ici n'est donc pas a issue fatads.lésions peuvent par contre constituer des

“ portes d’entrée ” pour des germes plus virulentstre ainsi a I'origine de la pénétration d’'un
germe susceptible de devenir septicémique.

De la méme facon, la capacité de sécréter une eymenchitinolytique peut constituer, pour
un germe pathogene d'un Crustacé, un facteur ddemire pouvant contribuer a envahir

I'organisme de I'héte.
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11.3.6. : Diagnostic différentiel avec les Iésiondu WSSV

Il apparait donc que l'attaque bactérienne de lapze peut se traduire dans les stades
précoces, ou lors d'attaques bénignes, par un ggreide points blancs sur la cuticule qui
évoque les lésions causées par le baculovirus meapte du White Spot Syndrome. Ces
lésions sont en effet trées comparables chez I'dnwieant, en particulier sous certaines
conditions d’éclairage. Il semble toutefois possitdé réaliser un diagnostic différentiel de ces
deux types de |ésions par les observations suisante

» Dans l'attaque par des germes chitinolytiquesé&ioh est d’abord externe, elle se traduit
dans les lésions les plus grandes par un aminoisgeat une fragilisation localisés de la
cuticule. La lésion est donc souvent plus visiliela face externe de la cuticule. Il n’y a donc
généralement pas, au stade ou la confusion peateexid’atteinte interne de la cuticule.
Toutefois, lorsque celle-ci existe, une zone deamshtion apparait. Aucune mortalité ne
semble accompagner ces lésions.

* Al'opposé, dans la maladie provoquée par le WSBVEsion est interne, donc plus visible
sur la face interne. En effet, elle correspond dépdt calcaire sur la face interne de la cuticule
(Lightner, 1996). Elle ne s’accompagne donc jandais amincissement de la cuticule, ni de
mélanisation. Ces lésions s’accompagnent de plused’mortalité revétant un caractéere

épizootique.
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Chapitre Il : Perspectives de lutte

I11.1. Aspects zootechnigues et zoosanitaires

Cette réflexion a pour base un document interneEMRR (AQUACOP, 1979) intitulé

« Définition et prévention du complexe pathologigi@quaculture intensive ». Il donne, outre
des éléments de gestion zoosanitaire quelquesnsosior les relations héte - pathogene. Le
Syndrome 93 est analysé sous cet angle, et uneusdiea est faite sur la notion
d’intensification dans la filiere aquacole de Ndie«€alédonie.

L’objectif de cette réflexion n’est pas de condamigdle ou telle pratique ni de montrer du
doigt les dérives par rapport aux préconisatioresmd’inviter chacun a une analyse raisonnée
de son systeme de production, afin de détermirsefaleteurs de risques qui lui sont propres.
Une gestion zoosanitaire stricte comme elle ediquée dans d’autres élevages industriels
parait difficlement réalisable dans les conditioastuelles. Les travaux en cours (suivi
épidémiologique d&. penaeicidgrésenté au paragraphe 1.4) devront permettreéardiner
quels éléments de gestion sont jugés indispensaltiegard du Syndrome 93, et a 'oppose, de

déterminer quelles pratiques ne sont pas justifiées cette problématique immédiate.

L'intensification est définie comme un ensemble matiques visant a 'augmentation des
rendements d’'un systeme de production. Cette diéfins’applique a tout systéme agricole,
aquacole... Dans une certaine mesure, tout systerpeoduction contrdlé par I'action humaine
subit une intensification, du fait de I'éloignemesationtaire et dirigé par rapport au systeme
“naturel ”. En effet, I'action de culture ou d'ghge se traduit au minimum par une
“ favorisation ” des especes d’intérét, forcémantatriment d’autres especes ; Au maximum,
et c’'est souvent 'objectif recherché, elle cormgp a la mise en place de monocultures, ou
'ensemble de I'effort porte a ce que la produtéyinaturelle et/ ou induite) n’affecte qu’'une
seule espece. Ceci se traduit par des efforts tvi'saaroissement de la production de I'espéce
d’intérét, comme par des efforts visant I'élimiati(localisée) des autres especes.

Les conséquences de I'élevage et de l'intensibicatiu point de vue des relations héte -
pathogene ont été rappelées par Berthe (1995ks “doncentrations animales rencontrées en
élevage exacerbent les effets néfastes de nombagexts pathogenes ; tandis que le
confinement empéche la fuite devant le milieu h@stiVis a vis des agents pathogenes, : “le

développement de I'élevage [les] précéde et [atle .
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Les impacts de l'intensification au niveau de lesp élevée et de ses agents pathogenes se
traduiront donc par une fragilisation de I'équikbespéce élevée - pathogenes. Cette notion est
bien connue, pas seulement d’ailleurs pour lesigsgathologiques, puisque les systemes de
culture intensive sont connus comme plus fragikeseasibles que les systemes de culture
extensive.

Dans le cadre de l'aquaculture de crevettes prigsur le Territoire, une courte analyse
permettra de juger des pratiques ou des situatmndl y a lieu de voir une certaine
intensification, a I'égard des risques patholog&gu@n verra que cette intensification devra étre
évaluée par rapport a un référentiel, qui seranskde cas les schémas de production “ semi-

intensif sans aération ”, et “ semi-intensif intiéidsavec aération ”.

Les spécificités de l'intensification pour I'aquétcue sont précisées dans le document cité plus
haut (AQUACOP, 1979) et dont des extraits sontgmtEs en annexe. Afin d’en faciliter la
lecture, il convient de déterminer la nature du plaxe pathologique qui a recu le nom de

“ Syndrome 93 7, et de rappeler quelques reglesépissent les relations hote - pathogene.

[11.1.1. Les principes des relations hote - pathogee : éléments d’écologie

microbienne

L’écologie microbienne définit par certains prirespl’évolution des caractéres de virulence
d’'un agent pathogéne en fonction de la densitéeefadsensibilité de son héte. Elle établit
notamment deux principes qui sont d’'une part gag@&hogénes ont une vitesse de génération
et donc d’évolution trés rapide, d’autre part gug@ilésence constante d’hotes sensibles tend a
sélectionner les formes pathogénes. La relatior hpathogéne aboutit ainsi a un équilibre
entre le pouvoir pathogene et la capacité a infedie nouveaux hétes. Lorsque des
circonstances aboutissent a ce que la populatidotes change (qualitativement ou
quantitativement), cet équilibre est rompu. Autratrdit, I'adaptation d’'un agent pathogene a
un hote présent de facon constante aboutit a uifib¥gugui stabilise le caractére pathogene et
qui ne sera perturbé que si une pression extérgexerce sur le pathogene, ou si la densité ou
la sensibilité de I'hdte est modifiée. Si ces reglnt été établies et sont parfaitement
applicables a des parasites obligatoires (virusmotent), elles sont moins strictes mais
également valables pour des maladies bactériehi@sgue I'agent pathogene puisse dans ce

cas trouver son salut en dehors de son hoéte.
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Ainsi, et schématiquement, I'augmentation de lasiténd’'une espece dans un écosystéme
donné se traduit non seulement par une augmentaigointe de la densité de ses pathogenes,
mais aussi par une augmentation du pouvoir patledérces agents, dans la mesure ou ceux-
ci ont une vitesse d’évolution plus élevée queddubtes. La présence permanente d’hotes

sensibles stabilise par la suite ce caractére gatteo

Les moyens de lutte qui en découlent revétent dieux aspects dérivant des deux principes
enoncés plus haut, et visent a rompre cet équildars un sens favorable a I'éleveur, c’est a
dire au profit de I'héte :

* Une action sur I'héte : diminution des effectifhdtes sensibles (dans I'espace par une
moindre densité ou dans le temps par la pratiqued#s sanitaires, de cultures tournantes...) ;
augmentation de la résistance de I'héte (vaccinatibbez les especes ou elle est possible,
sélection génétique).

* Une action sur le pathogene, visant a I'élimineraolimiter ses effectifs (antibiothérapie,
désinfection...). Le recours a I'antibiothérapidt doutefois toujours prendre en compte les

risques sanitaires inhérents aux résidus et aubiamgsistances.

[11.1.2. Le Syndrome 93 : comment considérer les ghogenes ?

Plusieurs points de réflexion peuvent venir appartee réponse a cette question. S’il est vrai
gue certaines hypothéses doivent encore étre I€i@asité d’'un bloom préparant le terrain a
la vibriose ?), il n'en demeure pas moins que ledByme 93 doit d’ores et déja étre considéré
comme une vibriose causée ébrio penaeicidaSaulnieret al, 2000). Le pouvoir pathogene
de ces souches les rapprocherait de souches pa#soggictes, puisque les doses infectantes
sont considérablement basses, et qu’elles peuvelesaseules reproduire la maladie par des

voies d’infections non invasives (balnéation). Déléments completent cette considération :

» Le premier, issu des résultats de I'étude de typagkculaire ded/ibrio spp. isolés des
épisodes de mortalité (voir paragraphe 1.4) edaieque les souches débrio penaeicida
isolées des épisodes de mortalité observés en Nex@aédonie différent tres nettement des

souches de la méme espéce isolées au JapdMassupenaeus japonicusemontre que ces
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souches pathogénes n’ont pas une origine exogégegde Syndrome 93 n’est donc pas une
pathologie importée.

De la méme facon, les différences entre les southestte espece isolées lors d’épisodes de
mortalité ayant affecté des fermes distantes dijges dizaines de kilométres démontrent

gu’il ne s’agit pas d’une unique souche pathogémeate affectant “ aveuglément ” des
élevages menés dans des conditions parfois tfésatifes (a la différence d’'un événement
épidémique ou épizootique de type grippe ou depguexemple). Enfin, on démontre que les
différentes souches isolées sur les animaux madiban cours d’'un méme épisode de

mortalité peuvent présenter des différences eflag, @ppartenant parfois méme a des espéces
différentes. Il ressort donc de ces observatiomsogs souches pathogénes ont été

sélectionnées puis entretenues (stabilisées)gdavige lui-méme.

* Le second élément est la démonstration de I'existede porteurs sains déibrio
penaeicida comme cela a été réalisé par les travaux expataue de I'lFREMER-COP et
confirmé en conditions d’élevage en Nouvelle-Catged@voir paragraphe 1.3). Ce fait met en
lumiere limportance que vont pouvoir revétir leonditions dites favorisantes ou
déclenchantes : ces animaux en équilibre instatilerpnt selon les cas basculer du coté des
malades, ou demeurer du coté des animaux saing. Wveau joue également la variabilité
individuelle de sensibilité au pathogene, sur ldquene démarche de sélection génétique peut

étre exercée.

A la lumiére de ces deux faits, il convient a natves d’aborder le Syndrome 93 en considérant
les Vibrio impliqgués comme des agents pathogenes dont leopopathogene tres éleve
exacerbe l'incidence, mais dont I'épidémiologierespond a celle d’agents opportunistes,
comme le démontre la trés grande part jouée pacdaditions environnementales dans le
déclenchement de la maladie. Il y a donc lieu dalifigr le Syndrome 93 de “ complexe
pathologique d’élevage intensif ”. Par ailleurs teavaux récents tendent a démontrer que les
virus considérés comme parmi les plus virulentsvpet également, en regard de leur
épidémiologie, étre considérés comme des agentxrtopystes, soulignant le réle majeur des
conditions d'élevage. Ainsi, Tsat al. (1999) ont montré qu'un élevage dans lequel lesvir
WSSV était enzootique n'était pas nécessairemdettaf par ce virus, en l'absence de

conditions stressantes pour les animaux.
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“ La question est donc de savoir pourquoi de paissbieermes de I'environnement, capables
de se développer sans le secours d’aucune cellttbngére, se mettent tout a coup a envahir
un organisme et a y provoquer des troubles plus moins importants.(...) Des bactéries

réputées en d’autres lieux comme inoffensives peuwdevenir pathogenes sous l'action de
facteurs du milieu, et le contact avec I'héte pede lui-méme créer les conditions requises
pour rendre les bactéries agressives..!) L'effet pathogéne est en quelque sorte la rupture

d’un équilibre ou I'h6te perd du terrain face a soantagoniste”” (J. Pelmont, 1993).

[11.1.3. Les voies d’entrée d’'un agent pathogéne de un élevage

Un apercu des possibles voies d'entrée de pathsegdaes un bassin d’élevage permet
d’entrevoir les précautions sanitaires qui peuvéimeé envisagées. La voie dentrée d'un
pathogene dans un bassin n'est pas forcément tieairée comme cela semble étre le cas
pour le Syndrome 93 (voir paragraphes 1.3 et Pdur certains pathogenes, une transmission
verticale (directe ou indirecte) a été montrée.tlamsmission horizontale peut, elle aussi,
prendre des voies inattendues : hormis le persatriel matériel de la ferme qui travaille ou
sert sur plusieurs bassins, les oiseaux ont puirdéfsBqués, les compétiteurs (principalement
Crustacés), les percolations entre bassins voidialiment cru, les aérosols eux-mémes
peuvent jouer ce réle.

Méme dans le cas ou le pathogene est véhiculégaar d’'adduction de la ferme, la dose ainsi
introduite dans le bassin n’est presque jamais lféeinfectante, et la maladie ne se déclarera
gu’'a la condition d’'un déséquilibre dans la relatiodte - pathogene. De plus, cette voie
d’entrée majoritaire n’exclut pas qu’il en existautres, annexes.

Ces éléments démontrent que la logique voudrait e considere comme unité de
production la ferme entiére et non le bassin. CéEatlleurs ce qui est considéré dans les
écloseries, ou la mise en assec et la désinfectnoernent I'ensemble de la structure, et non

guelques bacs d’élevage attendant un nouveau =sag8.

l11.1.5. Les faces cachées de l'intensification esilement une histoire de densité ?
Ne doit-on rechercher la signature d’'une pratiqueaehsification que dans 'augmentation des
densités moyennes d’ensemencement par rapportames préconisées pour chaque type de
systeme de production ? C’est certes cet aspe&stjliun des plus visibles, et celui sur lequel
il semble le plus facile de pouvoir jouer de fagaolontaire. C’est pourtant un seul des
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nombreux éléments qui conduisent a un niveau ugstigl’intensification d'une filiere
d’élevage. Par exemple, 'augmentation des quantitéliments distribuées dans un bassin,
visant a une augmentation des vitesses de crossmtaine pratique d’intensification au sens

strict : elle vise a accroitre la productivité gsteme.

* A la lumiere du paragraphe précédent, il paraitdévi qu'une ferme de grossissement ne
pratique pas de “ vide sanitaire ”. On doit voiulde phénomeéne d’intensification. Il en résulte
gu’en plus des risques sanitaires liés a la pratdjune monoculture s’ajoutent ceux liés a son
caractere continu. La présence continue de I'hdte um site entraine nécessairement la
permanence de ses pathogenes. Notons que lesupgtigraires ont depuis longtemps intégré
ces données, et utilisent des cultures tournarf@ss derniéres ont, il est vrai, d’autres

justifications que sanitaires).

» Certaines contraintes ont jusqu’'a maintenant obdig@u permis de) considérer le bassin
comme unité de production, et non la ferme comrseriit souhaitable. Il est évident que dans
cette approche minimaliste, pour ne pas tomber Esngsques des systémes continus, un vide
sanitaire de cette unité minimale doit étre pratiduconsiste généralement en la mise a sec du
bassin dans son intégralité. L'exposition aux UVlatdessiccation assurent la meilleure
stérilisation qui soit envisageable sur ces grasdeerficies. Le moindre mal est le traitement
de toutes les flaques résiduelles a l'aide d’'undpito antiseptique (généralement de
I'hypochlorite de Na ou de Ca). Chaque zone hunmda désinfectée peut constituer un
réservoir de pathogenes (et doit étre considérérmomel), qui ferait retomber cette unité de

production dans le schéma d’'un systéme continu.

* Les exemples ne manguent pas, gu’ils soient emgsumt’Ameérique Latine ou a I’Asie du
Sud-Est d’'une intensification que I'on peut qualifi‘ de voisinage ” : la concentration des
fermes a proximité les unes des autres entraineamgoablement un pompage et une
utilisation d’eaux qui ont déja pu “ traverser ” ‘bgervir & ” une ou plusieurs fermes voisines,
situées en amont de la circulation générale deeaas. Cet aspect peut aussi étre retrouvé en
Nouvelle-Calédonie, ou certaines fermes re-pompeeat certitude une partie de leurs propres
effluents, voire ceux d’'une ferme voisine. Du paile vue du pathogene, cela conduit a un
“ passage en série ” sur leur héte, qui ne peutogmeluire a I'exacerbation des caractéres de

virulence. On devine que dans ce cas, la logiquelnait que I'unité “ sanitaire ” de production
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considérée soit une région de production compléte st intéressant de noter que cette
démarche a été mise en ceuvre a Belize : Ce paydigpase d'une aquaculture de crevettes
comparable a celle qui existe en Nouvelle-Caled¢d ha de bassins et 2000 tonnes de
production annuelle deitopenaeus vannamea choisi de pratiquer un assec national de toutes
les fermes (canaux compris) au cours des mois derDigre 1996 et Janvier 1997, pour lutter
contre le virus Taura. Cette pratique qui a perigdication du virus a été renouvelée en
Février 1998. (Rosenberry, 1997 et 1998).

* La densité (en tant que promiscuité favorisantoiatagion) ne joue pas forcément un role
prépondérant dans I'équilibre héte - pathogéndpatidans le cas d’'un agent opportuniste. En
effet, des systémes de production ont pu étre idé&jim permettent de maintenir cet equilibre
en assurant d’'une part une pression suffisantke qaathogéne, d’autre part un confort suffisant
a l'animal. Ainsi et a titre d’exemple, les taux @@ouvellements sont adaptés a la charge du
bassin et produisent notamment une dilution dedaarge en pathogenes ”, ne permettant pas,
dans l'idéal, a cette charge d’'atteindre les salglsdoses infectantes. De méme, une puissance
d’aération adaptée a la charge en élevage perfiahimal de se maintenir a un niveau de
normoxie favorable a I'ensemble de ses fonctionslogiques et immunologiques. Ces
exemples n’excluent bien sir pas que d’autres n&o@&s que ceux Cités (connus ou non)
soient mis en jeu par ces pratiques culturalesvd@trpar ces deux exemples qu’une mauvaise
adéquation entre les pratiques culturales et Isitleou la charge en élevage constituent au
sens défini plus haut une intensification du systafi€levage. La notion d’intensification
nécessite donc la comparaison a un référentiel pbaque type de systeme de production.
Ainsi, un bassin insuffisamment aéré ou renouvald@ra les effets de lintensification a des
densités plus faibles qu’un bassin disposant dagration et d’'un renouvellement suffisants.
De méme, dans toute pratique ou tout état du sgsf@ovoquant un stress pour I'animal, on
retrouvera les mémes effets que dans l'intensifinapuisqu’elle provoque un déséquilibre de
la relation héte - pathogene. Il n’y a la aucuréece de gestion zoosanitaire a déduire, mais des

pratiques zootechniques qui pourront jouer favenaleint sur cet équilibre hote - pathogene.

[11.1.6. Gestion du risque pathologique en élevage.

La premiere approche, la plus ancienne, est ceBecdltures tournantes, comme cela a déja été

mentionné pour I'agriculture. Il serait mensonger ldur attribuer une cause sanitaire en
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premier lieu, puisque ces pratiques visent d’abardin respect de la fertilité des terres
agricoles. Vue sous un angle sanitaire, cettequata pourtant comme énorme avantage de ne
pas constituer un systeme continu. Elle consistdtéver alternativement deux ou trois especes
suffisamment éloignées les unes des autres pouclpaine ne soit paspriori sensible aux
agents pathogenes de chacune des autres. Pouadidiywe, cette démarche reviendrait a
élever alternativement des Poissons et des Crustpeg exemple. Chaque élevage d’'une

espece peut alors étre considéré comme un videsard I'égard des autres especes.

Un des principes de gestion zoosanitaire les ptusants et les plus efficaces consiste en
I'isolement des animaux de différents ages et stae principe revét deux aspects :

* Un isolement temporel: une des pratiques les plus rationnelles etllesytilisées dans des
installations destinées a la monoculture est calia “ conduite en bandes ”, le fameux “ all-in

/ all-out ” des anglo-saxons. Elle consiste enynmtisronisme étroit entre les élevages au sein
d’'une méme unité. C’est cette pratique égalementeqa a étre appliqguée dans les écloseries
de crevettes du Territoire. Comme nous l'avons mené plus haut, cette pratique, pour étre
entierement accomplie dans le cadre des fermes rdesigsement, consisterait dans
'asséchement simultané d’une ferme comp&tinima parfois d’'une région de production
entiere si 'agencement et I’hydrographie le rendetessaire.

* Un isolement géographique On rejoint la les problemes d’interactions erdiéérentes
fermes de grossissement déja mentionné plus hais, aussi entre écloseries et fermes de
grossissement. Aucun site de production ne dewtaits l'idéal, abriter ces deux phases du
cycle d’élevage. En effet, dans le cas d’une maladransmission verticale sur des populations
en captivité (sans recours a des géniteurs sayvagese retrouve dans le cadre déja évoqué
plus haut d’'un passage en série du pathogéne sunée, comme dans une monoculture en
continu. Dans le cas ou cet isolement géographigu@eut étre obtenu, la disposition des
différentes structures par rapport aux vecteursifsaévents dominants, circulation de I'eau)
devra s’efforcer d’intégrer le principe de la “ rolae en avant ”, les zones les plus sensibles et
les plus propres (écloserie) devant étre en amemtzdnes les plus contaminantes (bassins de

grossissement, zone de péche...).
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[11.1.7. Applications a la pénéiculture calédoniene : les limites du modele... et un

peu d’autocritique...

Le principe des cultures tournantes, bien que sédti se heurte en élevage a une contrainte
majeure : I'élevage dans les mémes structuresifizasn terre ici) de deux ou trois espéeces
phylogénétiguement distantes, et qui ont donc giggeerces culturales parfois trés différentes.
Dans l'état des connaissances, rien (hormis Ipi&l&!) ne peut étre envisagé dans cette voie
pour notre problématique.

Les principes majeurs consistent dans l'isolemesd différents stades et ages. Certains
peuvent apparaitre inutiles dans le cadre de lagtiae calédonienne, d'autres irréalisables. Il
faut toutefois conserver en mémoire que chacunraisan d’étre, a eu I'occasion dans le cadre
d’autres élevages de démontrer son utilité, enfimlgs contraintes liées a ce type de mesure de
gestion apparaitraient beaucoup plus fortes ss elvaient un jour étre pratiquées pour des
raisons curatives (“ Mieux vaut prévenir que gu8rir

» Dans le cadre du Syndrome 93, I'absence de trasgmiserticale d&/ibrio penaeicidaet
d’expression de ce pouvoir pathogéne sur les stdaesires et postlarvaires ont été
démontrées (voir paragraphes 1.3 et I.1). Aingplement géographique des écloseries par
rapport aux fermes de grossissement apparait cammeontrainte inutile ajoutée au systéeme.
Néanmoins, dans le cas de la construction de nlegvetructures de production, cette

préconisation devrait étre prise en compte.

* Quant a considérer la ferme comme unité de progluat non le bassin, cela permettrait
une véritable conduite en bandes, et de véritabilgss sanitaires, consistant en un assec
complet, canaux compris. Le nombre de fermes desgeement du Territoire semble encore
insuffisant pour pouvoir mettre en application eagpe : 'amélioration attendue ne serait
peut-étre pas a la hauteur des contraintes gqueettique entrainerait au niveau de I'atelier de
conditionnement, des écloseries et des fermesmieses (capacités de pompage, stockage et
distribution d’aliments... en fin de cycle). Ceidée doit néanmoins demeurer omniprésente au
sein de la filiere, et éventuellement étudiée emés technico-économiques, et a une moindre
échelle dans la gestion des fermes. La péche sinédtde plusieurs bassins voisins facilitera
les assecs. Si ces bassins sont situés a une #&trdenla ferme, I'asséechement du canal

d’adduction d’eau & leur niveau apparait souhaitabl
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Dans la situation actuelle, la gestion zoosanitairelle est un souci permanent des écloseries,
est quasi inexistante dans les fermes de grossisdeai la partie amont des écloseries
(production des géniteurs). Il a été dit que ledai considérer chague bassin comme une unité
de production constituait une vision réductrice nehimaliste. Une fois cette limitation
acceptée, il convient de respecter au maximum golg® précautions sanitaires qui peuvent

I'étre.
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[ll.2. Médication, "vaccination" et immunostimulati on des crevettes en élevage

L'utilisation de techniques médicamenteuses peanttde limiter I'impact du Syndrome 93
dans les élevages de grossissement a été rapidemeisagée. Bien que la pénéiculture
calédonienne ne représente qu’'un volume relativerfadble, de nombreux fournisseurs ont
proposeés différents produits supposés apporteraoréioration des survies dans les élevages
affectés. La Station d’Aquaculture de Saint Vincardu assurer un role de modérateur face a

des présentations commerciales plus ou moins trosegse

Les approches thérapeutiques peuvent étre baseéstdisation d’antibiotiques a I'encontre

du pathogene ou sur une augmentation de la résésthes animaux au pathogéne.

Des essais ont dans un premier temps été réalisédas antibiotiques, solution a court terme
envisagée initialement, n'ont pas été concluantprésentent de plus des risques élevés
(antibiorésistance, résidus, problemes d’'image deguoe du produit). Ces essais n’ont apporté
aucune amélioration de la survie. Un suivi des eaotrations sériques de I'antibiotique en
HPLC (réalisé en collaboration avec TORSTOM, dassé@on publiées) montre que la chute
de température s’accompagne d'un arrét de la comstion de I'aliment médicamenteux.
Ainsi, les concentrations thérapeutiques ne sart atteintes dans la crevette des la baisse des

températures, coincidant avec le développemeNiithio pathogene.

D'autres essais utilisant des substances commeaalisée immunostimulantB-glucans).
Ces produits sont largement proposés en aquaculeuceevettes par analogie avec des effets
immunostimulants réellement observés chez les ®uwséSkjermeet al, 1995 ; Itamiet al,
1996 a). Des essais menés avec ces produits einddssgrossissement ont été menés sans

succes.

Le systeme immunitaire des Arthropodes ne permgtpa plus la vaccinatiosensu stricto

En effet, 'immunité n’est pas spécifigue d’une tparucune mémoire immunitaire n’existe
d’autre part. Toutefois, le terme de “vaccin” émtgement utilisé commercialement pour
désigner [l'utilisation de bactéries tuées dans uh de renforcement de I'immunité non
spécifiquej.e. d'immunostimulation. En effet, le systéme pro-phiérydase est stimulé par le

lipopolysaccharide de la paroi des bactéries Gragative (Soderhall et Hall, 1984). De plus,
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la stimulation de I'activité phagocytaire par l@ation de corps bactériens dans I'hnémolymphe
entraine une augmentation du nombre d’hémocyteslairts (Hautoret al, 1997, Goarant et
Boglio, 2000). Ainsi, un effet de protection relaticontre la vibriose a été obtenu par It@mi
al. (1989) et Teunisseet al. (1998). Toutefois, ces auteurs travaillaient seg dostlarves et
exposaient ces animaux aux corps bactériens tudspeéation. Cette technique n’est bien sir
pas applicable pour des crevettes juvéniles erirsade grossissement. Toutefois, la voie orale
est préconisée commercialement sous forme d’alinmi&tticamenteux par les firmes vendant
ces produits, bien gu'aucun effet n'ait pu étre neis évidence lorsque cette voie
d’administration est utilisée (Itaret al, 1992b ; Alabiet al, 1999 ; Goarant et Boglio, 2000).
Des essais de préparations commercialisées soumppe#ation « vaccinale » ont toutefois été
menés en bassins de grossissement expérimentauxyami pas permis de montrer une

guelcongque amélioration de la survie.
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I11.3. Sélection génétigue d'animaux plus résistars

Présentation a congres n° 2

La sélection de lignées résistantes aux pathol@giesn des axes de recherche privilégiés dans
I'étude de nombreuses maladies chez les animass, l@ien que chez les végétaux. Ainsi, dans
le domaine de l'aquaculture ont été sélectionnéamuoent chez les Salmonidés des animaux a
résistance accrue a certaines pathologies viraledartériennes (Sovenwt al, 1988 ;
Chevassus et Dorson, 1990 ; Gjedreinal, 1991 ; Fjalestadt al, 1993 ; Kirpichnikowet al,
1993). Chez les crevettes Pénéides une souch&apenaeus stylirostrisésistante au virus
IHHN a également été sélectionnée (souche "AQUAGBR 43", Weppet al, 1992).

De la facon la plus simple et la plus empiriquevemt au détriment de la variabilité génétique
au sein de la population, cette sélection peut éinésagée par le croisement entre eux
("inbreeding™) d'individus ayant survécu a une pi@s de sélection suffisante, c'est a dire, dans
le domaine des pathologies, souvent |étale pourpuogortion relativement importante de la
population. Ce mode de sélection peut conduire plwsmoins rapidement a la sélection
d'individus ayant une résistance génétique relativéntale a la pathologie étudiée. Ainsi, c'est
probablement ce mode de sélection qui a conduis@ldment de la souche stylirostris
"AQUACOP SPR 43" résistante au virus IHHN. Embotidayford (1925, cité par Chevassus
et Dorson, 1990), en sélectionnant comme génitearsuites survivantes a la furonculose sont
passés en trois générations de 2 % a 69 % de subvimois.

Ce mode de sélection repose sur le caractere gaaétie la résistance étudiée, que traduit

ensuite son caractere plus ou moins héritablet &'edire transmissible a la descendance

("héritabilité, souvent écritd2, représente la part de la valeur génétique deodeteurs
sélectionnés qui sera transmise a leur descendgiieevarie de 0 a 1 (ou 0 a 100 %). Plus
simplement, elle peut étre assimilée au pourcerdagehances que la caractére soit transmis).
Ainsi, Gjedremet al. (1991) montrent que I'néritabilité de la résiseaada furonculose chez le
saumon atlantique peut étre estimée a 0,48 (sdit48e qui constitue une valeur relativement
élevée. Ceci impliqgue dans le cadre des patholpg@svent multifactorielles, la nécessité
d'une pression de sélection relativement importante

C'est avec cet arriere-plan qu'a été envisagéédaton d'animaux résistants au Syndrome 93

a la Station d'Aquaculture de Saint-Vincent.
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Cette expérimentation ne constitue pas un progerdm sélection génétique, qui
nécessiterait un protocole beaucoup plus lourchetambre plus élevé d'unités expérimentales,
mais une approche relativement simple qu'il nogdéapossible d'envisager avec le nombre
limité de bassins disponibles. Cette approche diidpldevait permettre d’avoir un apergu
quant a la possibilité d’entreprendre un réel paogne de sélection génétique sur ce critere.
En effet, un véritable programme de sélection cosbireposant sur I'étude du caractere
recherché chez un nombre important de familles ssitega ['installation d'un nombre
important d'unités expérimentales (bassins deepigtilie, bacs...).

Elle peut néanmoins dans son concept étre rappgatdéa sélection individuelle ou massale :
la réponse a la méme pression de sélection desemps (fratries des individus survivants)
n'‘est pas connue. A ce titre, elle ne sera efficaee si le caractére recherché (résistance au

Syndrome 93) est fortement hérital#edQ %).

[11.3.1. Matériels et méthodes :

Au cours de la saison froide 1996, six bassinad@ASV 2 ont été ensemencés simultanément
a environ 20 post-larves par metre carré et péch@sis plus tard. Trois de ces sept bassins
étaient ensemencés avec des post-larves issuesndeugs ayant survécu a des épisodes de
Syndrome 93 (dits "RS93"), alors que les quatreeaufdits "normaux”) étaient ensemencés
avec des post-larves issues de géniteurs élevés dizm conditions classiques d'élevage
géniteurs, donc classiqguement tres peu soumis radr&ye 93, du fait de conditions d’élevage

particulierement extensives.

Les élevages larvaires et acclimatation ont étéésesimultanément et dans les mémes
conditions. Les géniteurs de la “ lignée RS93 ” étét obtenus en récupérant lors d'une péche
partielle d’une ferme de production des crevet®2@ g ayant survécu a des pics de mortalité
dus au Syndrome 93 survenus sur ce bassin. Leesdmvbassin d'ou sont issus les géniteurs a
été de 29 %. Ces animaux ont été placés en baasitegrs pendant deux mois et demi afin
gu'ils atteignent une taille et un poids compatitdeec la maturité sexuelle. La lignée dite "RS
93" est constituée d'un mélange de pontes issugs fiamelles et 38 males de ce lot, afin de ne
pas trop affecter la variabilité génétique au s#encette lignée. Le calcul montre que ces

effectifs de géniteurs permettent de conserver ¢¢u89 % de la variabilité génétique présente
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dans le stock parental. Les géniteurs dont somisigss animaux de la “ lignée normale ”
témoin proviennent d'un élevage géniteurs classique

Des élevages comparatifs entre ces deux lignéeéténnenés dans les bassins de la Station
d'Aquaculture de Saint Vincent : les bassins 2a la SASV 2 ont été ensemencés le 12/03/96
avec des P14/16 issues de la méme production siido Les bassins 6 et 7 recoivent des
post-larves "RS93". Les autres bassins (2, 3, %&)etecoivent des post-larves issues de
géniteurs "normaux".

Ces sept élevages ont été gérés selon le modeirdensif sans aération, avec des taux de
renouvellement différents. Les particularités dstiga de chaque bassin sont présentées dans

le tableau 5 ci dessous.

Tableau 5 : Conditions des élevages comparant lesgilarves issues de géniteurs ayant

survécu au Syndrome 93 aux postlarves issues de @éars non sélectionnés.

Bassin B2 B3 B4 B5S B6 B7
lignée Normal | Normal | Normal| Normall RS 98 RS 93
densité 20,1 20,3 19,3 19,4 20,4 19,7
Renouvellement 10 % 11 % 17 % 21 % 179 22%
guotidien

[11.3.2. Résultats :

Ces bassins ont traversé la saison froide et subpisode de mortalité important (du 31/05/96
au 18/06/96) et plusieurs épisodes de mortalité giscréte.

En fonction de la gestion zootechnique pratiquée blassins comparables sur le critere étudié
de survie sont au nombre de 4, comparables 2 in&i peuvent étre comparés les bassins 4 et
5 avec les bassins 6 et 7. Ces résultats sontnpédsdans le tableau 6 (les autres survies

données pour mémoire).
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Tableau 6 : Résultats des élevages expérimentauxeavMa descendance d’animaux ayant

survécu au Syndrome 93, comparés a des crevettesirsglectionnées.

B2 B3 B4 B5 B6 B7
lignée Normal | Normal | Normal | Normal | RS 93| RS 93
survie 23,8% | 29,3% | 26,5% | 36,2% | 34,8% | 41,8%
PM final 2789 | 2649 | 26,89 | 2569 [2599 |23,4¢g
Indice de Conversion | 2,98 2,66 3,01 2,6 2,44 | 2,49
Renouvellement 10 % 11 % 17 % 21% | 17% | 22%

Le plan d’ensemencement des bassins comparatifenmmeet pas de réaliser de comparaisons
statistiques. Toutefois, en considérant uniquenfend élevages qui peuvent étre réellement
comparés deux a deux, les survies moyennes eno2@® d'élevage sont d&l,3 % pour la
lignée "Normale" et de38,3 % pour la lignée "RS 93"

Les indices de conversion sont par ailleurs ma#iquour les bassins dont les survies sont
ameliorées. Les poids moyens finaux sont procleeie sélection ne semble pas s'étre faite au

détriment du potentiel de croissance des animaux.

[11.3.3. Discussion et perspectives :

Les bassins ensemencés avec des animaux de le lIR893" ont obtenu des survies plus
élevées que les bassins ensemencés avec des anawalx lignée "normale”. Cette
amélioration de la survie estimée est en moyenreents sur ces deux comparaisons.

Cet écart, s'il ne permet pas de conclure formefgret statistiquement a une amélioration de
la survie de cet ordre de grandeur, suggére qumte de sélection testé permet effectivement
de sélectionner des animaux ayant une résistaagveeau Syndrome 93, et que cette
résistance a une héritabilité significative. Desplcette sélection ne semble pas s'étre faite au
détriment du potentiel de croissance des animaux.

Toutefois, ce mode de sélection est contraignapeetreproductible sur le plan zootechnique,
les générations de géniteurs arrivant a I'age @é Bnois a un poids moyen nettement inférieur
a celui des géniteurs élevés dans les conditioassigues. L'utilisation d'un challenge
infectieux suffisamment |étal, qui pourrait étrepligué aux géniteurs quelques temps avant
I'entrée en maturation permettrait d'améliorereestandardiser cette méthode de sélection qui

semble prometteuse. Cet axe est actuellement gpéeldans le programme de sélection
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génétique mené par 'NFREMER-COP a Tahiti, et gara en place en Nouvelle-Calédonie

dans le cadre de la mise en place d’'un programnséldetion génétique.
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Conclusions et perspectives

Notre travail a consisté, aprés une participatiarx @hases initiales de description du
Syndrome 93 et de recherche de 'agent étiologignd’'étude de I'épidémiologie de cet agent
pathogene (ainsi que d’autres souches et espécéibe pathogenes identifiés au cours de
ces phases initiales) et des travaux préliminaueda pathogénicité de ces souches. Du fait du
réle de la Station d’Aquaculture de Saint Vinceansl I'assistance au développement de la
filiere de production de crevettes marines, nowsawenvisage un certain nombre de solutions
pratigues qui permettraient de limiter I'impact teichnique et donc financier de cette

pathologie.

Dans un premier temps, notre programme de recheelgiisposait d’aucun outil diagnostique
pour les souches d€ibrio pathogéenes identifiées. L'approche épidémiologigigst donc
appuyé sur une technique de typage performantapade, I'amplification de fragments du
génome a l'aide d’amorces arbitraires par la tepinid’ Arbitrarily Primed Polymerase Chain
Reaction (Welsh et McClelland, 1990). Cette techeia été utilisée avec succés dans
différents genres bactériens pour discriminer dekis a un niveau infra spécifique (Weéth
al., 1992 ; Perolatt al, 1994 ; Ralplet al, 1993 ; Martinezt al, 1994).

Dans notre travail, ce pouvoir discriminant €lee@sia en effet permis uigentification des
souches au niveau de lI'espece grace a la compardésteurs profils électrophorétiques ayec
ceux des souches de référence des especes cosc@tindecaractériser différents typesau
sein de la méme espé¥ério penaeicida Ce type de travail n'avait jamais été mene, genot
connaissance, sur des souches pathologiques eitydémé. Les types distingués ont pu étre

liés & des données épidémiologiques d’importantejéénis comme correspondant a des

U7

origines géographiques distinctes. Ces types gpbmgpaes outopotypes nous ont permis
d’émettre une hypothese sliorigine hydrigue de la contamination des élevages et de

montrer lecaractere enzootiquede cette affection.

Des topotypes avaient déja pu étre distingués iaudsegenreVibrio par différents auteurs, et a
l'aide de différentes techniques. Ainsi, dans EseeesV. vulnificus(Hgi et al, 1997) etV.
anguillarum (Kahn et al, 1996), des souches d'origines géographiquesrelities sont

distinguées, mais ces études incluaient des soupt@evées sur des échelles spatiales

Page 86
Epidémiologie et facteurs de virulence des Vibrio pathogénes de crevettes d'élevage en Nouvelle-Calédonie




beaucoup plus grandes. Les topotypes distingués miatne travail correspondent a des zones
distantes d'une cinquantaine de kilomeétres seulemen

L'approche de notre travail était purement épidérgique et originale. Trente cing des
cinquante trois isolats ont été intégrés dansléctén de souches étudiées sur la seule base de
leur importance clinique, puisqu'elles correspoeiad des souches septicémiques isolées de
cultures monomorphes d'hémolymphes de crevetteshomoles au cours d'épisodes de
Syndrome 93. Les dix huit autres souches étaiejat plartiellement documentées par des

études de ribotypage (Costhal, 1998 b).

Dans le cas de ces souches déja documentéesyieobde noter que nos résultats de typage
par AP-PCR songn accord avec les résultats obtenus en ribotypagé convient également
de noter que la comparaison des profils électraggltues des souches calédoniennes et
japonaises de/. penaeicidaont permis de montrer leur appartenance a la méspece
rapprochement que le ribotypage n'avait pas permigCostaet al, 1998 b). Les différences
de profils électrophorétiques observées tant aadedhnique d'AP-PCR qu'avec la technique
de ribotypage (qui étudie une région conservée @uoome, Grimont et Grimont, 1986)
permettent d'exclure une origine exotique (d'importation japonaise) aux souches
calédoniennes dé. penaeicida
Notre étude a également permis de confirtii@portance épidémiologique de cette espede
bactérienne dans le Syndrome 93. L'implication elauire especeV. nigripulchritudq a pu
étre précisée par notre étude, qui montre qu'dibdt gusqu'alorslimitée sur le plan
géographiquea une zone d'élevage. Il s'agit a notre connatsesde la premiére description de

I'implication de cette espéce dans un contexteatleofpgie aquacole. Des préconisations |ont
éte édictées afin diémiter les risques de son extensianL'implication minoritaire d'autres
especes dans les épisodes de mortalité du Synde8nmee également été montrée. Ce fait
démontrd'importance des facteurs environnementauyet despratiques zootechniquesians
la survenue de cette pathologie.

Les données épidémiologiques déduites de notre étods ont également permis d'établir que

174

la contamination des bassins d'élevage par. penaeicidase faisait par I'eau de pompage

des fermes. Ce résultat a étnfirmé par un suivi épidémiologiquedeV. penaeicida

La mise au point de sondes spécifiques a partifrdgments caractéristiques, telle que réalisée
par Letocartet al. (1997) sur des leptospires pathogenes a été géeishe développement
d'un couple d'amorces spécifiquesvigpenaeicidgar Saulnieet al. (2000) nous a finalement

conduit a abandonner cette possibilité.
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La mise au point d’'un couple d’amorces spécifigge¥. penaeicidgSaulnieret al, 2000) a
donc permis d’entreprendre un suivi épidémiologigaste de ce pathogéne par la technique

d’amplification génique (PCR).

Les résultats préliminaires de ce travail actuellement en cogmnfirment la contaminatiorn

des élevages pdeau de pompage

Ce travail devrait permettre de mettre en éviddacdynamique de&/. penaeicidadans les
élevages. Un certain nombre de conseils de gestiosanitaire du Syndrome 93 pourraient en

étre déduits, permettant de réduire son impadesuglevages.

A la suite de ce travalil, et afin de précibécologiedeV. penaeicidalansg’environnement

d’élevage des travaux sur I'écologie de \¢ério pourraient étre entrepris.

Ainsi, des travaux d'écologie microbienne réalisés V. parahaemolyticusen Baie de
Chesapeake (aux Etats-Unis) notamment ont permisésiser son cycle annuel et ses modes
de survie et de dispersion (Kaneko et Colwell, 19Z8lwell, 1983). Ainsi, il a notamment été
montré queV. parahaemolyticugtait fréquemment associé aux particules de ehibn aux
Arthropodes vivants notamment aux Copépodes (Kaeekiolwell, 1975 ; Venkateswarai

al., 1989), y compris dans les eaux douces (Saekaaml, 1983 et 1985). Le méme type
d'association avec les Crustacés planctoniqueguddbris de chitine est par ailleurs connu
chezV. cholerag(Huget al, 1983). Un cycle annuel de la biologie dev@erio a ainsi pu étre
précisé dans cet environnement de la baie de CéalsagColwell, 1983 ; Kaneko et Colwell,
1978). Les comptages dé parahaemolyticuy sont corrélés avec la température et cette
bactérie n'est pas détectée dans la colonne deadapt les mois d’hiver. Néanmoins, elle
survit en petits nombres dans les sédiments. L&ésecam suspension du sédiment par les crues
du printemps, ainsi que par les actions conjugdéegent et de la marée, provoquent la remise
en suspension d&s parahaemolyticysyui proliférent apres association avec le plametbles
particules de chitine. L’adsorption dé& parahaemolyticusur le plancton a d’ailleurs une
efficacité accrue en conditions de salinité estumemes. Les comptages sont maximaux pendant
les mois d’été (Juin a Aodt) tant dans I'eau, Edirments que le plancton, et atteignent environ
10" & 16 CFU / g de plancton humid&/. parahaemolyticuparticipe pendant I'été a la
minéralisation des matieres en suspension, notaiaehitine et le phytoplancton sénescent.
Une campagne océanologique a permis de montrelVgymarahaemolyticugst absent du

sédiment et de la colonne d’eau au large de caitede Chesapeake. Cette bactérie est donc
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considérée comme un organisme estuarien, non ciihgisins des conditions de haute
salinité, de basse température, de faible matiénesuspension, ou de hautes pressivns.
parahaemolyticugst donc une bactérie qui assure une fonction B&calogie globale de la
baie de Chesapeake. D’autres études ont montrd’lgimolymphe de crabes sains pouvait
héberger ded/. parahaemolyticusLes auteurs en concluent que, dans les envirogmsm
estuariensy. parahaemolyticusst naturellement associé aux crustacés.

L'étude de I'écologie dé. choleraea également permis de déterminer des élémentataiues
liés a l'incidence du choléra. Colwell et Huq (1p6at étudiés différents paramétres physico-
chimiques ou biologiques des eaux cétieres en ketdau Bangladesh en relation avec
I'incidence du choléra. lls ont ainsi pu proposercartain nombre de criteres de prédiction des
épidémies de cette maladie a partir de paramébrasne la température de surface de I'eau de
mer, la chlorophylle et le zooplancton. De mémeg,eXpliquent les incidences variables de
cette pathologie en fonction de l'oscillation aalstrdu phénomene El nifio. Dans I'étude de
I'écologie deV. choleraeI'existence d'un état de dormance chez cetteegpggalement décrit
chezV. vulnificuset de nombreuses autres genres et especes bawsjigualifié d'état viable
non cultivable a considérablement freiné les étf@edwell et Hug, 1999 ; Linder et Oliver,
1989). L'apport des techniques moléculaires ateeg a donc été immense, puisque certaines
ne nécessitent aucune culture préalables (Bratuals 1991).

De méme, des variations saisonnieres ont été rarségidence par Enget al. (1991) dans les
comptages d&. salmonicidaaux alentours des fermes de saumons en Norvege.dBie ce
germe psychrophile pathogene de poissons soitrgrésgte I'année, les comptages hivernaux

sont plus élevés.

Ainsi, des étuded’écologie microbiennepourraient permettre de préciselsipenaeicidaest
associé a des particulebiotiques (Copépodes ou débris de chitine, phgtugbntes...) ou
abiotiqgues (matieres minérales en suspension)j best importé dans les élevages sous june
forme libre, de préciser learactére saisonnierde son incidence sur les élevages de crevettes.
Une meilleure appréhension de I'écologie microbéeertesbassins d’élevageet de leur
environnement tant au niveau de |8ore bactérienne que duphytoplancton pourrait

permettre d’envisager deouvelles stratégies de prévention ou de lutteAu cours de ce

[92)

travaux, il importera d'envisager la possibilitendétat viable mais non cultivablechez cette

espece.
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Au cours d'études sur la pathologie des crevettétevihge en Nouvelle Calédonie, une
hypothése a pu étre émise sur le mécanisme patigogéte la contamination des crevettes par
V. penaeicidaAinsi, les exoenzymes chitinolytiques dont sootipues les souches de cette
espéce pourraient étre a l'origine d'une forme mtlevde maladie bactérienne de la cuticule
(Cook et Lofton, 1973) observée en Nouvelle-Calégloha premiére observation de ces
|ésions, bien que n'étant pas associée a une it@eabrmale, a suscité un émoi important. En
effet, 'apparence externe des Iésions est simikaicelles qui sont associées au baculovirus
responsable de la "maladie des points blancs", W (Lightner, 1996). Des criteres de
diagnostic différentiel entre ces deux types detésont pu étre établis. L'étiologie la plus
probable des Iésions observées sur les crevetténiies et géniteurs en Nouvelle-Calédonie
est l'attaque de la cuticule par des bactériesnohitiques au niveau de Iésions primaires
microscopes de I'épicuticule. Ces lésions pourtaienplus constituer une voie d’entrée pour

des bactéries pathogenes.

L'étude précise des voies d'entrée disrio pathogenes ainsi que d'autres aspects d[-‘e la
pathogénie de l'infection pourraient étre étudi@esc plus de précision a I'aide de techniques

d'immunohistochimie comme Sung et Song (1996) I'ont réalisé Bumonodon voire de
PCR in situ. Dans le cadre d'études sur la pathogénie ddiase aVv. penaeicidal'étude du
mécanisme dportage asymptomatiquedevrait en particulier présenter un intérét carthes
mécanismes dsurvie de la bactérie dans I'hétepourraient notamment mettre en ceuvre la

présence d'uneapsulecomme cela a été montré padurvulnificus(Bioscaet al, 1993).

Cette hypothese parait plausible du fait de laodistion sur gélose de colonies opaques et
translucides comme cela est noté pdurvulnificus La réversion de I'état opaque a I'état
translucide (Goarant, données non publiées), gjnsides ribotypes parfaitement identiques
(Costaet al, 1998 b) pourraient correspondre a I'expressiofiatnsence d'expression de ce

caractere de la méme facon que ctierulnificus(Bioscaet al, 1993 ; Amarcet al, 1994).

L'étude de lpathogéniedes vibrioses est par ailleurs nécessairemementient liée a I'étud

del'écologiede I'agent pathogene (Baudin-Laurencin, 1987).

En effet, les conditions écologiques jouent towgoun réle majeur dans le déclenchement de
ces maladies. Cela a également été montré darslte du Syndrome 93 par les résultats de

notre suivi épidémiologique dé penaeicida
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Des facteurs toxiques ont été mis en évidence lgasgrnageant de culture e penaeicida
AM 101. Ces facteurs correspondent probablemenheé au des exotoxines. En effet, les
exotoxines constituent un facteur majeur de la qmghie de nombreuses maladies
bactériennes (Finlay et Falkow, 1997). Chez lesén@ms du genr&ibrio, des exotoxines ont
pu étre mises en évidence chez des soucheg. Harveyi(Saeed, 1995)YV. anguillarum
(Umbreit et Tripp, 1975 ; Toranzet al, 1983 ; De la Cruz et Muroga, 198%), vulnificus
(Kreger et Lockwood, 1981)/. damseldKreger, 1984 ; Kothary et Kreger, 1985), et bién s
chezV. cholerag(Nishibuchi et Seidler, 1983).

Dans notre étude, il a été mis en évidence queucees facteurs toxiques sont exprimes en
fonction de latempérature chezV. penaeicidasouche AM 101. De facon intéressante, une
température plus basse que la température optidealulture dev. penaeicidaAM 101 est
responsable de cette expression. Il serait int@néskisoler et de caractériserce ou ces
facteurs toxiques. La premiére étape consistegmléser desnigrations en SDS-PAGEafin
de comparer les profils des surnageants de cultures réalisés a différeategératures. La
mise en évidence dé&andes différentielles permettrait de confirmer desxpressions
différentielles de protéines excrétées en fonction de ce parampbygque. Dans ce cas, une

purification des facteurs différentiellement exprimés devrartettre de déterminer lequel est

responsable de la létalité. Une fois ce facteunatérisé, il serait possible de s'appuyer sur les
banques de séquences génomiques, bénéficiantlagsbnnaissances acquises cheYileso

spp. a pouvoir pathogéne pour d'autres espécesq@ms voire pour 'hnomme.

En effet, des séquences de genes codant pour aearfade virulence déibrio spp. ont été
publiées et pourraient servir a rechercher desesems identiques ou proches dans le génome
des bactéries que nous étudions. Toutefois, unedgragrudence s'impose alors lors de
l'interprétation des résultats, et il convient ptuge jamais de confirmer ou infirmer que le
facteur mis en évidence est bien lié a la virulerteez I'h6te étudié. Ainsi, Osora al. (2000)

ont récemment remis en question le rdle réel d@haspholipase-D dé&/ibrio damsela
(damselysin) considéré jusqu'alors comme un factlEuwvirulence majeur de cette espece

anthropozoonotique aussi bien chez les Mammifemeschez les Poissons.

ChezV. anguillarum plusieurs genes associés a la virulence ont ppostiplasmidique (Crosa
et al, 1977 et 1980). La similarité de pouvoir pathogéles isolats calédoniens des deux

especey/. penaeicidaet V. nigripulchritudo nous incitent & envisager une origine, au moins
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partiellement, plasmidique aux facteurs de virugehin travail sera initié portant sur I'étude
du support génétique de la virulence. Des travaaliminaires ont déja permis de mettre en
evidence la présence d'un plasmide de grande tddles les souches dé penaeicidaet

V. nigripulchritudq ainsi que de réaliser les premieres analysepridits de restriction sur le

plasmide de&/. penaeicidasouche AM 101.

Cette étude devrait logiqguement se poursuivre patomparaison des plasmides d’ung

D

sélection de souchedsolées au cours d'épisodes de mortalité dus andrSgne 93,
L'électrophorése en champ pulsé trouverait ici uneplace de choix,permettant d’obtenir
rapidement des informations completes sur I'orgaima génomique des souches étudiées, y
compris la mise en évidence de plasmides de graailiie généralement mal extraits par |es

techniques d’extraction d’ADN plasmidique classigudes infections expérimentales

couplées a unanalyse histologiquedes animaux infectés, tenteront ensuite d’étalbiie

corrélation entre la présence dun ou plusieurs plasmides eetpduvoir pathogén

D

expérimental.

Si une corrélation de ce type est établie pour meslats de V. penaeicida ou
V. nigripulchritudqg deux approches peuvent étre envisagées pourroenfile role du

plasmide dans la virulence.

La premiére approche consiste & débarrasser urmhesatirulente de son ou ses plasmides,

pratique qualifiée decurage'.

Cette approche a été utilisée par Cresal. (1980) pour démontrer la corrélation entre la
présence du plasmide pJM1 et la virulence dtieanguillarum Bien que les conditions de
culture (notamment une température élevée) puistmrdriser le curage spontané chez
Escherichia coli(Smith et Bidochka, 1998), ce facteur pourraivoiiaqu'un effet limité sur les
plasmides de¥ibrio. Toutefois, d'autres systemes ont été proposésqoar des plasmides
chez des souches de Vibrio (Va#ta al, 1992). Le curage spontané a en effet été étudié e
fonction de la température de conservation deshssu¢entre —80°C et +37°C pendant 18
mois) et de repiquages (quotidiens pendant 100s)jochezV. anguillarum par Pedersen
(1997). Il a montré une remarquable stabilité dexfilp plasmidiques des souches de son

étude.

La seconde consiste a l'opposé a introduire lenpties dans une souche non virulente et a
étudier la virulence de la souche ainsi transfornh@dransformation peut notamment étre
réalisée par électroporation comme cela a étéseégar Cutrinet al. (1995) qui en ont

optimisé les conditions poW. anguillarum
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L’étude de l'acquisition de la sensibilit¢ degtopenaeus stylirostrisa I'infection par
V. penaeicidaa permis de montrer que les animaux deviennensitdes a partir d'un

développement correspondant a un stade de juvénile.

Ce résultat ouvre la porte a des études plus pde la virulence dé. penaeicida I'égard
de L. stylirostris Il permet en effet de disposer d’'un modele dwdli que I'on peut
considérer commeéfractaire a l'infection. Ces individus ont umgénotype identiqueaux
juvéniles ou aux adultes ; I'expression de ce ggreotorrespond a ce stade aplénotype
non sensiblea l'infection. L’étude degénes différentiellement exprimégcomparaison des
profils d’ARNmM) entre les postlarves et les juvéripourrait permettre de mettre en évidence
des génes associés a la sensibiligé I'infection parV. penaeicida Des applications a |a

sélection de lignées de crevettes plus résistangekinfection pourraient étre envisagées.

Parallelement, il convient de souligner ici l'iique présenterait pour les études de virulence

ou de pathogénie une souchévdgenaeicidanon pathogéne.

La vaccination et l'utilisation d'immunostimulargent des approches alternatives aux abus
d'antibiotiques qu'ont parfois connu les élevagpseoles (Brown, 1989). La vaccination a
connu des développements importants dans les @s\asgcicoles (Colwell et Grimes, 1984 ;
Baudin-Laurencin, 1987 ; Austin et Austin, 19938, miéme que l'usage d'immunostimulants
(Skerjmoet al, 1995 ; Itamiet al, 1996 a). Chez les Crustacés, le systéeme immrmitéeést
pas spécifique, et il ne possede pas de mémoirdedme de vaccination a pourtant été
consacré par l'usage pour l'immunostimulation i@d'ale bactéries tuées. Certains auteurs
rapportent des effets bénéfiques de ces pratidtasi et al, 1989, 1991, 1992 a, 1992 b et
1996 b ; Teunisseat al, 1998). La voie orale (qui permet l'usage d'alitmagdicamenteux)
est parfois préconisée par les fabricants pouaaiété d'administration. Toutefois, les auteurs
qui ont testé cette voie d'administration démontogre celle-ci n‘apporte pas de protection
efficace (Itamiet al, 1992b ; Alabket al, 1999).

La sélection génétique a permis chez les Poissbm®rabre d'autres espéces domestiques
d'améliorer I'expression de qualités recherchées dies especes élevées. L'aquaculture de
crevettes en Nouvelle-Calédonie dispose d'une ties gnciennes souches domestiquées de

crevettes. La maitrise du cycle completld®penaeus stylirostrisqui a permis son élevage
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dans une région d'ou elle est initialement abseetenet d'envisager la mise en place de
programmes de sélection génétique, comme le seuByowdy (1998). La résistance a des

maladies bactériennes a été significativement amné&ichez différentes especes de poissons
(Sovenyiet al, 1988 ; Gjerdrenet al, 1991 ; Kirpichnikowet al, 1993).

La sélection massale, testée d’'une facon simpée $tdtion d’Aquaculture de Saint Vincent,
pourrait permettre d’obtenir une amélioration desvies dans les élevages affectés par le
Syndrome 93. Des essais plus rigoureux serontmgrpar la mise en ceuvre dans les :’vois
prochains d’'un programme “ génétique crevettedd SASV. Unplan de sélectionsera mis
en place, qui devra permettre, outre de confirmes wesultats préliminaires, d’évalyer
I'héritabilité de ce caractére tout en maintenant dans la pagpulekploitée unevariabilité
génétique maximale Dans I'état actuel des connaissances, cette @pmpremble parmi les

plus prometteuses.

Page 94

Epidémiologie et facteurs de virulence des Vibrio pathogénes de crevettes d'élevage en Nouvelle-Calédonie



Présentations a congres et publications

Présentation a congrés n° 1 :

Goarant, C. ; Mermoud, I. ; Costa, R. ; Haffner; Boglio, E. (1996) : Study of episodes of
mortality observed in reard@enaeusstylirostris since 1993 in New Caledonia : I. Biotechnical
impact and gross signs in diseased prawns. Posterédentation générale du Syndrome 93 au
congres annuel de la World Aquaculture SocietyjaP9ier au 2 février 1996, Bangkok. Book

of abstracts, pp. 139-140.
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STUDY OF EPISODES OF MORTALITY OBSERVED IN REARED Penaeus stylirostris
SINCE 1983 IN NEW CALEDONIA: | - BIOTECHNICAL IMPACT AND GROSS SIGNS IN
DISEASED PRAWNS

(1)

3)

(4)

Cyrille Goarant!”, |sabelle MermoudZ2, Robert Costa3, Philippe Halfnerd, and Eric Boglio?

Laboratoire Hecherche Aquacole - IFREMER en Nouvelle-Calédonie
Station d'Aquaculture de St Vincent

Quai des Scientifiques, B.P, 2059

98846 Noumea cédex, NEW CALEDONIA

CIRADVEMVT, BP 1 86
98845 Noumea cedex, NEW CALEDONIA

Laboratoire Territorial de Recherche et Diagnostic Vétérinaire
BP 42, 98830
Paita, NEW CALEDONIA

Laboratoire Biclogle et Ecologie des Invertébrés Marins - IFREMER
Station de la Tremblade, Ronce-les-Bains, BP 133
17390 La Tremblade, FRAMNCE

L.

Penaeus stviirostris, a non-indigenous species imported from Tucson in 1981 and reared in closed cycle
since, is the main cultured penaeid prawn species in New Caledonia. Growout is semi-intensive and
stocking densities range from 20/m2 (without aeration) to 40/m2 (with aeration). Total growout pond
surface in New Caledonia was 360 ha in 1995,

140

Since 1983, a pathology is observed in some ponds during growout. Episodes of mortality are cbserved
from a mean prawn weight of 2 grams and are more often observed in winter. Mortality can be epizootic,
killing 10 to 20% of a crop within a few days, or chronic. From a few to over 1,000 moribund or dead
prawns are observed from the pond edges. Dead prawns are also observed when diving (up to 3 or 4
prawns/m2), in feed trays or in cast nets during sampling.

Mean crop survival in affected ponds is 30% compared with 55% normally, which jeopardises the
economic viability of this aquaculture. Epizootics are generally triggered by various stresses such as a
sudden temperature drop, handling and transferirng prawns, a moulting peak,...Abnormal pond
conditions lower mean temperatures and higher salinities in winter) have been noted since 1883),
associaled with an "E| Nino" phenomanon.

Affected prawns are weak and show an abnormal swimming behaviour, being close to the surface and the
edges of ponds. An increased number of birds is often observed near affected ponds. Moribund prawns
are dull; sheli coloration Is often darker than usual; the muscle is whitish legs are sometimes orange 1o red;
the gut is often empty- hemolymph clotting time is increased. Research on this a priori plurifactorial
disease is focused on an epidemiclogical, a bacteriological, a histological and a viral study. Preliminary
results of those studies are presented in three following posters.

KEYWORDS: Penaeid shrimp culture; Shrimp diseases, Penaeus stylirosiris
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Présentation a congres n° 2 :

Goarant, C. ; Boglio, E. ; Lemonnier, H. ; Della®aa, L. : Shrimp disease “Syndrome 93" in
New Caledonia: The effects of water exchange r@ethe bacterial flora of shrimp ponds and
on shrimp survival; and selection of disease-rastsinimals : Preliminary results. Poster
présenté a Island aquaculture and tropical aquaeyl au 9 Mai 1997 ; Les trois llets,

Martinique. Book of abstracts p. 143.

SHREIMF DISEASE «SYNDROME 93» IN NEW CALEDONIA: THE EFFECTS OF WATER
EXCHAMNGE RATES ON THE BACTERIAL FLORA OF SHRIMP PONDS AND ON SHRIMP SURVIVAL,
AMD SELECTION OF DISEASE-RESISTANT ANIMALS : PRELIMINARY RESULTS.

C. Goarant, E. Boglio, H. Lemonnier, L. Della Patrona

Laboratoire de Recherche Aquacole [FREMER en Nouvelle-Calédonie, Station
d' Aquaculture de Saint-Vincent, BP 2059, 98846 Nouméa Cadex, New Caledonia.

Introduction

Shrimp aguaculture { Pengeus stylirostris) in New Caledonia has been affected since 1593
by a disease named Syndrome 93, Mortality appears during growout, mostly at times of
rapid temperature changes. Bacteria-from the genus Vibrio (mostly V. penaeicida and ¥.
migripuichritudo) seem to have a major role in the disease pathogeny.

Pathologies in aquaculture- are often complex. ; environment quality, which is influenced
by zaotechnical practices, can often be a trigger or aggravating factor in the developmemt
of diseases. The selection of disease resistant animals is & major research area in the fight
against pathologies, Controlling the environment and genetic selection aim to limit the use
of medication (especially amtibiotics when dealing with bacterial aeticlogies) which is a
barrier to the commercialisation and a clean image of the product.

The present study aimed at measuring shrimp survival and water bacterial flora with water
exchange rates in ponds, and to carry out a preliminary trial using animals selected for
their genetic resistance to Syndrome 93.

Materials and Methods

In early winter of 1996 (March), six ponds of about 1500m* each at the Station
d’ Aguaculture de Saint-Vincent (ponds 2 to 7) were seeded at a density of approximately
20 postlarvae.m® Two (6 and T) were seeded with postlarvae produced from shrimp
which had survived a Syndrome 53 mortality egisode (R393), whereas ponds 2 to 5§
({normal) were seeded with Pls issued from broodstock reared in normal canditions, only
lightly affected by the disease.

All postlarvae had similar and simultaneous larval rearing and acclimation conditions. The
comparative rearing using those two shrimp lnes was conducted in semi-intensive
conditions as is usual in Wew Caledonta, without fertiliser or aeration, using mean water
exchange rates of 10.5, 10,3, 17, 22, 17 and 22% per day forponds 2, 3,4, 5, 6 and 7
respectively, Shrimp were harvested simultaneously after 209 days rearing.

Parameters recorded during rearing were @ morming D.O. and temperature daily, Secchi
depth (turbidity) and salinity twice a week and after heavy rain, and mortalities twice daily
(dead and moribund shrimp on pond edges). Water bacterial flora was measured weekly
by plate counting using Perri dishes in pounds 2 to 5 and in the intake water. The
presumptive Vibrio flora (using TCBS agar) and part of the total heterotrophic flora
{using Marine Agar 22 16E) were measured after 24 h incubation at 30°C.

Neither I penaeicida nor V. nigripulchrifudo usually grow on TCBS agar within 24
hours, but grow on Marine Agar within that time Results from ponds 2 to 5 were
analysed using a correlation matrix (Star Graf software), Weekly mortality is the
cumulative mortality over 7 days as from day 1 of the week.
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Resuits and Discussion

All 6 ponds were affected by Syndrome 93, wpﬁually from day 30 to day 98. Interesting
correlations are for ponds 2 to 5 | A positive correlation between weekly mortalities and
the [oganthm of the measured heterotrophic flora (p = 00027, n = 92) . A negative
correlation between weskly mortality and mormng temperature (p = 0.0057, n = 96) and
an increase wn the Vibrio flora with tme.

A more dynamic view shows that an increase in the heterotrophic flora in the intake water
on day 77 was followed by an increase in the heterotrophic flora in ponds 2 to 5, and by a
mortality peak in those ponds. The observed increase in the intake water occured during a
mortality episode in a large nearby pond (30 000m?) which effluents (about 10 000m’ per
day) are partially recirculated due to the location of the intake structure, especially on a
falling nde.

Final and mean resuits (see table 1) show that ponds with the lowest water exchange rate
have the lowest survival rates, a higher mean heterotrophic flora and a much higher mean
Vibrio flora. It would therefore appear beneficial to increase water exchange rate during
times of high Syndrome 93 incidence. Variarions in the bacterial flora could therefore be
indicators which would allow to evaluate the risks of a pond developing the disease.
Ponds seeded with «RS 93» shrimp had higher survival than those seeded with normal
shnmp, by about 7% in each case This suggests that it would be pnsmhie to increase
shrimp resistance to Syndrome 93 using genetic selection.

Table 1 : mean and final results (survival, FCR, mean weight and mean bactenal levels)
of the six ponds included in the study. (n.d. : not determuned)

e T Pondi T |
_Shnmnp strain Mo

_Mean water exchange / dav 105% 105% 17% 22% 17%  239%
survival (%) _238 293 265 36.2 348 418
final wetsht (g) 27.8 26.4 26.8 256 239 234
FCR : 3 2.7 3 2.6 2.4 2.5
Mean TCBS counts 120 535 803 380 235 nd. nd
(CETYm

Mean Marine Agar counts 2310 4060 3895 4070 3695 nd nd
(CFTlml)

Conclusions

The higher survival rates obtained using anumals which parents survived strong Syndrome
93 monality episodes indicate that it would be possible 1o select for shrimp which have a
higher resistance to the disease. A mass selection program should therefore produce
conclusive results. The bacteriological study showed the effects of water exchange rate
on the bacterial flora, and a link between that flora and the incidence of the disease in
ponds. The mortalities observed in the ponds monitored appeared following an increase in
the bacterial flora in the intake water, which in turn occurred following a mortality
episode in a nearby pond. This is indicative of a disease which can be carmmied by the
water, The analysis of other parameters (in progress) and future works will aim to
determine whether the increase in the bactenal flora 1s due to an increase in the number of
pathogens which are responsibie for the mortaliues, or if it merely reflects a degradation
of the reanng environment.
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Publication n® 1 :
Goarant, C. ; Merien, F. ; Berthe, F. Mermoud,Reyolat, P. (1999) : Arbitrarily Primed PCR

to typeVibrio spp pathogenic for shrimp. Applied and EnvironraéNicrobiology 65(3):
1145-1151.

Page 99

Epidémiologie et facteurs de virulence des Vibrio pathogénes de crevettes d'élevage en Nouvelle-Calédonie




AFPLIED AND ExvikossiEnTal. Mickonionooy, Mar 198, g, 11451151

P 2 2 IS R0, 00+ [

Yal, &5, Na, 1

Cogyright £ 19995, American Sociely for Microbiology, All Rights Beserved.
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A mudlecalar fyping shwdy on Fibero straing implicated io shrimp disease outbreaks in Mew Caledvnia ana
Jupan was condwcted by uging AP-PCH (arbitrarly primed PCR) ICalbwed rapid sdentilication of isolales al
the genospecies level and studics of infraspecilic population strociores of epidemiohgical inlerest. Clusters
identified within the species Fibrmio pemaeicida were relaled (o their area of origin, allowing discrimination
between Japanese amnd Mew Caledonian isolates, as well as between those from two dilferent bays in Soew
Cauledunia separialed by only 50 km. (Mhber subclusters of Mew Caledonian V. penoeicida iselates coold e
identified, bat il was ool pessible o link thase dilferences b accurale epidemiological Teatures, This conlri-
i of AF-PCE 1o the shisdy of vibriosis in penaeid shrimps demonsinates ils high discriminating power anad
the relevance of the epidemisdogical information provided, This approach wouald contribate te betler knowledge
ol the cenlogy of Fikria spp. and their implication in shrimp discase in aquacaliore.

Sibriosis 15 a meapor disease problom mshnmp ageacaliune,
causag high mostality amd severe seonoamic loss in all produc-
ang countries (5, 17, Z1). Fibmio spp. are most oflen considered
ogporiuniste pathogens in shoamp, bul promary disease caused
Ty hughly virulent strams has alse been reported (% 13, 275 On
Thiz basis of phenotypee data, The major specses causang vibriosis
i shrimy are Fibmio adpieediicas, V. angailmm, V. frane,
amd P pemhaemoliticas (14, 17, 18]

[ Mew Caledonia (South Paclie), shomp ageaculiure is
b on the complete cycle of Permeus shlirosiny m o semie-
intensive fanming systom in earthen peacds, Locabed beraeen
Tanatudes 1975 and 23°5, New Caledona has o iropical oceanie
climate with o bot season from mid-Movember o mid-Apnl
The averzee mindmam and maginum morning waler lemper-
alures i shrimy ponds are 20570 a0 July and 28270 m Fels-
ruary. Sinee 1993, shimp farms have been aflected by o dis-
case, mansed symdrome 93, cansing mass mostaliy wath a
sigiificant decrease in yields and survival mates. Mortality epr-
sodes frequently ocewr during the southern winter, from
md -Bay o msd-Soptembor. Monband prasos display a wide
specirum of clineal sigms, mcluding disoriented swimming.
lethargy, weakness, and abormal coloration of the by and
appendages. High numibers of bactena belonging 1o the genus
Fibwior wre syalematically isolated from diseased shomp benso-
Iymph, revealing bactenal seplicemea (20), Based on pheno-
Typad and genolypic studies (sibotyping and DNA-DNA bybrsd-
tealeon] (6], e speces mvodved insyndrome 93 belong 1o the
genospecios B elpimoiricns, B boned, Figrploliniede, and
V. pemseivide, Bdnoe 19904, 1 penneicida and V. rigripulclinnede
wene the most reguently solated, and their high pathogeiciy
was demonstrated in an myvo expenmental mfection system
in . swlivesers (11,

Phenotype-based identification of marine bacterna relies on

* Correspending aumbor. Present address: lesiiete Pasiear, BP &1,
S S Mouméda, Mew Caledonia, Phooe: 687 27 02 B0, Fac 687 27 11
L Email: peralalpastearincanl.ne.

Time-consumaneg lechmigues that bave lmited discromimating
powwer (1, 21 The currenl genomic approscles used for the
adennzfbcation and the wypane of Fibvo strains, such oas DA
[3MA bybodization asd cibotvping (1, 13, 239, are usedal for
Taxonomic shsdics and shentfication o the subspecwes level
Floswewer, relzble pools for strain differcntiation are essential
for smdving epideniokogy amd pathogeniciry. Aobdiranty primed
POR [AF-PCR) generates lingerprnts thal can be wsed 1o
coTpare micToerganisms al the species leviel and within a spe-
cies with hreh discriminaling poser (30 310 This method,
which has successiully been applid 1o numerous bacterzal spe-
cies and strains (19 24, 250 32 1 very rehable, does nol
regume any previeus knowledge of DNA sequences m the
genome [0 be anabveed, and pesds much less DRA Than cur-
reml molecular genotypase methods, The purgose of this study
was Lo charaelermee and dilferentiate the Pifvic solales me-
vodved mosvndrome 93 by using fingerprinis obdained with
APFCR wih regard 1o their geographee onpms and the
soolechmical practices used an the corresponding shriop Garms.

MATERLALS ANIF METIHE

Haclerial strains. Both reference i and wik-nipe polites weee Culiuned
i accondance Witk andaed provedens: (L1

{1 Beferonos strabns. Foiir pepe st oo the Colecion of the Fateur
Instinite [Paris, Francg), represenling 1he sipe speoies peeyiolsly identifed in
sydecaie 03 moraling owtbneaks weee inchided &ohis soudy (Teble L B
peimdiiida K17 jwhich was isolited (om Moo Juprbicon B Dapad), B
uhrobone CIF HIAIET = ATOC 177490, B e CIF 1031927 | = ATOC
LAL3 Y, and B adgripadedritndn CIP 1031927 (= ATOC 27033

i) Wild-lype vt Fily-thiee Geld sokane fosnl Mew Chledons wese
sedeciied bs representacyve of the sirins imeaked o cubeeake of vibriosis (-
denii: B3} el Janiesy 1998 0o Juies 1938 (Table 1) Forrpfive s isakaned
Trean dzeaed g duing tees meosaling peaks thar oocunned berwesn Manch
and Jume 1705 = oaie difzsear shiimp Saene [Fig. U] The ighl eadisaing sirains
ard eépeEseilalive of prevines culbesaks, [2 cedée o compard pelbogetic B2
pepdviida isokites fem New Calsdonia with othe s Geld siesis, thiee Japansse
¥ preneeicidi srains (RO-1, KT-1 and POWA) isakaled Tooe dissised P jdponi-
e shranp were indladed o he seded s Moo Caledosdan eld siesing were
Enlated feon e mwdyaiph of discased shivisp wilh vibeosis a5 (he oty o major
oty A slnihe Stmin wie conservad fof ek individel heirgs Al ol e
siemis wers isaliled oo Masing Ager 2IEE (Difco Leboralerizs, Deieod,
Mich.p excep strain F14 (TOBS Agar? Difoo]. Dentificacioa b e species kel

1145
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1144 GIARANT ET Al AppL Eswinde, Mecwosii_

TAHLE 1. b sp relemenoe sieains and fheld isolates s in i
[ECER R T

Chrgietasm or smaria and okl
marw, pedalion dale,” and crigin

TABLE
Chrgzerasm i somasv and isakile
marm, ielalim dale,” and crigin

|—Lenntirmasnd

Tdentifezilian
Tikimnfazilion

SEL80, May 1995, N V. penacicida”
Relerence slra SE143, Marc : 7 penavicida®
vf?ﬂmi-ﬁi’m 13337 Mareh 1S 8 et
¥ inmvent CTP 1031927 Sodacal farm
V. migripulchrineda CTF 1031057 SO2TY Oxctobes 196, NC__ V. wigrpwichrimda”

V. penagicide KH-1T BOR, May 1995, NO

SOWS, Blay 1995, ML

I, migrmiichnimla”
V. wigrapnichnimaa”

Wibuihoome Farm
WL April 194, WO
WO April 1964, N
WL April 1994, MO

Japarwsss fwhl sirains
V. praacicide KO- 1986, Japan
¥ penasiciie K1-1, 1986, Japan
V. praaricide PIMA 1986, Tapam

Mol slentiliedd
Mol ilentified
. frwmoeni

* U mnlarkon date corresporals 1o che date of isalation from the Held Tor Bekd
sirnins,

FT indkales TV Smin

“ Underined soraies were solived on menng agar from dissased culiarzd 1

Waew Caledknian leld sirains
Agquarmin Garm

ADGLT March 1994, NOT . migineviioos” spitentds hemalymph conianing sore than 100 CELD of the momomorphous

AL March 194, X0 . miginebvtieas” bacterial smrmin per drop of hemalympl

AN Jume 1995, M I J-.\:-.uml-.irﬁf.-r # M, srin bsodaied on marine agar IZLGE | Mo Laborasonices) from oaltprned

ADI, Jume 1965, N V. penavicids P, anleosnis hemolvmph in Bew Caledonia

ACHIE, Jume 1995, MO V. penacicids " mrmin previomsdy sentified by DG DORA Wpbridizstion and risorypng 181

KOS, Jume 1965, MO o viteicih " lanlared in mering baoih from dissesed culiured & apireseds hemolbpmpie
16, June ]W-':. :~|{' I": e ‘_. . * lsnlaed on TORS agar Irom dseased ouliiesd P llesims hepedvmph.

ﬁmﬁh J"'"" L N . PEAGEETIT “ Major sirwi (solated on mariee agar from apparently healiy culiured §

ALY, Jume =5 b - PERACACTAT aiestd: hemolymnpl.

MO Jyme 1995, MO V. penawicios

AL Jume 1995, MO V. penariciis”

i kL N . Tl
AOLLL June 1995, NC ¥ peiie s dizne by wcing phiselypang sl (Riedype 100, Api Sedem; BioMéneay,

2 + J9KI5 N . ar vl
m;" EI]"IIILI ;W‘ﬁ ﬂ:. :, ‘I;:m"w My UErnike, Franoek FoockBies, s liatad strains (Tabke 1} sere anbgeatid g
ADIZ, Jume =4 S : ,'WE}T_ THA-TIM A |r|'|lli|]i|'.ll:i-\.l| amd ricygeng in ® paralled e saeky (5],
ADH 14, Jume 195, NE Rt wlentifbed LE phical and i I datar, Th: sbmimp Goms i hedad | Ui sy
e l'\rlll:..'l on Ui st brweest oot of New Celedkmia (Fig 1), Aqpeimes (A0
ﬂquumlr Tars wabalies), FAD (F molalesh sl S Farst (5F isalalis] sne kanlied on Saenl
AMIA Dweabir 19604, N [ FC‘-IML'.;!'HIT' Wirmsnl ey Soaliwal (500 padates) amd .I'lq.l:lrn.'r (AN e an kasilisd om
g - - o Muoincku Berv, 50 ke rewth of Samt Wmien! Fon, Widsihooms: (W solanes) o
AMIN May 1995 MO F peaaricile ¥ Y
AMLID Mu:r 1995, N V. miarmidchrigs Brzabial L5 ks diorth of Bamsden Bay, Aguarser = sstad an the Memibos
07 M ]‘?‘9—1 '.‘“. —V. ¥ ey enluary; e i evidenes thal il P s ol Ch othe | saster Trnm Soalaal,
AMIUT, ay e FNM"_ . an well st aram, Pestlarae ockiod in thi postds originals Frnm D eepsimili
A, Bay 1925, NE I penaicids Batehiriiz, Aipenni and Soeial usmall skack postbirse: Troes e Mar ch-
. P B 1 I
AMIE, May 1965, MO V. wigrmichnimdo ey, beeated choss 1 Soadieal cm Polcmllllll'll-u:r wherens Agusstin, FACL, sl Ses
AL, MH]‘ T9as, M 5 FC‘-IML'.;!'HIT Farm usnally skek postlarsss: Treot the Mantames Eichiny, l:LHlI.II'lI.lr AR
ALY Mu:r 16ri5, M I me._'.ieﬁfn i o Sainl Vineenl By, bt Chirre are masty Iransfiors of postlenae belwsien
AMILT, May 1995, N V. penaricids

AMILLA May 1995, MO
AMILLS, May 1995, N

V. migamilchnmeds
V. migrmichnimeds

-l
AMI LG May 1595, N V. penaricide i
FAL farm \ -
EL Pday 1905, ML V. penneicida” ol i
L2 Moy 1905, Ne V. penaricide Gl
L5 My 1905, MO V. pemacicide » :
L By 19905, ML V. penaeicide i, “Hﬂ
FLL By 1905, We V. penaricide ! -~ " . .
FI4F May 15985, NC V. penavicids” S - — T
FLE May 1905, Mo V. pemacicide - 1 o
2L My 1995, N ¥ penacicida e !
25 May 19915, K V. penaricidae e -

Hea Farm s La™s

SES, Jamwary 104, N V7 migineaviiras” rprer e .
SEI0, March 1995, NC V. pemacictia” -1 T =
SE10], March 1995, NC V. penneicide iz — " ™.
SE113 Muarch 1995, N V. penariciis e LWk - , "-.,_L
AE116, March 1995, NO V. pemariciie Bai —-’;, ",
SE1ZL March 1995, N V. pemacictie "
AE122, March 1995, MO V. penneicide -;",:‘;f::_.—"} {’"*--.,_,,L_,:
SF125, March 1995, NC V. penaiciile”
SE126, March 1995, MO V. pemacictie Lt
BF127, March 1995, NC V. pemaeictile
FIGL L Schemstie amip of Mew Celodoaln showig (he locatias of hie
Ciwetinieeid shrigty G anid hacheries diwessed in this sepoel.
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Ehease w.u bays. & prelindsary el suevey Qad oo od siler ¥ peteionle o B
I ke wraine i oany posilen, 1 shick

]‘.1].r.|.rl]-|l- ul lsicrial p.-mk DA, Wibiras sizsins were ouloised o orypox
sy broth (FEelddeizux) supplerenied with 2% NaCl (Sima Chendeal Co S
Lo, Wy an MPC with continuoes shakiog wacil (2 spaionaey plase of growth
e resched. DA were cxteaceed and purified By pae diferaul merkeads. (i)
Culosres (50 gl were h 1 by cenrgilugation an JLENL < g for L0 min. The
sl g lkas weers Resed with a 1% sedium dosbery] sulfane § SO5 - Lmg - sal='
peolestse K solotion and the baoeial aucler eoids wers aavsied by o plieosd-
eleeoform-Eoamyl akeoked (232401 walvolvol) misiues as desceibed by Beea-
der et al (4) Exrgcied INAs weee resespetded ba 100 TrieEDTA Bulles, (i)
TR wers abeo sxpreead by adng sifoa perinles sod guanidisium isohioopa-
aale Bysis Buler in srvcedince with fhe 2-h stethod descsibed Iy [Boam 1 al. FEN
frem small culiues aligueoss (3 oo 5 al).

AF-PCE. Flagergeinling was pesfoemed as described peevicusly (M wick
winor meodificatiors, Prmers KF (5 -CACACGUACACGGEAARGAN-3')L KN
(ST TGO GUGCATG TACATIG-I'), KEP {3 GEAANCAGUTATIHACT
ATGA-Yp, K (3 OOCATOTO TACGUR TG TG ), KpaR (5 O0AAGT
COACATGGUATRETE TATACATAVG TAAC 3|, G (5 CACAOGTACAD
CCAACTAA-3"), and 5F 3 TIETAAAACGEACGECCAG-3" ) wene pachiced
Croan Crerse) [Paris, Frastoe ) FUemicroler seactbon miunes sene peeparnd
with 100 ng of THEA-1 % g polymerase buler (100 mM Tris [pH 8.3, 200C], 300
aile] KOTH-MeCl, -0 aad each deoryneclecsade iriphbosphane (Bochringer,
Meanheimn, Crerng =1 ph sisghe oligenuekentide peimer=3 pClof [“PRECTF
AR Ciimsced; Acsershssn Tneratioml, Amesham, Eogland =125 17 of Ty
pelvmeeise [Amerskam).

Acplificanion eeactions wers cvcled mice ina ewell Ciemednp B he-
acyveler (Pekin-Elrer ) Seough & los-siriggsaoy emperanze peolils sl (Ao
40 times threugh a Mgh-sirs v profile as previowdy described
124y, Five mm:lnm-:'d’mh resclion sl wis cosbined with 13 wlod 5%
Formaside Sy ooed Beared po G5°C Tee 15 ming 3 pl of cach sample was leaded
ol g 4% xﬁ'hmul:-ﬁll'f. ures sequietcsg gel with 1) TEE (%0 mM Tee-
Gueate, 2 mb EDTAL and elevtrophoness was pesfoemed ar 41V ovemight
unid eke ovlene cyanol ieacking dyve was apgenxinaiely 10 e froan ke botiom.
PUCEM2] THEA digested by Fuall plus pUCEMZE DNA Spesied by Dol oo
HadID] [ Bockringer), pHEIZE A dgesied by Sefl and B (Boshrimes),
ad pERAIZ TNA dgeaed by Wipl (New Englaed Biokbs) were wsed as
aiokecular size muskess. The gel was aupcesdingsspdied foe 24 10 T2 h oo Kedak
Ot X-raw Tl Anploon modecular size s dererstined by isteepolation of
thee dirances of migsation (127 of moleculis Soe sarkes and ARPCE prodocs.
In secordesos with Welsh el MoCleRaed {30), only major Baek wene consd-
ered b the saakvds as share=decived characiers, and this allowed the coasioestion
of & kay for cype grouping of the i acecediesg wo e anglicens produced
willh a ghven primer (aee Tobde 2

Tn eeder 1o s2lec pr.hu.n.JF icing eces polvmonphism o e seresning of
ABPCR peod et witho [ PRECTE was perfommed by using slecmophoresson
a 2% agarcse gel {MoSeve 11 FMC, Hocklaed, Mainey witk 1.3 THE bafer
£ Wem B L6 b Solleseed by citidinm beomide siaieag.

RESLLTS

Primer selection, On the basis of the lngerprins olserved
om agarese gel, threw (REF KEF, and 5P} of the seven primerns
testid were selocted for accunate study with acrylamide-urea
sepueneng gel.

DA extraction lechnigoes and reliability, The fingoprinis
obifained by AP-PCR using tee tao difforent technmues of
[3MA extraction were woentical, The only dilferences, sporadi-
cally observed, were duw o msollicienl guantities of gesome
[3MA i the amplification mistore, Lo, 50 mstead of W ng.
Thizse variations affected only & few bands m the fingoprinis
{data oot shown ) Therefore, concentrations of genomic DNA
wrlrzdls were carefully moniored b spectrophotometne de-
Termimation at 260 wm.

Species idenfification. Ui the bass of the AF-PCR finger-
prints, 54 of the 57 Gebd solates were whentified as belonging 1o
one of the four speces for whacl a reference siram was m-
cluded 1 the stedicd se [ Table 1) Examples are shown o Fig,
2 o A The remaing theee Now Caledonsan strainms (A0)114,
W, and W preduced fingerprinis unrelated o the AP-PUR
paatterns of the four vpo strains meloded in thas study, were
charseterized by the complete absence ol any specles-spectlbc
amplicon, amd, comssguently, were not sdentifiod. For these
thres siradms, phenoiypic wests previously perfomed wens me-
conclusive, Some haghly conservied amglicons were found 1o be

MOLECULAE TYFING OF SHEIME-PATHOGENIC FIESRE SPP. 1147

o o e e e e o W e
SCEzsEnimummssssmsmsEnin
- s ——

T —

Hlu-i--—.-
i -..:!_=

—— o
- — o
—
— — =
- " TRt rYm & s om i
T+
e - ——— ———. S T

T

Wi c— — T weme o = HI

FIG, 20 AP-PCR fimgerpnni= of selecied F pneeiotie stmins peodeced wish
primer 5P Shoan = a0 anioradiopram of 3 denabuning 5% aomvlamide gol wish
THE. The skl for isdmies in the upper port are given in Tasle L Makeoular mres
iin hase peiirs] desermmmed 35 described in Materils and Methods are given on
the sides,

genospocics specilic. (1) With primer 5F, F pemoeicide was
charascterized by 335-, 435 56, amd 985-hp fragments, 1
nigrpulchriudo was characterized by 225- 440, 565-, 0., awd
1,240y fraements, F.eney was chazacterized by 165-, 310,
365, S10-, 75, and PT0byr fragments, and Felginodricns was
charsgterized by 230-, 505 and T45-bp zagments (Fre. 2). (0}
With primer BSF, ¥ penoeicida was characterized by 1alk,
200, 215, A=, T, and Bal-by fragments, Frogripelelimbeds
was characterized by 355- 50 675, and M0-byr ragments, F
harveyt was characterized by 150, 195, 205-, 270, Z95. 355,
365, 450-, and SH-bp fragments, anc ) algimedions was clar-
acterized by 235 375 450-, 480, 525, and T5-bp fragments
(Fig. 30 (i) With prmer KE, ¥ perasicida was characlenized
by 17, 230, 3, and 725-bp fregments, B rgripelolimbedos
was Ccharacterized by 215-, 250, 400k, and B25-by ragments, F
hrvent wis charactenized by 300, 475, and LOGS-bp {rag-
menls, and Fooadpradptions was charactored by 545, 645, and
TA5-bp fragments (B 4.

Thes Mew Caledondan Fibrie isolates were dstributed among
the [owr genospecies as lollowine: solales AR, A6, wd
505 were wdentficd as Foalgirodvions, solates AT and
W wore wlentified as D henew, amd selales AMIO2,
AMIOR, ARMILG, AMILIS, 5027, SO88, and 5065 were iden-
lfied @ 1 wpigrpnlchnimdo, The remaming 38 asolales were
adentlbed as ¥ peameivide (as detaded m Table 1) The three
Japanese 1sdates were confirmed 1o belong w ¥ peareicide,

Iniraspecies dilferenoes among F. peameicida strains. Com-
prarabive resulls are summarzeed i Table 2, Japanese V. penaer-
cicler tsolates could be discrommated from ones from Mew Cale-
domza by wsing cach of the three primers, Wih prmer SF,
Japanese V. penoeiviele stradms were charseterized by 145-
170, 260-, A=, 455-, 870, and ME5-byp fragments and Mew
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FIG. 3. Aunce ag of AP-PUR Mogespriges of B2 peoidetle (&) aod 27
abgaobnins (B peoduaced with prmes RS The lide wsigmears o sokine
are ghvei bn Tabke 1. Melasalar dxes Jin hase pairs) derermdaed as desored i
Meterials pid Methode are give cel the sides.

Cabedonian omes were characterized by 140-, 190-, 280-, 355,
ARk, TS, Td5-, and B75:bp fragments (Fig. ). With primer
RSP, Iapancse F. penacicids strains were characierired by
165-, X80k, and G50-bp frogments and Mew Caledonion ones
were characteroed by 200-, 230-, 315-, 330, 480, 500-, 575-,
05, aiwd Tol-bp fragmeents (Fig. 33 With primers KF, Japanese
. penaeicida straims were charseterized by 210 and 70-bp
fragments and Mew Caledenian ones were characterized by
A0, 0., THE, and 1 A%kbp fregments (Fig 4).

[t was also possible o discriminate bemwesn 1he ¥ ponaci-
cida islates from New Caledonia, With primer SF, New Cale-
donian . penactolls was discriminated by 315, 705 855 and
1,235 Tge Dravgrments; Bagerprnis of Uwe string ongnating om
Agquamer were missing these fragments (Fig. 2. Wil primer
RAEP, New Caledonian F. pemacicida was discriminated by a
280-bp fragment; fingerprints of ihe strains originating from
FACK Aquamer, and SF10] were missing these fragments {Fig
31 Lastly, with primer B, the additiomal presenes of a
LiA0-by fragment alboacd the individualization of FADY jso-
Tatzs amed of 3 (5E 100, SF126, and SF127) of the 11 Sea Farm

Appl B, Mecnosi_

n
=REEIrca =
e o e
TFEX ww F0 _muyo mmiomo
el R A e b b e e Ll Ll
o ! 161

AT Tl

*725

Mil#

- BT
A0 . ———

B ]

- ki B B (]
FIG. 4. AumesScgae of APPCR fagerprini of seleciad P peadeiils
k] peodiies peoduced wil peimes KF. The dita S olanss in te uppee pait

ard given bn Tabke 1. Melaosalar e Jin hase pairs) determaaed as desored s
Blstsrials pod Mehod are gived Cel 1he sides.

aslates, This diserimination with primer KE was also pessible
by msing the agarose gel-ethidnm bromade techmigoe.

INLSCLUSSLON

Fiew researchers have used molecular biology tools for epi-
domenlogacal studics oo aquaceliune-pathogenic marie
ape st Thear gonome diversly was [irsl mvestigated by
using rebdypang (2, 22, 290 g plasanid grolblog (10, 22, 26, 29).
Flonwewer, abf cbotypang = asciul for tasomome stodics or sulb-
Typang. s discriminating power can be loobled for stedying
populaticon structures, Plasoad profiling can provede inlerest-
g results Bor it dsolates, bal the data obned with tus
approach are lomted o the extrachromesoamal genome {15).
Lastly, AP-PCR was recently demenstrated as uselal for Gast
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TABLE & Drstedbuticn ol ¥ pewacrvidn Hebd isclates seconfing 10
the pressees o abeemee al speilic AP-PUR prodiscts obigined with
prmers SE, RSE, and K12

Presence ol Ergment of fragmem cusien

Laaslans o orkin
forigin AT 'S e ¥ E
K-1 (1) ¥
FI-m (1) 1
K- (1) i
AN (MO +
AN (MO t
AN [MNCT t
AN (MO t
AMILL [MET) t
AMILLL (MO +
AMILLE (MO +
AMILLE [MNET) 1
AT [ MO t t +
AT [Ny + + +
AT [N + + +
AT (ML) t t +
AT [ M) t t t
AT [ M) 1 1 t
AT M) t t +
AL [ NCT) + + +
AL (ML) t t +
AL (ML) t t t
AE126 (ML) t t + 1
SE127 (W) + + + t
SETEEN { W t t +
SE113 (W) t t +
SET16 (M7} t t t
AE121 {7} t t +
SE122 (W) + + +
SE125 (MW7) + + +
SE10 W) t t +
BE143 (M7} t t t
SETIT M) 1 1 1
1 (M7 + + t
[ t t t
5 (MET) t t t
I (0T t t t
FRTiMET) t t 1
4 (M7 + + t
IS (MRE7) t t t
Fi4 (MRE7) t t t
[ i L | t t t

* T dasa for the =olabes in the lefi column are given in Tahle 1

E 1, Tapaan: WO, Mew Chledarnm,

CIncludes 145, 1T, 280, A 455, and MiS-bp frapmests ohigmed wich
primer 51, 20 and 650-bp fragmenis osined wiib primer BSE, aed 210- and
Mdl-bp [regmenis ohigmed with prmer KE,

¥ Inechedes 140-, L, 2000 BA5-) 3R0-, TES- TS and B75bp rmgmenis ob-
sained wiih primer 5B, 20, 280, 305, 520-, 40, S, BTS 05 apd Wek-bp
Erigments obiamed with primer BSP, and H0- 400, 700 e ) #A4Lbp Erig-
minss setined with primer KF

" Inclugkes 315, P45, B35~ and 1 255-bp frszmenis chigimed with primer 5P

! & MEkbp frapment cbimined with primer B5E

B Lafkbp frgment obtained with primer KF

adentlbcation of speces amd strans of Fibrmg (199 and another
arbutrary ampliication methal, random amplification of poly-
morphie IXMA (33, was shown 1o be efficient For the difforen-
algon of the T Botypes of Fovabsifens (20 Arbitrary am-
plification of DMA, which allows analyss of the whole genoane,
s comsdered a powarful approach for the stsdy of DINA poly-

MOLECULAR TYPING OF SHRIMP-PATHOGENIC FIEERY SPP. 1149

morphsm and s wabde for the companson of gencanes from
wukarvodes (A1) or bactena (25, 321 In this case, AP-PUR can
e el Por apecies identlbcation and prosvades mlormation on
antrspecific dilferences wsable For meolecular eprleminlogy
slisdies (25, 32)

Amalysis of AP-PCH fingorpeings alksved us 1o caleeomaee a
sigiificant set of Fivie beld solaes. The epidemioboeical ap-
proach of our stody s ooginal o thal 35 of 53 leld solaaes
were included on the sole basss ol their solation o high aom-
bers i moribund-shremp hemolivmph ducing syodoome 93
morlally episodes withoul any previous analysss ol these
straing; the 18 otbers were previously studsed by nibotyping
{Table 13 (61, AP-FCE allrwed woentification ot gomspe-
cies level when fingerprnts of Geld isolates were comgrarnsd
with those prosided by refersece struns of perespeces. In
atkliten, complete agreement between AP-PFCR and ribotyp-
g dita was observed, Bty of the 53 Geld solates were den-
tkied as beloneme o one of the four genospecies. meluded m
the study. The three Japanese jsolates exlabited AP-FCR fin-
gerprints which wene charactenistc of F. penagicida.

All tsadares ociginating from the three mortality peaks. that
owvtrred in 1995 were mlentifiod as V. pesoeicias or K rgripu-
clirmiteee, excepl twa strains fone V. fbarved’ amd ome nol iden-
tafiable b, This obscrvation cotlbrms e major epidemelogscal
role of Thess two genospecwes in the pathogeness of smdrome
93 and demomsirates thal several Fibme species amd slrains
were imgpdicated in the pathogenesis of this syadrome, indical-
g the mmportance of eovironmental factors and sootechneeal
practwcs, Adthowgh ¥ penreieida was Trsl deseribed (130 ina
shramp wilwrsosis i Jagran, this o v fist report on the peasibile
pathological role of V. grpefclmtede i manne ageacaliore.
The earler role of F. alginodaicas and V. haneyd o the pathol-
oy coiild bave been surpassed by the more pathogenie sirains
of B penesiciee and V. nigripadclinacde {11). This bypothesis
coukl eaxplam the change m the infection pattern of Fifrice
spectes mvolved mothe oulbreaks, with a major role of 1
cfgrmedviicns and V. darvent o the matial epasodes (1993 and
15 folloeowed o 1995 by the moreasange anpact of steaoms of 1
perercida and . aigripoicirindo,

The present study, conducted watl a signaficant numsbser of 1
pereicida solates, shows the heterogensity of these siains
avcordmsg o thelr geegraphical orems, since AP-PUR finger-
primiog allvas clustermeg of solates. AL a first level, the dis-
crimination between solales onginating from Japan and these
Troum Mew Caledonia was reacdaly pessible whatever the priomer
usedl. At a second level, on the basis of the presence or absence
of some fragments, the 5P Gogerprints of the V. peraicida
straing solated m Mew Caledonda were holerogencous, with
tws distingl clisters. Smnilar resulls were observed with RSP
amd KE fingerprints, These two elusters were regarded as topo-
Typezs located 50 kmagsart on Saint Vineent Bay and Moandou
By, as There was aperfect correlation between the peograph-
acal arca of origin and a parieuber Grgerprnl, These two bays
are quite dilferent m o weology, so these two topolipes coald
have boen sebected dunng ecoodogeal adagation o these Tao
respective environments. Moindou Bay s relatvely cosed.
with an important mangrove area, and s probably sironely
anfluenced by aguaculiere setivities, whereas Sl Vinceni
By oo wide and open bay witl few mangrove arcas, Withm
the Sainl Vineenl Bay topotvpe, Turther discrimmmation wis
pressalde that could not be attobubed to any peographical, chro-
nediopcal, ceological, or @ootechmical differenoes. Floweyer.,
these owvestigations would be deepened b phenotypee and
sirulenee studies using represenlalne slradns from each cluster.
Comversely, the F. mignpudclrioedo lmgerprnts were hoaoge-
nwois whatever the prmers used, but these data have 1o be
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confinmed by studying a mone comprobensive set of Beld iso-
Tt an ordier to mvestimate posible hotezogeneity. The resuls
of the preseal study demonstzate the practical value of s
PCUR-based strategy o studymg mazine Pl solates for awe-
lecular opidemiology purposes. This approach may be agglied
Tor e analyss of ollber mare Fibrme stramns, especially m
aquaculiure-pathogens Fibmio speoes.,

Al smolates wentified a3 V. agripaichrbets onginated from
Sowdacal and Aguamer, both of which are located on Modndou
Bay. Therclore, i@ seems that pathogenic V. nigripadchnitedes
sbrains wore absenl from Saot Viecent Bay al the tme of the
survey. Despite numerous postlaval transfers botween these
s bays, these las been pedher any contamimation by patlo-
gense FLaigrpedeliimdo m Saint Yicent Bay nor any exchange
of V. pemaeicida Lopotypes Boeiween thsse two bays, confinming
the absence of these pathogenic steains mpostlareal stocks, Al
the lme of The survey, bodh species and dermved claglers could
b considered geographically restocted. Consderning the opaoe-
types and the long persistencs of V. peraaeicida strains in sea-
water (91, o can be assumed that shrimp ponds were conlam-
amalid b the imiake water pumped fromm the bays and that
wilirsess must thos be conssdered o waterborne doeass.

Thas sheuld be conficmed by forther ceologieal studses, b
anossarlary mesires should alrsady be taken to avosd possable
dissermmation of te pathogens, Therefore, shomgp Grmers
were advised appins ransfer of live shrmp between the del-
Tzt farms amd hatchones on U dilferent bays, I ransfer is
nogessary, The animals should be treated with antibiodses al the
tame of transfer, and the water used Gor the ranster should be
sterilized Ty, w8 an example, chlornaton-dechlonmatgn meth-
ols.

Oner resulls, demonsirate the practwcal value of AP-PCK for
sldying manine Fibvio dsolales for molecolar eplemiology
purpeses, Thas approsch may be applicd Lo the analyss of
odher marine Fitmo species asvalved mmancaliore gathalogy.
The development of species-specific nomrdioasne  [INA
probes derived froan the highly conserved amplicons produced
by AF-POKR (167 would sionplify identificatnom al th species or
subspecies level. In addition, our feld resuls emphasize the
amportance and the smalanty of te respective viralenee of 1.
pemaeicidn and P pigrpadchvimde solates for 2 siilisosiis,
concurrently demonstrated by expormmental micetion studses
{11 As vicnlence plasmueds leave been reporied in V. angella-
runr, Lhi apent of sibaiosis o fish (7. 8, 28), a shedy aoming 1o
correlate virukence with the plasmid profiles of V. peraeicida
and Vo pigripafohinteds solates s curmontly i progress inoour
laboratory.
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Abstract

Vibriosis 15 a major discase problem in shrimp aguacalure, affecting all developmental siages,
from larvae in hatchery tanks o juveniles and broodsiock in growout ponds, However, hacterial
strains responsible for vibriosis in the successive stages are usually considered w be different. and
virulence specificity has been reported both at the species and at the stage levels, The so-called «
Syndrome 93 » is a scasonal juvenile vibriosis caused by Vibrie penaeicida which affects
Penaens sivlirastris in growout ponds and broodstock tanks in New Caledonia. This pathology
does not canse any mortality in hatchery or nursery phases. An experimental infection design
using balneation of postlarvae and carly juveniles in Vo penageicida suspensions was used w
evaluate the developmental stage at which shrimp become sensitive 10 this vibriosis. We
demonstrated that the acquisition of susceptibility o this pathogen 1s very sudden and correlated
with the acquisition of the definitive rostral formoela, and fom this draw conclusions regardinge
virulence mechanisms of V. penaeicida in P soelivoseriy, © 1998 Elsevier Science BV, All rights
reserved.

Kevwards: Penagens sevlivosteis: Vitrio sp; Diseases and their control—enisiaceans

1. Introduction
Vibriosis is a major discase problem in shrimp agquaculture, causing high mortalities
and severe economic losses in all producing countries (Brock and LeaMaster, 1992
Lightner, 198%; Mohney et al,, 1994). It is most often considered as an opportunistic
" Corresponding anthor, Tel: + 33-68R7-28-51-71; Fax: + 33-687-28-74-57; E-mail; goaramt @ ifremer,ne

(044-H4H0 /98 /% - see front matter £ 1998 Elsevier Science BV, Al rights reserved,
PI: S0044-84 86098003 80-9
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pathology in shrimp, but a primary disease caused by highly virulent strains of Vibrio
sp. has also been reported (de la Pefia et al,, 1993). The major genospecies causing
vibriosis in shrimp are Vibrio harveyi, V. alginolviicus, V. parahaemolviicus, V.
anguillarnm (Lightner, 1988; Lightner, 1996; Jiravanichpaisal et al., 1994). These
pathologies oceur at all rearing levels, from hatchery tanks to growout ponds, However,
specificity has been reported both at the species and the stage level, so strains
responsible for larval and juvenile vibriosis are considered to be different, even when
belonging to the same species. Different strains are responsible for larval and juvenile
vibriosis in  Penaens vannamei in Ecuador (Mohney et al., 1994). Prayitno and
Latchford (1995) demonstrated also both species and stages variations in susceptibility
of crustaceans to infection by a V. harvevi-related organism. Sahul Hameed (1995)
demonstrated a species-specificity in the susceptibility of three Pengens species to a V.
campbelli-like bacterium,

From 1993, shrimp aquaculture in New Caledonia, based on the closed cycle of
captive P. sivlirostris in a semi-intensive farming system, has been affected by a
seasonal pathology cavsing mass mortalities that has been named « Syndrome 93 »
(Goarant et al., 1996). New Caledonia has a tropical oceanic climate with a hot season
from November to May. Mortality episodes frequently occur during the transition
seasons from May to June and from September to October. Moribund shrimp displayed
various clinical signs including erratic swimming, lethargy and weakness, High numbers
of bacteria belonging to the genus Vibrio are systematically isolated from diseased
shrimp haemolymph, revealing a bacterial septicemia. Based on phenotypic and geno-
typic (ribotyping (Koblavi et al., unpublished data) and DNA/DNA hybridization
(Berthe et al., unpublished data)) studies, the species involved in the « Syndrome 93 »
belong to the genospecies V. penaeicida, V. alginolviicus, V. harvevi and V. nigripul-
chritide. Since 1994, V. penaeicida strains were most frequently isolated, and their very
high pathogenicity was demonstrated in an experimental infection design of P sevliroseris
(Le Groumellec et al., 1996).

The purpose of this study was 1o determine, using experimental infections with the V.
penaeicida strain AM 101, the stage at which shrimp become sensitive to this juvenile
vibriosis,

2. Material and methods
2.0 Amimaly

Postlarvae and juvenile P. sovlirosteis used in the experiments originated from the
experimental Station d” Aquaculture de Saint Vincent, Challenged postlarvae were aged
between 17 and 67 days from the first postlarval stage named « PL1 ». Postlarvae
groups Tor each experimental infection trial were characterized with their mean postlar-
val stage, determined by the rostral Tormulae {sce Table 1: Le Balle, V., unpublished
data) of 30 1o 60 animals at day zero of the infection, Because there are nine postlarval
stages in P, sovlivostris, definitive rostral formulae were considered « PLIO » for
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Tahle 1

Rostral formulae and postlarval siaging (Le Balle, V. unpublished daa)
Rostral Postlarval staze Yalue considered Tor
[oarmmla valeulating mean PL stage
10 PL 1 1
250 PL2 amd PL3 25
30 PL4 amd PL5 4.5
4.0 PlL. 6 il
471 PlL. 6 fv
570 PL7 7
571 PLY 7
572 atypical L. 7 7
i) atypical P18 8
i PL & b
f/2 PlL. & b
Tid PL% kS
7/3 PLa [V
7/4 atypical L9 or aryvpdeal definitive 95
B3 typical definitive rostal formuola 10
LT atypical definitive 11
943 atypical definitive 1k
9/4 atypical definitive 1

calculating mean post larval stages, which were then grouped into classes (PL4 0 6;
PL7 1o 8: PL8 to 8.5; PL8.5 10 9; PL9 10 9.5 and PL > 9.5) for statistical analysis.

2.2, Experimental infections

V. penaeicida strain AM 101 was isolated in 1995 from a « Syndrome Y3 » diseased
juvenile shrimp (Costa et al.. 1996). It was cultured in Marine Broth 2216 E {Difco
Laboratories) for 24 h with constant shaking at room temperature, These conditions
usually allowed the cultures to reach the late exponential phase. Postlarvae were
acclimatized at least 24 h before infections in a temperature-controlled room (26-28C).
They were individually counted. rinsed with sterile filtered sea-water and placed in
one-liter experimental beakers filled with sterile filtered seawater (salinity 33-37%).
Each trial was conducted over a 48-h period in the temperature-controlled room and
included four treatments: Two treatments representing the « Infected » units:

+ Addition of 10 ml of a pure 24-h culture broth per liter (treatment named « Pure »).

+ Addition of 10 ml of a 10-fold diluted 24-h culture broth per liter (freatment named «
1/10 =),

Two treatments representing negative controls:

+ Addition of 10 ml of sterile Marine Broth per liter (trreatment named « ZoBell »).

+ No addition (treatment named « Control »).

All treatments were conducted in 15-postlarvae replicates. Airlift hoses were used for
aeration. Postlarvae were fed on crushed Nippai® (pelleted complete diet for shrimp) ad
libitum 2 to 3 times a day. The surviving postlarvae in each beaker were counted at the
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end of the 48-h trial period. The concentration of the culture broth was determined a
posteriori by plate counting on Marine Agar (Difeo Laboratories) serial dilutions of the
pure culture.

2.3 Poxitive controd

Ten acclimatized juvenile P. stvlivostris (5—15 g) were injected intramuscularly with
50 pl of the same 24-h culture broth 1000-fold diluted, Postlarval trial resolts were
taken into account only if all positive control juveniles died within a 36-h period.

Lastly, in order to evaluate the survival of juveniles in the same experimental design,
5 replicates of 7 juveniles (2.5 g each) in 3-1 beakers were challenged with each of the
following treatments: « Pure », « Control » and « ZoBell ». Juveniles reared in earthen
ponds aged 67 days since PL1 were acclimatized 24 h in the temperature-controlled
room (26-28°C), rinsed with sterile filtered sea-water and placed in experimental
beakers filled with sterile filtered seawater (salinity 33-37%-). Data were analyzed using
StatView "™ software,

3. Results
Experimental infections were run at concentrations in the ranges 7 % 10°=7 % 10°

CFU/ml and 7 10'-7 % 10° CFU/ml for « Pure » and « 1/10 » (reatments
respectively, Mean survival of the trials are shown in Fig, 1.

AS -

Hi

S0

dras

b PLTd FLALH 5 PLA Fptk Pl 3 Fl=4.5 prveanles |15y

| Ojun: (5 R el W onjraks |

Fig. 1. Mean survival for different postlarval stage classes and treatments, (hars indicae standard deviations)
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Table 2
x7 test comparing survival for cach postlarval stage class in o« Infected » and « Contral » treatments
Mean postlarval Degrees of v otest Significance
stage fresesdom (Cflli-hqu:srl: test) lewel
Infected v, Control PLdwan 33 .24 (L6227
Infected v, Control PL 7108 32 221 (L1357
Infected vs, Control PLEw &S iR 1.38 (.24
Infected vs, Control PLES Y X (3,40 (1,529
Infiected vs, Control PL 9o 9.5 Wy 45,0H < (LM
Infected vs, Contrel PL =5 435 67,93 < (LM
Infected vs, Control 2.5 2 juvenile 13 Q079 < (L]

Tahle 3
Chi-sguane tests comparing survival in different postlarval stage classes over PLY ino« Pure @ aml « Control -
ireatmenis

Stages compared Treatment I}egrees of Ireedom Chi square Significance level
PLY 1095 vs, PL =95 w Pure = 1 14.4 0,001
PL %095 vs, PL =95 w Contral = | (.04 1,54
Tuvenile vs, PL %10 9.5 « Pure » I 2945 < 0]
Tuvenile vs, PL Y10 9.5 w Control = I 111 (.24
Juvenile vs. PL = 9.5 w Pure » I 1065 < 0.001]
Juvenile vi, PL =905 a Control » 1 1.27 .26

There was no significant difference between the two negative control treatments «
Control » and « ZoBell »; y~ test run on all data shows that treatments « ZoBell » and
« Control » are not significantly different { y* = 0.24, p = 0.626). They were therefore
considered identical and named « Controls ». A y* test comparing survival was
conducted for each mean postlarval stage class on « Controls » and « Infected = data. It
demonstrates that survival is significantly affected by V. penaeicida infection from mean
postlarval stage PL9 on ( p < 0,001, see Table 2). However, susceptibility does not
reach its maximum as soon as this stage: survival rates then decreased as mean
postlarval stage increased. as demonstrated by Chi-square tests (see Table 3). Even
though susceptibility increased among the older juveniles, it can be assumed that P.
sivlirosiris stocks become susceptible to V. penaeicida infection from mean postlarval
stage PLY onward.

4. Conclusion

There was no significant effect of experimental infection by V. penacicida until P.
stylirostriy stocks reached the mean postlarval stage PL9. From this stage onward,
survival is significanily affected by V. penaeicida infection, therefore siocks of animals
should be considered as juveniles regarding vibriosis. Mean postlarval stages before PLY
corresponded to stocks where most of the postlarvae do not have a definitive rostral
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formula. In contrast, later stages corresponded to stocks where some or most of the
anmimals should be considered juveniles because of their definitive rostral formula.
Acquisition of susceptibility to V. penaeicida infection appears to be correlated with the
acquisition of the definitive rostral formula, Postlarvae may be considered as resistant to
V. penaeicida infection, however the animals become sensitive as soon as they reach the
Juvenile level, characterized by the definitive rostral formula. The last postlarval molt
may therefore comrespond to a real metamorphosis including some physiological and /or
immunological modifications that would be responsible for the acquisition of this
susceptibility. This shift in developmental stage associated with a sudden change in
susceptibility is suggestive of the existence of specific receptor structures on shrimp
cells that would be involved in one or more virulence mechanismis) of V. penaeicida to
P. srvlirostris,
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Toxic factors of Vibrio strains pathogenic to shrimp

Cyrille Goarant'"", José Herlin', Raphagél Brizard', Anne-Laure Marteau’,
Claude Martin? Bernard Martin?

'Laboratoire de Recherche Aquacole IFREMER en Nouvelle-Calédonie, Station d'Aquaculture de Saint Vincent, BP 2059,
98845 Noumeéa Cedex, New Caledonia
*Laboratoire de Blologte Cellulaire, Universilé Frangaise du Pacilique, Cenire Universitaire de Polynésie Frangaise,
BP 6370, FAA'A Aeropord, Tahiti, French Polynesia

ABSTRACT: Vibriosis is a majot disease problem in shrionp aguacallure, "Syndrome 93" is 4 seasonal
juvenile vibriosis caused by Vilio penaeicida which attects Litoperaeus stylirostris in grow-out ponds
in Mew Caledonin. This study assessed the toxic activities of extracellular products (ECPs) from W,
penaeicida, V. alginolyticns and V. nigripulchrifudo using in vivo injections in healthy juvenile L. styli-
rostris (= Penaeus sfylirastris) and in viiro assays on shrimp primary cell colbures and the fish cell line
epithelioma papulosum cyprini (EPC), Toxle effects of ECPs were demanstrated for all pathogenic
Vibrio strains tested Both in vive and in vitro, but for shomp only; no effect was observed on the fish cetl
line, ECP toxicity for Mew Caledonian V. penasicida was found only after enitivation at low tempera-
lure (20°C) and nat at higher temperature |30°C), This points to the fact that ‘Syndrome 837 episodes are
triggered by temperature drops, The assays used here demonstrate the uselulness of primary shrimp
cell cultures to study virulenoe moechanisms of shrimp pathogenic baclaria.

KEY WORDSE: Vibro Vibrio penaeicida - Shrimp - Extracellular products - Temperature

INTRODUCTION

Vibriosis is a major disease problem in shrimp aqua-
culture (Lightner 1988, Brock & Leabdaster 1992,
Mohney el al. 1994). 'Syndrome 93' is a seasonal vib-
rinsis caused by Vibno penaeicida which atfects juve-
nile Litopanaeus stylirostris (= Penacus stylirostris) in
grow-oul ponds in New Caledonia. Little is known
about virulence factors of Vibrio strains pathogenic to
shrimp, despite extensive studies on other Vibrio
species, including species pathogenic to humans and
some species pathogenic to fish or shellflish (Brown &
Roland 1984, Nottage & Birkbeck 1986, 1987, Fouz ot
al. 1994, Pedersen et al. 1997). As exoloxins oflen play
a major rola in the pathogenesis of bactenal diseases
(Finlay & Falkow 1997, lhis study was aimed at assess-
ing the loxic activities of extracellular products (ECPs)
of Vo alginelyticus, V. penaeicida and V. nigripulchri-
tudo strains pathogenic to shrimp, using in vivo injec-

*E-mail: cgoarant@ifremer.fr

@ Inter-Research 2000
Rosale of {ull article not permitted

tons in healthy juvenile L, siylirostris, and in vitro assays
on shrmp primary cell cultures and the fish cell line
epithelioma papulosum cyprini (EPC).

MATERIAL AND METHODS

Bacterial strains, culture conditions and preparation
of toxic extracts. Vibrio algnolyvticus strain 8F 5, V0
penaeicida strain AM 101 and V. nigripulchrifude straim
AM 102 [Costa et al. 1998) were used in this study.
Each strain was cultured in brain heart infusion (Bio
MMéricux, France) because this rich medium has bhean
shown to promote the expression of exotoxins in some
Vibrio strains (MNishibuchi & Seidler 1983). Salinity of
the culture medium was adjusted to 25 ppl by the addi-
tion of artificial seawatar sall (Instant Ocean®), Cul-
fures were carried oul in B8 ml of medium placed in
dlopend 25 il screw-capped cullure tubes for 48 h al
differenl tlemperatures (usually 25°C, see below) under
continuous shaking (preliminary (rials showed that 2 d
old cullures had the most toxic supernatant fluids), The
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ECPs were prepared by filtration through 0,22 pm pore
size filters [Sartorius) of culture supernatants after cen-
trifugation at 5000 = g for 10 min al 4°C, according Lo
Mewman & Feng (1982). Control preparations were
prepared using the same protocol with sterile culture
medium, Sterility of all preparations was checked by
spreading 100 pl of each preparation onto marine agar
(2216 E, Difea) petri dishes and ineubating this for 48 h
at 30 « 0.5°C,

Eftect of lemperature on Vibrio penaeicida ECPs.
Sudden temperature drops are known to trigger Syn-
drome 93 episodes in New Caledonia. Thercfore the
toxicity of ECPs [rom New Caledonian V. penaeicida
AM 101 was evalualed for cultures incubated at high
(30 £ 0.5°C) and low (20 + 1°C) temperatures. ECPs
from V. penaeicida A 101 cultured for 48 1 al 20 and
30°C, and 22 h at 30°C were prepared as described
above,

Enzymatic activities associated with ECPs. Enzymatic
activities of ECPs were evaluated using APl-eym test
kits (Bio Mérieus, France). Each strip was filled with
#5 pl of the ECF to be tested. The strip was then incu-
bated for 4.5 h at 30°C, Readings were performed
according to the manufacturer's inslructions.

Cell lines. The [ish call line EPC, originating from
carp epidermal herpes virns-induced hyperplastic les-
ions, was provided by CNEVA (Laboratoire de Patho-
logie des Animaux agualiques, Brest, France), Shrimp
cells were prepared from 15 juvenile (10 to 15 g) lemale
penaeid shrimp Lifopenaeus stylirostns supplied by
[FREMER-COP (Tahiti, French Polynesia).

The cullure media consisted of (1) fish cells: Eagle's
minimal essenltial medium (MEM: Sigma) buffered by
0.16 M Trs-HCl, pH 7.4 and supplemented with 10 %
foctal hovine serum (FBS) plus 200 iu. penicillin and
200 pg streptomyein mi™; (2) shrimp cells: M 199
Medium (Sigma). All media [1x) in powder weore
reconstituted with 0.1 M NaCl and 0.01 M Tris bufter
and pH was adjusted to 8.0 with HCL The routing hold-
ing media (HM) consisted of 1 x M 199 medium with
1% of antibistic-antimycolic solution [Sigma) contain-
ing 10* units mI-! penicillin, 10 mg ml-! streplomyein,
25 pg ml™ amphotericin and supplemented with 105
FBS (Sigma). All heat-stable salt solutions were sleril-
ized by auleclaving for 30 mun at 121°C. Heal-labile
media were [ller sterilized using sterile (0,22 pm pore
size filters (OS], France|.

Cell iselation and primary cultures. Primary cell cul-
tures of ovary cells and haemocytes [rom Litopenacus
stylirostiis were obtained as previously described (Le
Groumellec et al. 1995). Brietly, shrimp were anes-
thetized by being dipped in cold 5% hypochloride
solution for 5 min. The hasmolymph (100 to 500 pl) was
withdrawn from the ventral sinus using & 1 ml syringe,
26 gauge needle, containing an equal volume of anti-

coagulant solution (30 mM sodium citrate, 100 mM
glucose, 350 mM NaCl, and 10 mM EDTA; pH 7).
COrvaries were dissected out, washed twice in sterile
medium {1x) with antibiotics (4 or 10x] during 1 b and
then minced into pieces less than 1 mm in diameler
with Pascheft scissors, Ovary fragments were directly
transferred to 35 % 10 mm culture dishes [Nunclon
Delta) containing 1.5 ml HM. Cultures were incubated
at 26 + 1°C and observed with a Leitz DMIL invertad
microscops. Cell wiability was determined using the
trypan blue [1%) dye exclusion test.

In vitro assays for detection of toxic activities. The
etfect of the ECPs of the different Vibrio strains was
assayod m vitro on shrimp ovarian and haemocyte pri-
mary cell cultures and EPC cell line cultures. Before
determining the cytopathic effccts of ECPs to primary
cell cultures, the cullure medium was replaced wilh
fresh HM supplemented with antibietics and FBS.
Either an ECP preparalion or control mediom (5 pl)
was then added to the cell cullure dishes {1.5 ml), After
20 h of incubation for shrimp cells and 48 h for EPC
cells, the cultures were fixed and stained using Giemsa's
stain (30 s}, The preparations were then ohserved for
cytopathic elfects using normal light microscopy. Each
test was performed with 3 replicales,

In vivo assays for detection of toxic activities. [Healthy
juvenile Litapenaeus stylirostrs (10 10 20 g mean weight)
ariginating from the experimental Station d' Aquaculture
de Sainl Vincent [IFREMER, MNew Caledonia) were
injected intramuscularly with 50 ul of either an ECP
preparation or control medium, Between 5 and 7 injected
shrimp were placed in 30 1 aguaria filled with filtered
seawater [25 + 2°C; 35 + 2 pplsalinity). Bach experiment
was conducled in at least 3 aguaria fi.e. 15to 21 shrimp).
Martality was recorded over a 3 d period. Total haemo-
cyte counts (THC) were performed as described by
Le Moullac ot al, (1897) on surviving C-stage animals al
the end of this 3 d period, When mortality was excessive,
a similar assessmenl of THC was conducted after a
shorter perind post injection,

Resulls of both mortalily and THC measurements
were analysed using StalView™ software,

RESULTS
In vivo assays
With Vibrio strains cullured at 25°C
Survivals of ECP-injected shrmp are presented in
Fig. 1. The ECPs from Vibrio nigripulchritude 4M 102
was lethal to Litopenaeus stylirostrs: all injected shomp

died within a 24 h period following injection (3* = 56.46;
p < 0,001}, Lethal toxicily was not demonsirated in vivo
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for V. penaeicida AM 101 (3* = 3.3% p = 0,12} and V.
alginolyticus SF 5 (x* = 0.08; p = 0.78) cultured at 25°C,
Total haemocyte counts did not demaonstrate any toxic
activity for V. penaeicida AM 101 and V. alginalyticus
SF 5 supernatants (F= 0,10; p = 0.81), The THC from
control and V. nigripulchritudoe ECP-injected animals
are presented in Fig, 2. A significant decrease in
THC was observed in V. nigripulchritndo ECP-injected
shrimp 3 h after injection (t = 5.14; p < 0.01). At the end
ol the experiment, the surviving shrimp showed a

haurs after injection

J-lold decrease in THC compared to control shrimp
t=3.52; p < 0,01}, This resull suggested the possible
presence of haemocytolylic aclivily in the ECPs [rom
V. nigripulchriludo AM 102,

With Vihrio penasicida cultured at 20 or 30°C

The effect of culture temperatire on Vibrio penasi-
cida AM 101 ECP toxicity is shown in Table 1. Cultures

4.0 %107
—— V. mgnpoichniude AR 102
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4.0 xi0'-
i
L 2sx1g’
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Fig. 2. Total haemocyte E
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mlstrls fr:ll.lu‘mg_1m]en't:nl:| N 1
with either ECPs from
cultured Vibrio nigri- T
puichmfude AM 102 or 0.5 %107
contrel medium. Each
value correspunds Lo the
average THC from 5 to .0 + . } |- 4 + = -
10} {-stage shrimp, Bars: o 2 4 a 10 12 14 16 18 20 22

standard deviation

hours after injection
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Table 1. Survival of Litnpenasns stylirostrs injected with ECPs trom Vibrg peneeicida AM 101 culbured at different temperatures

Culture temperature Initial cell concentration

MNa. of injected shrimp Survival of ECP-injected shrimp

*Median time 1o death: 1230

(7] [CFLT Tn?"] (enlfure duration [h]) (o, of aquaria) %)
ao 1092 (48 by 42 (8] a5
30 1079 (22 by 42 (6] 100
21 107" |48 hy 42 [6) ik
Contral ] 21 () a5

Table 2, Cytopathological effects on cell cultures incubated with ECPs of shrimp-pathogenic Vibro strains that were cultured at
25°C (Gilemsa's slain]. EPC: epithelioma papulosum cypring

ECPF arigin Fish cell

line EPC

Litopenaeus styliroslos
uvary calls

V. penaeicida AM 101 Mormal

nuclei, karyorrhexis
V. nmigripalchritudo AM 102 Normal
V. alginolyticns SF 5 MNormal

Contral (no BECPs) Marmal  MNormal

Altered cell structure, naked

Fragmented cytoplasm, karyor-
rhexis und marginated chramatin

Cells surrounded by lipid drops

Litopendeus styliroslis
haemouyles

{Ihliteration of cellular houndaries,
karvorrhexis

Maked nuclei and frugmented cvtoplasm, oblitera-
tion of cellular boundaries, loceulated cyloplasm

Fragmented evitoplasm and marginated chramatin
Marmal

incubated at 30°C grew [asler, but their ECPs (either
same culture duration or same initial cell density)
showed no lethal activity when injected into healthy
juvenile shrimp, whereas 100 % mortality was induced
by mjecting shrimp with ECPs trom cultures of V. pe-
naeicida Al 101 incubated at 20°C. The toxic factor
was demonstrated to be heat-labile hecause heating
the ECPs (BO™C; 10 min) considerably reduced its
lethality, Howewver, when another clone of this same
strain, V. pepaeicida AM 101, was cultured ot 20 or
30°C, low mortalilies were obtained (Ph. Haffner pers.
COILIIL ),

Enzymatic activities associated with ECPs

All tested ECPs showed strong to moderate alkaline
phosphatase, csterase, esterase lipase, phosphohydro-
lase, M-acetyl-B glucosaminidase and acid phosphat-
ase activities. Vibrio peraeicida ECPs showed light
trypsin activity, No enzymaltie pallern of ECPs could be
linked to the toxic effects, Furthermore, these patterns
were unaflected by culture temperatures,

In vifro assays

MNone of the ECPs of Vibro strains pathogenic lo
shrimp were cytotoxic tor the tish cell line EPC. By con-
trast, cytopathic etfects caused by ECPs from Vibrio
straing pathogenic to shrimp were observed in cell
monolayers derived from haemocytes and owvarian
tissue [Fig, 3). All ECPs induced ceyvtopathic effects in
haemocyte primary cell cultures. Obliteration of cellu-
lar boundaries, karvorrhectic nuclei and marginated
chromatin were noticed after Ciemsa staining (Fig. 3,
Table 2). In primary cullures of ovarian cells, the most
significant cytopathic effects were induced by ECPs
from V. penaeicida Ab 101 and V. nigripulchritudo
AM 102; ECPs from V. alginolyticus SF % indured much
less of a cytopathic ettect in these cultures (Fig. 3,
Table 2).

DISCUSSION

Toxicity of ECPs was demonstrated for shrimp-path-
ogenic Vibroe strains by in vitro assays. The inevitable

-
L

Fig, 3. In vitro assays for detection of toxic activities with ECPs of shrimp-pathogenic Vibirio strains cultured at 25°C7; cell sheets

derived from hasmocytes and ovarian tissue of Litopenaeus stylirosfrs (<800, Giemsa staining). Arrows show nuclei in the

process of karvelysis, (a) Control hasmocytes (‘exotoxin control’): (b-d) haemocytes with ECP of [b) V. penaeicida (AM 101),

(] hacmocyles with ECPof Vi algripwdcheitudo (AM 102), and (d) V. alginolviicas |S5T 5); ie) ovarian cells with ECP of ¥ penaai-
cida (AN 101) and ([} V. pigripulchritudo {AM 102); (g) conlrol ovarian cells ("exetoxin control’)
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contaminalion of the ECPs by some lipopolysaccharide
[LPS) might be responsible for some of the alterations
observed in haemocyte primary cell cultures, possibly
via aclivation of the prophenoloxidase system (Soder-
hall & Hadll 1984). On the other hand, the cytopathic
effects observed in ovarian cells were most probably
due to the toxic effect of other components of the ECPs,
even though seme haemecytes were inevitably present
in these cultures. Using in viveo assays, ECP loxicity
was demonstrated only for the very pathogenic V.
nigripuichritudo AM 102 and for V. penaeicida AM 101
cultured at cooler temperatures (20°C). Their ECPs
were lethal for shrimp. The toxic factor present in ¥
penasicida AM 101 was demonstrated to be heat-
labile and might correspond to an exotoxin since LPSs
are relatively heat-stable, Haemolysing have been
demonstrated in various Vibrio strains (Rodrigues et al
18993}, including strains palhogenic to fish [Toranzo e
al. 1983) and shellfish (Notlage & Birkbeck 1987), and
have frequently been correlated with virulence (Kreger
1984, Fouz et al. 1993, Chekraborty et al. 1997, Fiore el
al. 1997). Proteases have also been implicated as viru-
lence factors in various Vibrio strains pathogenic to fish
[MNorgvist et al. 1980) or shrimp {Lee et al. 1997, Liu &
Lee 1999). The toxic activities we describe here seem
to he specific, as no cytopathic eftect ot Vibrio strains
pathogenic to shrimp was noted with the fish cell line
tested. These in vilro assays demonstrate the usetul-
ness of primary cell cultures from penaeid shrimp in
the study of virulence mechanisms and especially the
cytotoxic factors of shrimp bacterial pathogens. Thus,
in vitro assays appear more sensitive than in vive
assays. A wide range of enzymalic activilies were
demonstrated in the ECPs but it was not possible to
link one specitic enzymatic pattern with the toxic acliv-
ity. Though most of these exoenzymes are considered
as putative virulence tactors by some authors (Borrego
el al, 1996), their presence in culture supernatants
could nol be related to virulence in the present study.

The excretion of exoloxins has been demonstrated to
be phase-dependenl in various bacterial species or
isolates, including Pseudomonas aeruginosa (Lin 1937)
and Vibrno vulnificus (Kreger & Lockwood 1981). We
also found that ECP toxicity for some V. penaeicida
clones was phase- or temperature-dependent. Tem-
perature is often associated with regulation of wviru-
lence factors in bacterial pathogens (Finlay & Falkow
1887). However, virulence often increases when the
temperature increases. In this study, ECP virulence
was observed when the temperature decreased. The
physiological significance of this phenomenon remains
to be studied, but could correspond to an adaptative
response to cold temperatures, as demonstrated in W,
vulnificus by Bryan el al. (1999, IL was not possible
here to determine whether V, penaeicida AM 101 ECP

toxic factors were not produced at higher temperatures
or whether they were simply degraded in the culture
broth by an exoenzyme excreted (or aclive) at higher
temperatures. Howewer the occurrence of ECF toxicity
in cultures incubated at low lemperatures seems Lo
correlate with the occcurrence of Syndrome 93 episodes
after temperature drops.
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Abstract

In May 1897, some white lesions evoking the white spol syndrome disease were observed in
Litopenaews sivlivosiris broodstock in New Caledonia. The oceurrence of these lesions was neither
associated with mortality, nor with histological evidence of white spot syndrome baculovirus
(WSBY). The evidence suggests that these lesions result from a form of bacterial discase and ane
associated with an inereased bacterial flora on the ooter surface of the cotele, as well as an
increased incidence throughout the molt cyele, A microscopic observation ol these lesions allows
them toy be differentiated from WSBV-associated lesions. @ 2000 Elsevier Science BV, All rights
reserved,

Kevwaords: Livapenaens seviiroseeis, Diseases and their contral — crustiaceans

1. Introduction

There have been a number of cases reporting the presence of white spot lesions on
shrimp shells (AQUACOP, 1984; Lee et al., 1996; Limsuwan, 1997). Most of these
cases were associated with mortalities caused by viruses of the white spot syndrome
baculovirus complex (Takahashi et al., 1994; Chou et al., 1995; Wang et al., 1995},
which cause severe losses in shrimp farms. the major gross sign in diseased shrimp

- Correspondding author, Tel.: +ART-2H-51-T1; fax; +687-28-78-57; c-mail; cgoarant = ifremer, fr

D044-8480 /00 45 - see front matter ©0 2000 Elsevier Science BV, Al rights reserved.
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being the presence of white spots on the cuticle. Yet in some cases. there is neither
evidence of viral aetiology, nor mortality, though susceptible species are concerned.

In May 1997, some white spot lesions evoking the white spot disease were observed
in reared Pacific blue shrimp Litopenaens stvelivoseis broodstock in New Caledonia, The
occeurrence of these lesions was associated with neither mortality, nor histological
evidence of white spot syndrome baculovirus (WSBV), though L. srvliresrris is a
sensitive species to WSBV infection (Lightner et al., 1998). Because of the external
aspect of the lesions, it was hypothesised that they could be a form of bacterial shell
disease {(Cook and Lofton, 1973), The aim of this study was to investigate this
hypothesis, and to investigate if these lesions could be routes of entry of other bacterial
pathogens, Bacterial examination of both the cuticular epibiotic flora and the haemolymph
flora was carried out using conventional methods,

2, Material and methods
20, Animals, lestony grading and molt staging

Juvenile L. srvlivostris from our collection fixed in Davidson's (1995-1997) were
dissected. Direct and microscopic examination for the presence of white lesions on the
cuticle was carried out, Broodstock L. stvfivosieis originating from the ' Ecloserie du
Nord"" Hatchery (Koné, New Caledonia), where the lesions were observed for the first
time, were either examined directly at the hatchery laboratory (direct and microscopic
examination) or brought alive to our laboratory for a long-term observation. The animals
were held in a 2-m” concrete pond with periodic water exchange (37 ppt salinity),
progressive water heating (25°C to 30°C), and fed ad libitum with a complete commer-
cial diet. These animals were periodically examined for molt stage and lesion grading.
Some of them were examined bacteriologically and discarded,

Lesions were graded from 0 to 3 depending upon their abundance and diameter, after
microscopic examination of the carapace (magnification: »25). Dissected shells were
also observed under the light microscope for the general appearance of the lesion. Moli
stages of the examined shrimp were determined according o Drach (1939) and Chan et
al. (1988).

2.2. Bacterial media, epibiotic and haemolvmph bacterial flora

TCBS agar (for presumptive Vibrionaceae flora) and Marine Agar 2216 (for total
heterotrophic flora) both from Difeo Laboratories were used for this study, A colloidal
suspension of chitin was added to the marine agar before use (Hansen and Serheim,
1991), The epibiotic bacterial flora were collected by rubbing a 0.5-cm?® carapace shell,
alter rinsing it with sterile seawater, The epibiotic flora was streaked directly onto agar
plates. After rinsing the shrimp with sterile seawater, haemolymph was withdrawn from
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the ventral sinus using a sterile tuberculin syringe and needle. One drop of haemolymph
wias placed aseptically onto the agar plates and spread with a sterile loop, Colony

(b}

Fig. 1. Microscopic view of the white spoi lesions ohserved on cuticles of Litopenaens sevlivosreis broodsiock
(a). Some show a small melanisation area (he arrows). Bars indicae 1.0 mm. Magnification: > 50,
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Effect of mch stage on mean lesian grade b

Mean lesior grade

B (r=15] Cin=17) I (n=13)
Mot stage

Fig. 2. Effect of molt stage on mean white spot grade, Bars represent 95% confidence intervals. Bars stuwing
the same letter do not differ significantdy (e = imdicates the number of animals from ecach mole stage).

forming units were counted after 24 h (for TCBS) to 5 days (for marine agar) incubation
at 30°C. Results were analysed by using Stat View " software.

3. Results

The lesions induce a fragility through thinning the cuticle. The microscopic examina-
tion shows that the lesions seem to spread from an initial wound. The more extensive
lesions showed a small melanised centre (Fig. Ib, arrows), evoking the bacterial shell
disease {Cook and Lofton, 1973). The same lesions were frequently observed on
collection animals fixed in Davidson's in the years 1995 o 1997, Animals originating
from growout ponds had similar but frequently smaller lesions. Broodstock animals kept
at the laboratory showed an increase in mean lesion grade when heating seawater from
25°C 1o 30°C (F = 10.32; p < 0.01) and through the molt cycle (Fig. 2). In late D stage
animals, the dissection allowed to show that the lesions were absent from the future
cuticle. Males and females had similar lesions (r=0.536: p=0.59). The study also
demonstrated a positive correlation between lesion grade and cuticular total hetero-
trophic flora (F= 17411 p < 0.001). Presumed Vibrio levels (isolated on TCBS agar)
were low in haemolymph and found only in atfected animals. Chitinoclastic bacteria, as
demonstrated by a halo surrounding the colony on chitin marine agar, were present on
almost all cuticles and were not significantly related to the grade of the lesions. They
were also more abundant in haemolymph of affected animals ( p = 0.17).

4, Discussion

The presence of a more extensive epibiotic bacterial flora on diseased cuticles
demonstrates that these lesions are external. There was an increased prevalence of the
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lesions through the molt cycle as shown by the mean lesion grades, Furthermore, the
underlying future cuticle of late D stage animals was unaffected. Tt demonstrates that the
molt process allows the disappearance of the lesions, Broodstock animals had the largest
lesions, probably because they molt less frequently, their cuticle being therefore exposed
for longer periods of time, as hypothesised by Getchell (1989) for shell disease in crabs,
An increase in prevalence was observed when the water temperature in the maturation
facilities at the ““Ecloserie du Nord™” Hatchery was increased to 30°C as to induce
maturation in broodstock females. This observation was confirmed in the laboratory and
also demonstrated that this phenomenon was not related to the sex of the animals.
Sindermann (1988}, reporting on the “*shell disease’ in the blue crab (Callinectes
sapidus), stated that this disease increases with temperature. These elements allow to
hypothesise that the lesions mentioned in this study correspond to a form of bacterial
shell disease. A microscopic observation permits the differentiation of the lesions caused
by this presumed bacterial shell disease and the WS5BV-associated lesions: in the shell
disease, the lesion is external, results in a thinning and an increased fragility of the
cuticle and sometimes melanisation of the underlying tissues (Cook and Lofton, 1973;
Sindermann, 1988; Getchell, 1989), whereas in the WSBV-associated lesions, the
lesions are calcium deposits on the inner surface of the cuticle (Lightner, 1996), and no
melanisation occurs in the underlying tissues,

5. Conclusion

The observations described in this study seem to demonstrate that the white spot
lesions observed on L. sivlirostris broodstock are a form of localised bacterial shell
disease, which rarely results in perforation of the cuticle. When the cuticle is punched, a
melanised zone appears. and the lesion looks like a traditional shell disease named
“*hlack spot”” or **brown spot disease”” (Lighmer, 1988). AQUACOP (1984) reported a
“white shell spot disease™ in L. srvlirosivis, Lo vanuwamei and  Fenneropenaeus
merguiensis. These lesions were most often seen in female broodstock in maturation
facilities, when increasing water temperature, and were not associated with any mortality
(). Patrois, IFREMER-COP, BP 7004 Tahiti, French Polynesia, pers. com.). These
lesions were most probably identical to the lesions described in this study.
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Annexes techniques

Bactériologie, Milieux

1 - ZoBellouMarine Agar (Broth) : milieu de culture de la flore marine
hétérotrophe totale.

- 4 g de peptone

- 1 g d'extrait de levure

- 1 | d'eau de mer artificielle (Instant Ocean, Adum System), a 25%o
ou 750 ml d'eau de mer stérile+ 250 ml Eau détill

(+ 15 g Agar pour la gélose)

- Ajuster, a froidle pH a 7,6-7,8 (a chaud environ 7,2-7,4)
- Autoclaver a 121°C, 1 bar, 20 min

Le milieu de ZoBell est commercialisé : Marine A@a16 E (Difco), qui est réhydraté a I'eau
distillée. Il n‘est normalement pas nécessaire&dpister le pH.

2 - Eau peptonée milieu d'enrichissement.

L'eau peptonée est préparée avec de l'eau de émde shmenée a 20-25 %o de salinité, en
additionnant 15 g/ litre de peptone.

3 —-TSB/TSAsalé 2 % : cultures de masse, repiquages

Milieu TSA commercial réhydraté avec de I'eau additée de 1,5 a 2 % NaCl (w/v),
* ou avec de l'eau de mer artificielle (Instane@ma) a 15 - 20 %o
* ou avec de l'eau de mer stérile ramenée a 03602

4- TCBS (Difco) : Milieu sélectif ded/ibrionaceae

- 10 g de peptone

- 5 g d'extrait de levure

- 10 g de citrate de sodium

- 10 g de thiosulfate de sodium
- 10 g de chlorure de sodium

- 8 g de bile de beceuf

- 1 g de citrate ferrique

- 20 g de saccharose

- 0,04 g de bleu de bromothymol
- 0,04 g de bleu de thymol

- 14 g d'agar.

- porter a ébullition, ne pas autoclaver.
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Bactériologie, Chitine

D'aprés Hansen et Sorheim, 1991

Dissoudre des carapaces broyées dans HCI pur (&)heu
Précipiter la chitine & I'éthanol 95°.

Récupérer la chitine précipitée par centrifugation.
Rincer au moins 5 fois a I'eau distillée.

Ajuster le pH a 7-7,5.
Autoclaver : on obtient ainsi une solution colldestock.
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Extraction d’ADN

1 — Technique au Chelex 100

Solutions stocks

Solution de Chelex a 5%:
Chelex 100" (Sigma) 59
H.O mQ gsp 100ml (+agitateur magnétique)
Autoclaver et conserver a 4°C

Protéinase K:
TrisHCI pH 8,0
protéinase K

100 mM (12,1 g/l)
500 pg/ml

Protocole

*Déposer 400 pl de solution de Chelex a 5%, sgitateoon magnétique, dans un tube
Eppendorf stérile;

*Verser 40 pl de solution de protéinase K;

*Ajouter ensuite 10 pl d’hémolymphe a tester elntsan d’Alsever

*\Vortexer brievement le tout;

*Mettre & incuber 4 & 5 heures dans un bain & $°C;

*Incuber ensuite 15 minutes a 100°C;

*\Vortexer brievement;

*Mettre immédiatement sur glace;

*Centrifuger brievement (condensation au niveatachon)

*Pour I'amplification génique, prendre soin dedadécongeler sur glace.

2 - Technigue au phénol-chloroforme

D'aprés Brennegt al, 1982

Cinquante millilitres de culture sont centrifugdsriiinutes a 10 000 g. Le culot est entierement
remis en suspension dans du tampon de lyse eténoubheure a 56°C.

Tampon de lyse :

NaCl 100 mM
Tris HCI 10 mM
EDTA 25 mM
SDS 1%
Protéinase K 1pg/ mi
pH 8,0

Les acides nucléiques sont ensuite extraits panélange phénol — chloroforme — alcool
isoamylique (25:24:1, vol/vol/vol) sous hotte. Apie minutes de centrifugation a 10 000 g, la
phase supérieure (qui contient les acides nuclgé)gpst récupérée dans un nouveau récipient.
Apres ajout d’acétate de Sodium (3 M ; pH 5,2)deisles nucléigues sont précipités par de
I'éthanol absolu, et culotés par centrifugatiori@eminutes a 10 000 g (afin d’améliorer le
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rendement d’extraction, les tubes d’extraction eetiétre placés a — 20°C, ce qui favorise la
précipitation des acides nucléiques). Le culotideg nucléiques est rincé 3 fois a I'éthanol
70%, séché puis resuspendu dans du tampon d’élltisEDTA + 50 pug.mt de RNAse A.

3 — Technigue a la silice

D'apres Boonet al, 1990
DNAs were extracted and purified according twoetiht methods. (i) DNAs were also

extracted using silica particles and guanidiumhismtyanate lysis buffer according to the 2
hour method described by Boahal. (4) on small culture aliquots (3 to 5 ml).
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AP-PCR

1 — Amorces testées

KF (5'-CACACGCACACGGAAGAA-3)),

KN (5'-CCTTGCGCGC ATGTACATGG-3),

RSP (5-GGAAACAGCTATGACCATGA-3),

KZ (5-CCCATGTGTACGCGTGTGGG-3),

KpnR (5-CCAAGTCGACATGGCACRTGTATACATAYGTAAC-3)),
KG (5-CACACGCACACGGAAGAA-3),
SP(5-TTGTAAAACGACGGCCAG-3))

Fournies par Genset, Paris, France.

2 — Mélange réactionnel

ADN de la souche étudiée 100 ng

MgCl, 4 mM

dNTP 0,2 mM chacun

[*P]dCTP* 5uCi (3000 Ci/ mmol, Amersham Intdio@al)
Amorce 1uM

Taqgpolymerase (Amersham) 1,25 U

TamponTagPolymerase 1X gsp 50ul

Tampon Tag Polymerase 1X :
Tris HCI, pH 8,3 100 mM
KCI 500 mM

3 - Profil thermique de I'amplification

Deux premiers cycles de faible stringence :

Dénaturation 94 °C pendant 5 minutes
Appariement (annealing) 40 °C pendant 5 minutes
Elongation 72 °C pendant 5 minutes

Puis quarante cycles :

Dénaturation 94 °C pendant 1 minutes
Appariement (annealing) 60 °C pendant 1 minutes
Elongation 72 °C pendant 2 minutes
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PCR V. penaeicida

D'apres Saulniest al, 2000
1 - Amorces

sens VpF(5'-GTGTGAAGTTAATAGCTTCATATC-3)),
antisens VR(5'-CGCATCTGAGTGTCAGTATCT-3)),

Fournies par Genset, Paris, France.

2 — Mélange réactionnel

Extrait ADN a étudier 10 pl
Prémix Vp 10 pl

Tagpolymerase 05U
Prémix Vp :

Tris HCI, pH 9,0 10 mM

KCI 50 mM

MgCl, 2,5 mM

Triton X 100 0,1 %

dNTP 0,2 mM chacun

3 - Profil thermique de I'amplification

Dénaturation initiale : 94 °C pendant 5 minutes

Trente cing cycles :

Dénaturation 94 °C pendant 1 minutes
Appariement (annealing) 58 °C pendant 1 minutes
Elongation 72 °C pendant 1 minutes

Elongation finale : 72 °C pendant 5 minutes
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Formules rostrales chez L. stylirostris, et stadesparvaire correspondant.

D’aprés Le Balle, V. (1989) Rapport de stage aAS'S.

Formule rostrale Stade(s) typique(s)atypique) |Valeur PIn utilisée
pour les calculs

1/0 PL1 1

2/0 PL2etPL3 2,5

3/0 PL 4 4.5

4/0 ou 4/1 PL6 6

5/0 ou 5/1 PL 7 7

5/2 (PL7) 7

6/0 (PL7 etPL8) 8

6/1 ou 6/2 PL 8 8

712 (PL 8) 9

7/2 0u 7/3 PL9 9

714 (PL 9 ou définitive) 9,5

8/3 définitive 10

8/4 (définitive) 10

9/3 ou 9/4 (définitive) 10

Certaines autres formules rostrales peuvent égereées, correspondant a des cas atypiques
moins fréquents.
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Comptages hémocytaires

L'hémolymphe est ponctionnée dans le sinus veatrtdide d'une seringue de 1 millilitre

montée d'une aiguille 25 G 16 mm 5/10. L'hémolympke ensuite déposée a l'aide de la

seringue, aiguille enlevée, sur une languette deafifa®. Vingt cing microlitres

d'hémolymphe sont repris a la micropipette et ng#ara 75 microlitres de solution d'Alsever

additionnée de 15% de formol. Ce préléevement esderwé a 4°C jusqu'au comptage.

Solution d'Alsever :

trisodium citrate 30 mM 8,82 g/ litre
NacCl 338 mM 19,75 g/ litre
glucose 115 mM 20,72 g/ litre
EDTA 10 mM 2,92 g/ litre
pH 7,0

Le comptage des hémocytes totaux (THC) est réd¢ing une cellule de Malassez a l'aide d'un

microscope Leica DMLB a l'aide du grossissementXd@ contraste de phase.
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Explants primaires de cellules de crevettes

D'aprés Le Groumelleet al, 1995

Les crevettes sont brievement anesthésiées paoite dans de I'eau froide a 4°C pendant
environ 30 minutes.

Elles sont alors plongées pendant quelques secaaassune solution a 10 % d'hypochlorite
de sodium, puis dans un bain a 7 % de teinturdal{drgentyne®, Laboratoire Argent).

L'hémolymphe est ponctionnée dans le sinus ventral a l'aideedseringue de 1 millilitre
montée d'une aiguille 25 G 16 mm 5/10 stérilessiBlurs étapes de centrifugation douce suivie
de rincages a l'aide d'une solution de Leibovitzgdtent de récolter ldgmocytes

L'ovaire (au stade de maturation | a Il) est disséqué Emyse binoculaire dans une hotte a
flux laminaire, la crevette étant immergée danssoietion de Leibovitz. L'ovaire est broyé au
potter. Les fragments sont rincés a l'aide d'unkitisa de Leibovitz. Une phase de
trypsinisation (0,1 % a 37°C pendant 20 minutegssgitation permet de séparerdescytes
des agrégats cellulaires.

Les cellules ainsi récoltées (hémocytes, ovoc@es) mis en culture dans un a deux millilitres
de milieu de maintenance (1xM 199 (Sigma) compléfearec 1 % de solution antibiotique —
antimycotique (Sigma) et 10 % de sérum de veal ([8igma)).

Les milieux en poudre sont réhydratés avec unetisola 0,1 M NaCl (Sigma) et 0,01
Tris HCI, pH 8,0.
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Appendice : Bases biologiques et historigue de l'aaculture de crevettes

1. Biologie des crevettes Pénéides en milieu nature

1.1 Morphologie et anatomie

Ces éléments sont extraits de l'ouvrage "Traitéoddogie ; Anatomie, systématique, biologie.
Crustacés. Tome VII, Fascicule I" publié chez Massaus la direction de (Grassé 1994).

La morphologie externe des crevettes Pénéidesaemttéristique d'un Crustacé Décapode. Le
corps est subdivisé en deux parties, la plus autéricorrespondant a la fusion de la téte et du
thorax a logiquement pris le nom de "céphalothqrdxpartie postérieure correspondant a
I'abdomen.

Le céphalothorax correspond a la fusion de métanetene présente plus de segmentations
extérieurement décelable. Il porte cinq pairesatéep marcheuses ou "péréiopodes”, une paire
d'antennes, une paire d'antennulles, une pairaidbsc antennaires, ainsi que trois paires
d'appendices destinés a la prise de nourriture latmaastication (mandibules, maxillules et
maxilles).

L'abdomen est segmenté et porte une paire dammsngiar segment. Les cing paires
antérieures correspondent a des pattes nageuspkopodes”, la derniere paire ("uropodes”)

formant avec le telson ou "pygidium" une véritatdgeoire caudale.

Figure 1 : Morphologie externe d'une crevette Pénéide.
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Péréiopodes {3 paires)

La face ventrale présente un dimorphisme sexuez ta femelle, un réceptacle séminal, situé

a la face ventrale du dernier segment thoracioestjrté a recevoir les spermatophores du male,

Page 152
Epidémiologie et facteurs de virulence des Vibrio pathogénes de crevettes d'élevage en Nouvelle-Calédonie




porte le nom déhélycum. Chez les males, un organe copulateur résultalat fusion des

endopodites de la premiére paire de pléopodesuwtapkn sagittal a recu le nom petasma

Figure 2 : Dimorphisme sexuel et organes sexuels externesleberevettes Pénéides.

Femelle
(Thélycum)

(Petasma)

1.2 Cycle biologique en milieu naturel

Dans le milieu naturel, les adultes (individus sdbament matures) se rassemblent de facon
saisonniere en zone cotiére pour la ponte. Lorg&admopulation, les males déposent sur le
thélycum des femelles matures leur spermatophbessovocytes sont fécondés au moment de
la ponte. Par le jeu des courants, les ceufs sdrdile®s en zone océanique, ou se déroule
I'éclosion. Les premiers stades larvaires (5 adBjespondent a des stades "Nauplius”, qui
nagent activement vers la surface, guidés par otopbpisme positif. Les stades Nauplius ne
s'alimentent pas, mais survivent sur les réseritellines de I'ceuf. La premiére métamorphose
conduit aux stades Zoé (3 stades) qui se nourtissgivement d'algues unicellulaires. Les

stades Mysis (au nombre de 3), zoophagiques suticelex Zoé. Enfin, les mysis se
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métamorphosent en postlarves, a comportement ljelethaissez semblables aux juvéniles sur
le plan de la morphologie. Les mues postlarvaivesessives se traduisent principalement par,
outre l'augmentation de taille, la mise en placéateementation de I'exosquelette. Au niveau
du rostre, la mise en place des "dents" permebatsae ces stades postlarvaires de connaitre

le stade de développement.

Figure 3 : Cycle biologique des crevettes Pénéides en milaturel.
(illustration d'apres (Alday de Graindorge and Ele®99) : Diagnosis of shrimp diseases with
emphasis on the black tiger shrinigefaeus monoddiCD-rom, FAO et Multimedia Asia Co.,
Ltd. éditeur)
Zone estuarienne Zone cotiére Zone océanique

hmphus :

X
Juvénile

2. Le cycle biologique en captivité et les systemés production.

Bien que le recours aux populations sauvages éreliffs stades de développements soit encore

tres fréquent, I'ensemble du cycle biologique guiicié des espéces élevées est maitrise.

2.1. Le cycle biologigue en captivité

La maitrise du cycle biologique complet n’est gaeement indispensable a la mise en place
d'une aquaculture de crevettes. Les premiers éésvage crevettes ont été réalisés
“involontairement ” il y a plusieurs siecles dates bassins situés en zone de marnage, et dont
les digues étaient ouvertes saisonnierement passelaentrer des larves et juvéniles de

certaines espéces de poissons. La pénéiculturerneodei pratique en trés grande majorité des
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élevages monospécifiques exploite encore cette dainme saisonniere de postlarves de
crevettes, nous le verrons plus loin. Seuls quslquags producteurs de crevettes ont mis en

place des systemes permettant de réaliser I'enseathnlbtycle biologique en captivité.

2.1.1. L'obtention de pontes fécondées

La premiere difficulté est I'obtention de pontesdddées a partir de géniteurs, qu'ils soient
élevés en captivité ou issus de la pécherie. Leesméont généralement directement
exploitables. La maturation des ovaires chez lesefies peut étre spontanée en bassins, ou
obtenue dans des enceintes d’élevages chauff@emé“de maturation ”), dans lesquelles un
apport de nourriture fraiche important favorisentaturation sexuelle. L'ablation d'un des
pédoncules oculaires permet l'ablation simultanéa des organes Y (glandes sécrétrices
paires situées dans le pédoncule oculaire), induissme baisse de la concentration de
I'normone inhibant le développement des ovairesmbguration ovarienne est donc stimulée
par ce mécanisme (Panouse 1943) ; (Adiyodi andailili¥970) ; (CNEXO Aquaculture Team
1974)). Une observation attentive du développendest ovaires par transparence permet de
repérer les femelles prétes a pondre. La féconddgs femelles peut étre naturelle lorsque des
animaux des deux sexes sont mélangés dans le mamneebmaturation. Cette fécondation
naturelle est méme obligatoire pour les especdglycum dit “ fermé ” P. monodonpar
exemple), car elle doit avoir lieu a un moment [@élc processus de mue. Chez les espéces a
thélycum “ ouvert ” (dont.itopenaeus stylirostrjs un systeme d’insémination artificielle a été
développé. Les spermatophores de males choisisegtmaits par simple pression latérale. La
paroi chitineuse est 6tée, le sperme est déposéesimélycum de la femelle mature. Les
femelles sont isolées dans des bacs individuglentioirs ” dans lesquelles elles émettent leurs
ceufs, fécondés au moment de la ponte. En foncedtespece, de la condition physiologique,
de la température..., chaque femelle peut four@if80 a 1 million d’ ceufs, dont une partie
donnera des larves Nauplius viables.

En milieu naturel, la ponte des crevettes Pénéatsnocturne. Des systemes d’éclairage
simulant une inversion de la photopériode sontallést dans les salles de maturation et de

ponte permettant, pour plus de facilité de trawidbtenir des pontes en cours de journée.

2.1.2. L'éclosion et I'élevage larvaire
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Apres la ponte, la femelle est retirée du pondmirse déroule I'éclosion, dix-huit heures aprés
la ponte environ. La vidange des pondoirs permetédelter les premiers stades larvaires au
stade nauplius, mais également les restes desaméfs eéclosion, les ceufs non éclos, et les
éventuels féces de la femelle. Cette récolte este et transférée dans les bacs d’élevage
larvaire. Dans certains systemes (notamment cekliaon point par ''lFREMER, cette récolte
est placée dans des “ éclosoirs ” ou les seulesdariables et présentant une vitalité suffisante
sont récoltées par phototropisme. Ce systeme pgeegenlouble avantage de I'élimination de
nombreux déchets potentiellement contaminés (ettaognants) et dun ringage
particulierement efficace des larves avant enseameant des bacs d’élevage larvaire. Celui-Ci
se déroule dans des bacs de volume généralememnttémip(de 2 a plus de 500 metres cubes),
généralement chauffés a 28-30°C, a partir de nailglinéme jour d’éclosion.

Une typologie des écloseries est proposée par @rabktester 1992), reposant sur l'origine
historique et géographique des systemes, refl@antcapacité de production et leur mode de
gestion. Cette typologie est extrémement schénmagdue nombreux types intermédiaires ont
éte developpés dans divers pays. Toutefois, ggitdagie demeure intéressante :

Les écloseries type Galvestorindustrielles et souvent de grande taille, présgniae grande
technicité et reposent sur un savoir-faire beauqaup important (Smith; Biedenbach, and
Lawrence 1992). Elles utilisent la technique d’'ége en eau claire mise au point par les
chercheurs du laboratoire de Galveston (au Texd&d)es utilisent des densités
d’ensemencement généralement élevées (100 a 1%0ingar litre), dans des bacs de faible
volumes (quelques metres cubes) et une adductieaudiltrée, chauffée et controlée. Les
algues unicellulaires nécessaires aux stades zgéopblages sont produites dans des
laboratoires séparés et leur concentration estégjugiotidiennement par des apports de culture
pure. Le premier changement d'eau intervient dés1ldes stades Zoé, ou 50% de l'eau est
renouvelée quotidiennement. Ces écloseries utilidergrandes quantité de nauplindemia

Sp. comme proies vivantes pour les stades mygisstlarvaires zoophages. Les survies de ces
écloseries sont généralement régulieres, de l'otre70 a 80 % en dehors d’accident
pathologique.

Ces écloseries de grande taille supportent la f@ntiabilité des demandes en postlarves dues a
la variabilité des péches de postlarves sauvagesArgérique Latine ou elles sont le plus
fréequentes, elles sont souvent cogérées par ptgsigitandes fermes de grossissement,
financées par de grands groupes économiques ettjonerdle moteur dans les programmes

récents de production de souches domestiquéessétatdion génétique.
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Les écloseries de type TaiwanaigLiao 1992), travaillent en “ eaux vertes ” dares chacs
extérieurs, selon une technique dérivée de trajapmnais (on parle aussi de “systéme
japonais ”). Elles sont fréequemment rencontréefdsa du Sud-Est et ont fait les beaux jours
de la crevetticulture Taiwanaise. Ce systeme tdiétablir un écosysteme d’élevage proche
des conditions naturelles de développement larvdé@e Pénéides en milieu naturel. Des
densités en nauplii faibles (10 a 80 par litre)tsrsemencées dans des bacs de grande taille.
Le développement d'un bloom de Diatomées est relc@at encouragé par l'ajout d'engrais. Le
premier changement d'eau a lieu a la métamorpheséad/es en postlarves. Les survies de ce
type d’écloseries sont relativement constantesjeet’ordre de 50% en dehors d’accident
pathologique.

Les petites écloseries asiatiquedamiliales ou regroupant un petit nombre de ferrmde
grossissement réalisent une production “ en eawes& (Forbes 1992). Elles ont vu le jour
lorsque le déclin de la crevetticulture Taiwangdans les années 1987-1988) a entrainé un
exil massif des techniciens d'écloseries vers dgs poisins (Thailande, Philippines, Indonésie
et Malaisie notamment). Les techniques sont iitrednt celles du systéme Taiwanais, mais de
nombreuses variantes existent, dont des élémemsrtap du systéme Galveston. Ces
écloseries travaillent généralement a basse desesite des bacs de petit volume (moins de 5
metres cube). Elles se caractérisent par une d$igatian importante, et il existe ainsi des
vendeurs de nauplii, de jeunes postlarves PL2 3 épostlarves acclimatées PL12 a PL35,
mais aussi des structures spécialisées dans lareutte DiatoméesChaetocerossp.,
Skeletonemasp. ...). Leur fonctionnement est fréquemmentisétiipour compenser un
approvisionnement en postlarves d'autres origimssifiisant ou d'un prix trop élevé. La
réussite des élevages larvaires y est assez adaiépendant beaucoup de la technicité du
responsable, et des survies extrémes de 0 a pld@desont fréquentes. Leur petite taille leur

permet une désinfection rapide avant un nouveade dyélevage.
Dans tous les cas, les postlarves produites pe@mnensemencées directement en bassins de

prégrossissement, en bassin de grossissement, bu e acclimatation aux conditions

environnementales dans des bacs d'acclimatatinurseries".

2.1.3. L'élevage des géniteurs
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L'élevage des géniteurs de crevettes PénéidegmsStajement différent du grossissement a but
commercial, méme si certaines écloseries ont garéaiours a des géniteurs issus de bassins de
grossissement. Il a pour but dobtenir des animdextaille suffisante lors de la maturité
sexuelle. Ces élevages reposent sur un principeodéort physiologigue maximal pour
I'animal, ils se réalisent de facon beaucoup plieresive, afin d'assurer aux crevettes un
confort physiologique et une croissance optimales.nourriture distribuée est de grande
qualité nutritionnelle, les teneurs en oxygenedaisstoujours a des valeurs suffisantes grace
aux faibles densités d'élevage. Ces élevages genhde disposer en 6 a 10 mois de géniteurs
de taille comparable a celle des géniteurs sauvages

Des techniques d'élevage de géniteurs en conditiwessives ont été développées, souvent
pour répondre a des soucis d'économie de surfarelel@adre de nombreux lots d'animaux de
faibles effectifs. C'est le cas notamment dansalirec de programmes de sélection génétique
qui doivent entretenir un nombre important de sesachignées ou familles. L'IlFREMER-COP

a Tahiti a développé une technique de ce type,pguinet d'obtenir en 10 a 12 mois des
géniteurs exploitables. Ces techniques sont soupkrg sophistiquées, reposent sur une
oxygénation artificielle de I'eau et un contrdlgotireux des parametres physico-chimiques des

enceintes d'élevages.

2.2. L'approvisionnement en postlarves

La pénéiculture mondiale repose encore largementaovu, sur les stocks sauvages pour la
fourniture des postlarves nécessaires a l'ensemmearde des bassins de grossissement.
Plusieurs stratégies se distinguent toutefois dazette dépendance vis a vis des stocks
sauvages. Dans de nombreux cas, les fermes desgeyaent utilisent des postlarves capturées
lors de leur arrivée en zone estuarienne. Cesgpestl sont transférées dans des structures de
nursery jusqu’a un age plus avance, ou directemesgmenceées en bassins de grossissement.
Dans d’autres cas, notamment lorsque les captwgmostlarves sauvages sont insuffisantes,
des postlarves sont produites en écloserie a p@reniteurs sauvages. Les lignées éleveées sur
plusieurs générations en captivité et connaissant début de domestication sont
particulierement rares. Toutefois, la mise en pldegrogrammes de sélection génétique sur
les crevettes Pénéides ne peut se concevoir qeanidition de disposer de souches captives.
De méme, la dissémination de virus pathogénes ldarstocks sauvages rend particuliérement
aléatoire la rentabilité des élevages ayant recawrss stocks sauvages. La domestication et

I'élevage controlé de lignées dont le statut samitdes performances zootechniques et les
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améliorations génétiques sont bien connus constitdésormais des atouts pour les régions

productrices qui en disposent, et probablemennjguanajeur pour la prochaine décennie.

2.3. Les systemes de grossissement

Au niveau de la phase de grossissement, une ttesdidférentiation existe entre les systemes.
Leur dénomination s’appuie généralement sur le &etjintensification des élevages, qui
permettent de distinguer les systemes suivantel@ppar Rosenberry (1997) :

Le systéme extensifest pratiqué principalement en Asie du Sud-EstgnVietnam,
Bangladesh, Philippines, Indonésie) mais représégwement une partie des surfaces de
production de pays d'’Amérique Latine (Equateur matant). Il s’appuie largement sur la
productivité naturelle, et correspond parfois a éievages intégrés (volailles ou cochons +
crevettes et / ou poissons). Ce type d’'élevagesrgéament familial, produit des rendements de
quelques dizaines & quelques centaines de kg ptaréest par an (kg.Haar'), a partir de
densités d’ensemencement proches d’une postlarvagtee carré. Les bassins utilisés pour ce
type d'élevage sont de tailles trés variables (deqges a plusieurs centaines d'hectares), et
sont caractérisés par un aménagement s'appuyarttesucirculations d'eau naturelles. Les
renouvellements d'eau (environ 5% quotidiens) sm®urés par ces mouvements naturels,
généralement les marées. Aucun apport d'alimentsinél n'est effectué pendant I'élevage. La
production naturelle qui assure la croissance demsax est souvent stimulée par une
fertilisation organique ou minérale. Les codts dedpction sont évalués entre 1 et 3 US$ par
kg de crevettes produites. Peu de nouvelles empilmis de ce type sont construites,
notamment du fait du soucis croissant d'interduglisation des zones de mangrove et de
marnage pour la pénéiculture.

Le systeme semi-intensjfqui caractérise la plupart de la production d’'Aiede Latine permet
de produire environ 500 & 5000 kg'teri®, & partir de densités d’ensemencement de I'orelre d
5 a 20 voire 30 postlarves par metre carré. Ceemystse caractérise en patrticulier par la
capacité du systeme d’élevage de disposer de auffirent d’oxygene sans apport mécanique.
Il est pratiqué dans des enceintes d'élevagesatelgrtaille, généralement de 'ordre de 8 a 20
hectares, avec des extrémes de l'ordre de 2 ee@@arhs. Ces bassins, situés au-dessus des
zones de marnage, sont alimentés en eau par depepprassurant des renouvellements
quotidiens de 1 a 30 %. L'alimentation naturelletes largement complétée par des aliments

industriels. Ce type d’élevage peut également agqouer en deux phases : les postlarves sont
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d’abord placées dans des enceintes de prégrossiss@ntdes densités élevées ; entre 1 et 3
grammes de poids moyen, elles sont réparties @arenkceintes de grossissement. Les codts de
production sont évalués entre 2 et 6 US$ par kyekettes produites.

Le systeme intensifrepose quant a lui sur un apport mécanique d’'omegaix bassins, qui
sont généralement de petite taille (inférieure ahéctares). Il utilise des densités
d'ensemencement élevées (supérieures a 30 par caétéd. Les renouvellements d'eau sont
classiquement importants (supérieurs a 30% pa) guac des tendances actuelles tendant a les
limiter ou a rechercher des systemes de reciromlatia croissance des crevettes repose en
grande majorité sur un apport important d'alimadustriel. Les rendements escomptés sont de
5 000 & 20 000 kg.Hzan®. Les colts de production sont évalués entre 4@88 par kg de
crevettes produites.

Diverses entreprises utilisant degstemes "super-intensifs" existent a travers le monde
(Thailande, Etats-Unis, Belize). Leurs objectifspteduction de 20 & 100 tonne hari® est
rarement atteint... Ces systémes reposent suraah@dlogie sophistiquée et fragile, et sont
souvent victimes de défaillances techniques, ehaadies catastrophiques.

Cette typologie des systémes est assez bien défmiRosenberry (1997), mais les différents
auteurs ne s'accordent pas forcément sur les drestientre ces différents systemes. Ces
désaccords sont une source de confusion et uneheation semble souhaitable. Le tableau 1

résume ces différentes définitions :
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Tableau 1 :Différentes définitions des systéemes de grossiesedes crevettes Pénéides (Fast, 1992 ; Rosenb@g7).

(Fast ergras, Rosenberry eftalique)

Extensif Semi-intensif Intensif Super-intensif
Densité initiale 01al 3a10 15a40 > 100
(PL.m?) <25 10 a 30 > 30 ?
Rendements <0,1a0,3 0,5a25 5a15 30 a 150
(tonne.hd.ar") 0,05a0,5 05a5 5420 20 4100
Alimentation naturelle naturelle + supplément granulé complet granulé complet
naturelle naturelle + supplément granulé complet granulé complet
Renouvellements <5% <5a20% 10a 20 % > 100 %
en eau quotidieng <5% <1a25% jusqu'a > 30 % ?
Aération naturelle naturelle artificielle artificielle
naturelle naturelle artificielle artificielle
Taille des bassing >5 ha 1a20ha 0,25a 2 ha <0,25 ha
jusqu'a > 100 ha 2a30ha 0,1al5ha
nature du fond terre terre terre ou artificiel artificiel
terre terre terre ou artificiel artificiel
Survie <60 % 60 4 80 % 80490 % 80a90 %
? ? ? ?
Technicité faible modérée élevée trés élevée
faible modérée élevee trés élevée
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3. Les facteurs affectant la productivité.

De nombreux facteurs peuvent influer sur la pragiiét d'un élevage de grossissement
(Rosenberry, 1997). La plupart de ces facteursraunoe importance d'autant plus grande que

le systeme d'élevage sera plus intensifié.

3.1. L'alimentation.

Dans les systemes traditionnels extensifs, l'altateon des crevettes est assurée par la
productivité naturelle des enceintes d'élevageteCptoduction est souvent favorisée par
I'apport d'engrais organiques ou minéraux qui Youatnir une alimentation naturelle et riche
aux crevettes. Avec lintensification des systemesl'a vu, cette production naturelle ne peut
suffire a assurer la croissance des crevettes &insa Dans les systemes semi-intensifs, cette
production naturelle a encore une part probablersigmificative dans le bol alimentaire des
animaux. Dans les systemes plus intensifs elleedéuwiapidement négligeable (au moins
guantitativement) au cours de la croissance de®ites. L'aliment "exogene" devient deés lors
indispensable, et sa qualité sera d'autant plesrdétante pour la bonne réussite de I'élevage
que le systeme sera intensifié. Les recherches aggteloppement ont permis la mise au point
d'aliments performants, répondant a la majeuraepdées besoins de la crevette. Ces aliments
industriels constituent un marché mondial d'enviton million de tonnes annuellement, et
peuvent représenter jusqu'a 50% des colts de groduCette part importante de l'aliment
dans les codts de production, sa richesse en pestéile 20 a 40%) potentiellement polluantes
pour le bassin et I'environnement expliquent lésresf qui sont faits pour abaisser les indices

de conversions.

3.2. L'aération.

Dans les systemes traditionnels extensifs, a nayv&Eygénation de I'eau des bassins est
assurée par l'équilibre entre la production diupae le phytoplancton et la consommation
(diurne et surtout nocturne) par I'ensemble desibesdu bassin (demande biologique, mais
également demande chimique). Les renouvellemestgés permettent d'obtenir cet équilibre
sans oxygénation artificielle. Pour conserver ddsws d'oxygéne correspondant aux besoins
physiologiques des crevettes, une oxygénationicelie est apportée dans les bassins
intensifs. Cet apport artificiel est assuré pafédénts moyens mécaniques de brassage de la

colonne d'eau ou d'injection d'air.
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3.3. Les maladies.

Elles sont devenues, avec lintensification, ung dantraintes majeures de la pénéiculture.
L'apparition de maladies virales, leur dissémimatftavorisée par des échanges incontrdlés
d'animaux vivants a travers le globe) et I'impamtvent "inéluctablement catastrophique” sur
les régions productrices atteintes en font maimtna sujet de préoccupation majeur dans
tous les pays producteurs. Les illustrations em Keffondrement "précurseur” de la production
de Taiwan en 1987-88, et surtout les effondreméatt& Chine, de I'Indonésie, de I'ilnde dans
les années 1993 a 1996 sous l'effet conjugué des WSSV et YHV. L'Amérique Latine a
également, dans ces mémes années (1993-96), parément souffert des effets du virus
TSV.

Ces virus ont rapidement pris une tournure panguoetia I'échelle d'un continent entier,
causant des pertes majeures et par la impressi@msnares mortalités bactériennes, plus
"discrétes", prélevent un lourd tribu dans la quesilité des élevages, et a tous les stades de
développement de la crevette. Fréequemment oppetasi elles n'occasionnent que tres
rarement des mortalités totales, présentent uneagiosité moindre, mais affectent
probablement "consciencieusement” les crevetteglles fragiles : fragilisées par leur état
physiologique (mauvais déroulement de la mue, maasaonditions d'élevage, stress lié a des
manipulations, apports nutritionnels inadaptésLes germes les plus pathogénes peuvent

toutefois étre a I'origine d'une mortalité a careeepizootique.

3.4. La pollution.

D'une maniére générale, la pollution anthropiq@eque peu d'effets sur la productivité des
bassins d'élevage de crevettes. Elle influe dansios contextes particuliers sur la qualité
microbiologique des crevettes péchées, limitanplessibilités d'exportation. La pollution qui
affecte le plus les fermes de grossissement deettesvest celle créée par dautres fermes,
parfois par elles-mémes. L'anarchie dans laquell@éhéiculture s'est développée pendant de
longues années a ainsi créé des zones ou la ptéxtes fermes est telle qu'elle interfére
négativement sur les résultats de celles-ci. L'pampée devient de qualité médiocre,
présentant des demandes biologique et chimiquexggéne importantes. Ces problemes de
repompage d'effluents ont en particulier favoriaérdpide dissémination de pathogénes, et

sélectionné (par passage en série) les souchpkigegirulentes.
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3.5. Les contraintes météorologiques.

L'aquaculture de crevettes s'est développée emrrégircumtropicale ou les évenements
climatigues majeurs ont une incidence maximalembaisson dans les pays d'Asie du Sud Est,
ainsi que la position "El nifio" de I'Oscillation &&l Nifio (ENSO) pour 'Amérique Latine
semblent favorables a l'industrie crevetticole maled notamment par de meilleures péches de
géniteurs, mais aussi par un lessivage des eai@atssocié aux fortes pluies.

Toutefois, les événements locaux majeurs (cyclomesissons, ouragans) peuvent y avoir des
effets néfastes, par les dégats gu'ils sont sublepte causer aux fermes de grossissement,
aux infrastructures routiéres... Dans les bassmslessalure n'atteint que tres rarement des
seuils critiques pour les crevettes, mais I'écelatgs bassins s'en trouve fortement affectée,
pouvant conduire a des mortalités massives. Deg fdusoule engendrée dans des bassins de

grande surface est susceptible de provoquer dasregpde digues.

3.6. Conclusion

Les maladies infectieuses, virales ou bactérienrgsésentent le plus gros frein au
développement de la pénéiculture. Des stratégiesesgent en place pour limiter leur impact
dans les élevages de grossissement. D'autres mredblexistent, dont la place de "maillon
faible" des écloseries, dautant plus marqué queligart d'entre elles sont fortement
dépendantes des stocks sauvages. La dépendanegakshent vraie en ce qui concerne les
proies vivantes distribuées aux larves aux stademplmgiques. Cette phase repose sur
l'utilisation de nauplii dArtemia spp., dont les cystes représentent un marchéugeepl plus
spéculatif. Enfin, le développement désordonnéfdares et les conséquences désastreuses
gu'elles ont eu sur l'environnement dans de nombpays font désormais de la crevette
d'élevage une cible pour les lobbies écologistase thenace réelle de voir associée a la
crevette d'aquaculture une image "anti-écologigast une nouvelle contrainte pour la

pénéiculture a travers le monde.

4. Les pays producteurs et la production mondiale.

Ces données sont issues de Rosenberry (1997).
Les exploitations de pénéiculture construites aursdes dernieres années utilisent quasiment
toutes les systemes semi-intensif ou intensif,eet lpart dans la production mondiale de

crevettes d'élevage est en hausse constante. disutief part produite par des pays utilisant
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traditionnellement un systéme extensif n'est pagigeable, du fait des immenses surfaces
mises en élevage. L'exemple de l'Indonésie esamtarlce pays qui possede la plus grande
surface de pénéiculture au monde (350 000 hectarb8gnt des rendements moyens
particuliérement faibles, de 200 & 300 kilaa'. A I'opposé, Madagascar produit plus de 4
500 kg.h&.an' mais ne réalise qu'une production annuelle totEe2 500 tonnes. La
Thailande, premier pays producteur, n'exploite &u€00 hectares, avec un rendement moyen
d'environ 2 500 kg.haan* (voir tableau 1).

Figure 4 : Part des pays dans la production mondiale en (@%tées (Rosenberry 1998)

Nouvelle-Calédonie

Honduras

Brésil

Mexigue Thailande

Taiwan

Bangladesh

Vietnam

Philippines 13,6%

Chine

Inde 10,5%

Equateur Indonésie

Il est intéressant de noter que la moitié de lalpcton mondiale est assurée par 3 pays d'Asie
du Sud-Est (Thailande [24,6%] ; Chine [13,6%] etoimésie [12,3%]), et que la région Asie

Pacifique a produit a elle seule 79 % de la prado@quacole mondiale de crevettes en 1999.

Les gros marchés consommateurs, en dehors du daparprésente un marché tout a fait
particulier de haut de gamme tres exigent et caéyasiont I'Amérique du Nord et I'Europe

Occidentale.
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Tableau 2 : L'aquaculture mondiale de crevettes : Surfacefo#®ps, tonnages produits, rendements annuelsrigice moyenne d'une exploitation

dans les principaux pays producteurs et la Now@lkedonie (Rosenberry, 1997 ; 2000).
Données 1999 sauf pays indiqués par une astérisgaanées 1997, les données 1999 n'étant pasrdides et Sri Lanka, données 1999 estimées).

Surface exploitée (ha) Quantité produite (tonnes) R endement ( kg.hat.an™) Surface moyenne
Indonésie 350 000 |Thailande 200 000
Vietnam 200 000 [Chine 110 000 [N"-Calédonie 4111 Venezuela 167
Chine 180 000 [Indonésie 100000 |Japon * 4000 * |Honduras * 156 *
Bangladesh * 140 000 * |[Equateur 85 000 Australie 4 000 Colombie * 140 *
Inde 130 000 |Inde 70 000 Taiwan 4 000 Belize * 117 *
Equateur 100 000 |Vietnam 40 000 |Etats Unis 3 750 Mexique * 91 *
Thailande 80 000 |Philippines 40 000 Colombie * 3571 * |Panama 86
Philippines 60 000 (Bangladesh * 34000 * |[Belize * 3571 * |Equateur 83
Mexique * 20 000 * [Taiwan 20 000 Thailande 2 500 Pérou * 71 *
Honduras * 14 000 * [Mexique * 16 000 * |Bresil 2 500 Brésil 55
Nicaragua 6 000 |Brésil 15 000 Venezuela 2 000 Nicaragua 46
Brésil 6 000 [Honduras * 12000 * [Pérou * 1875 * [N"-Calédonie 41
Taiwan 5000 [Colombie * 10000 * [Malaisie 1 500 Vietnam 33
Malaisie 4000 |Pérou * 6000 * |[SriLanka * 1200 * [lran 27
Iran 4 000 [Malaisie 6 000 Honduras * 857 * Etats Unis 20
Pérou * 3200 * [Nicaragua 4 000 Equateur 850 Chine 18
Panama 3000 ([Venezuela 4 000 Mexique * 800 * Philippines 15
Colombie * 2800 * Panama 667 Australie 13
Venezuela 2000 |[lran Nicaragua 667 Malaisie 5
Belize * 2500 * [|Philippines 667 Bangladesh * 4 *
Belize * 700 * |Australie 2 400 Iran 625 Thailande 4
Australie 600 |Panama 2 000 Chine 611 Japon * 2 *
Sri Lanka * 500 * |N"™-Calédonie 1850 |Inde 538 Indonésie 2
N"®-Calédonie 446 |Etats Unis 1500 [Indonésie 286 Taiwan 2
Etats Unis 400 |Japon * 1200 * |[Bangladesh * 243 * SriLanka * 2 *
Japon * 300 * |SriLanka * 1000 * [Vietham 200 Inde 1
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Au niveau des especes produites, I'espmemeus monodofiGiant Tiger Prawn") représente

a elle seule plus de la moitié de la production dmale de crevettes d'aquaculture, et est
produite partout en Asie, mais aussi en AustralieaeMadagascar. Son élevage est
extrémement dépendent des pécheries, car ellémsee difficile a domestiqudritopenaeus
vannamei("Pacific White Shrimp") est la seconde especargortance des tonnages produits
(environ 25 %), et est exploitée principalement Amérique Latine. Plusieurs lignées
domestiquées sont disponibles a travers le mondelles sont a la base d'un commerce
florissant.Fenneropenaeus chinensisprésente 8 % de la production aquacole mondidiie.
présente la particularité de croitre jusqu'a degpéatures assez basses, de l'ordre de 16°C. De
méme, elle est plus tolérante gBe monodonet L. vannameiaux mauvaises conditions
d'élevage, et aux dessaluregopenaeus stylirostrige représente quant a elle qu'environ 3 %
de la production mondiale. Elle a été élevée emdga quantités en Ameérique Latine, puis
abandonnée au profit de vannamenui est beaucoup moins sensible au virus IHHN.uU3ep
les ravages causés par le virus Taura, elle remteriiimportance, en raison de sa sensibilité
bien moindre a ce second virds.stylirostriset L. vannamesont souvent vendues ensemble
comme "crevettes blanches". Les autres espécegspnésentent que de faibles parts de la
production aquacole mondial®larsupenaeus japonicugjui ne représente qu'une part trés
faible du tonnage produit, se situe sur un marcfiqulier. Cette espéce est généralement
vendue vivante au Japon, et des techniques detirdes crevettes vivantes sans eau ont été
développées pour cette espece. Les prix en s@wdrable, et une véritable spéculation existe
sur cette espece, qui s'expligue par des prix guvent atteindre 200 US$ par kg ! Elle
présente en outre la particularité d'avoir unessamce jusqu'a des températures aussi basses
que 10°C, ce qui en fait un candidat pour des ékevaxtra-tropicaux. Elle est notamment

parfois élevée dans les claires ostréicoles danedt de la France.

5. Historique de la pénéiculture mondiale

Les origines de la pénéiculture remontent a plusisiecles. En Asie du Sud Est, I'élevage
traditionnel de poissons, reposant sur I'obsemagiol'utilisation de la biologie des especes,
permettait la récolte de crevettes sauvages entréeemment dans les lagunes aménagées en
bassins piscicoles. Dans les années 1930, M. lgaginle I'université de Tokyo obtient une
ponte et réussit a produire dersupenaeus japonicysisqu’a une taille commerciale. Ses

travaux poursuivis sur plusieurs années et largemasiiés lui ont valu le surnom de “ pére de
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la crevetticulture moderne ”. Aujourd’hui, bien gleeJapon ne soit pas devenu un des grands
pays producteurs, il détient toujours le record di@indes rendements en élevage de crevettes
avec prés de 4 000 kg-han®.

Dans les années 1950 et 1960, les Etats-Unis octlgdevant de la scéne de la pénéiculture
par les travaux du laboratoire de Galveston, aua3exnitialement dédié a I'étude du
phytoplancton toxique, il mit au point en 1958 é&chnique (désormais célebre) d’élevage
larvaire de crevettes Pénéides utilisant des adtdralgues, qui prit le nom de “ technique de
Galveston ”.

Depuis la fin des années 1960 et le début des artt#&), la Chine et surtout la France au
Centre Océanologique du Pacifique a Tabhiti, ont rmemcé un travail de fond sur les
possibilités d’aquaculture de crevettes de meméponse au déclin des prises des pécheries.
Deés cette époque, le Centre Océanologique du gaeifh Tahiti a du importer des crevettes
Pénéides, absentes du lagon tahitien. Leurs travatgement publiés sous le nhom collectif
d’AQUACOP, ont permis rapidement la maitrise duleyeomplet des espéces captives. Cette
maitrise permet maintenant a I''FREMER-COP de pissédes souches en voie de
domestication parmi les plus “ anciennes ” au monmrir les espéce8enaeus monodon
Litopenaeus stylirostrisL. vannameiet Fenneropenaeus indicu§(AQUACOP 1975);
(AQUACOP 1979). Les travaux de cette période séalien Chine sont restés beaucoup plus
discrets (voire secrets) jusqu’au milieu des and®80, ou ils aboutirent a la production de
trés importantes quantités #enneropenaeus chinengians de grands bassins semi-intensifs
en Chine et d®. monodordans de petits bassins intensifs a Taiwan. Danglae temps, les
Etats-Unis ont intensifié leurs travaux sur la péméure par la mise en place de programmes
“ crevettes ” dans les universités notamment cellemwai et d’Arizona. C’est également au
cours de cette période que la pénéiculture a corménarse développer en Ameérique Latine
(Honduras, Panama et Equateur) sous limpulsiongoes investisseurs, notamment de
producteurs d’aliments industriels pour animauxs kecherches se portent dés cette époque
vers la pathologie, mais aussi la nutrition, I'aim@tion des techniques d’élevage larvaire et de
grossissement. Ainsi, vers le milieu des année$,1@8 connaissances nécessaires a I'essor
d’'une activité industrielle sont acquises. Les déézennies suivantes voient le développement
rapide de cette activité. Comme signalé plus himst,années suivantes verront également
pointer un certain nombre de limites a cet esssomi®nné, et I'apparition de pathologies
dévastatrices. Ainsi, le déclin de Taiwan dansdesées 1987-1988 (de 100 000 a 20 000

tonnes annuelles), mais surtout la stagnation Jainggression au niveau mondial dans les
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années 1993 a 1996 sont principalement attribuabletes pathologies infectieuses dans
lesquelles les composantes environnementales agtya réle majeur. Ainsi, au début des
annees 1990, les zones d’élevages au Sud de Bargkbkailande ont pratiqguement toutes été
abandonnées a cause de la pollution des eaux, matanaue a la multiplication désordonnées
des fermes intensives. Ces déclins massifs a léckde pays entiers ont atteints des pays
d'Asie (Chine, Taiwan, a un moindre degré Thailagidindonésie). La promiscuité entre les
fermes intensives rend le pompage d'une eau dé&jsaffisante impossible. Au niveau des
agents pathogénes, le passage en série sur desskatbles sélectionne les germes les plus
virulents. Suivant le méme schéma, les grandessza@groduction d’Amérique Latine (Golfe
de Guayaquil en Equateur, Golfe de Foncesca au uias)d pourraient, un jour prochain,
connaitre a leur tour ce type de pathologie détrasta

Au début des années 1990, plusieurs pays ont dixelta pénéiculture comme activité
nouvelle (Vietnam, Inde, Mexique, Colombie, Hondurdadagascar notamment). Malgré
cette augmentation du nombre de pays producteunsrolduction mondiale n'a presque plus
évoluée entre 1992 et 1997, stabilisée aux alenteir700 000 tonnes annuelles, représentant
environ 25 % de la fourniture mondiale de crevettes

En réponse a ces problemes, des schémas d'amémagdjgoraux, des contréles sanitaires, des
technologies nouvelles se mettent en place. Leursca des souches domestiquées depuis
plusieurs générations, a lhistorigue connu tant nweau du statut sanitaire que des
performances zootechniques attendues devient umeardée fréquente dans les pays
producteurs. Un marché florissant de souches indsntforganisme pathogéne spécifique
(IOPS ou SPF pour Specific Pathogen Free) et dehssurésistantes a différents virus se
développe pour répondre a cette nouvelle demandem@rché devrait dans la décennie

prochaine connaitre encore de nouveaux dévelopgemen

Le marché mondial de la crevette a ainsi connuanoissance de 300 % entre 1975 et 1985 et
de 250 % entre 1985 et 1995, malgré des réecessipestaculaires. Il représente 2,5 a 3

millions de tonnes annuelles depuis 1990. La demarsl en hausse a un moment ou les
captures de la péche plafonnent. L'aquaculturerraltive logique, est pour sa part en constante
progression depuis les années 1970. Sous l'effggaé de ces deux phénomeénes, la part de
l'aquaculture dépasserait, si sa croissance ea00 % entre 1995 et 2005, les 50 % de la
fourniture mondiale de crevettes en 2005. La proeemeste toutefois de mise, puisque des

auteurs (Fast et Lester, 1992) prévoyaient que 4% crevette mondiale serait fournie par
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l'aquaculture dés I'année 2000. Or, selon les gicns actuelles, cette part ne devrait pas

dépasser 35 %, du fait, encore une fois, des neslawfiectieuses.

Figure 5 : Evolution des parts relatives de l'aquaculturgesta pécherie dans la production
mondiale de crevettes. Source : Bob Rosenberrn0§200
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6. L’aquaculture de crevettes en Nouvelle-Calédonie

6.1. Historique

Ce paragraphe reprend des éléments de (Anonymeg 1998

En Nouvelle-Calédonie, l'aquaculture de crevetteséauté en 1970, a linstigation des
gouvernements membres de la Commission du Paciffue (CPS) et sous I'égide de
I'Organisation Mondiale pour I'Alimentation et I'Agulture (FAO). La Station d'Aquaculture
de Saint-Vincent (SASV) fut créée a cette occas@est a la méme époque que le Centre
Océanologique du Pacifique était bati par I''FREMERIEXO a I'époque) a Tahiti.

En 1973, a I'expiration du programme CPS/FAO,netailations de la SASV furent remises au
Territoire qui en confia la gestion a I'Associatipour le développement de I'Aquaculture en
Nouvelle-Calédonie (AQUACAL). L'IFREMER en assurasdors la direction scientifique et
technique et apporta un concours financier sousidode contrats dont la vocation était la
recherche et I'aide au développement.

Depuis, I'"FREMER contractualise régulierement al@cTerritoire de Nouvelle-Calédonie

(puis avec les Provinces a partir de 1990) lesraroghes de recherche de cette Station.
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Les activités de recherche de la SASV et du COPpennis, a partir des années 1980, le

développement en Nouvelle-Calédonie d'une actpritée d'aquaculture de crevettes.

« En 1981, la premiere ferme artisanale de grossessewoit le jour en Baie de Saint Vincent
. la ferme Chevalier.

e En 1983, sur linitiative de I'FREMER, et par ldais de sa filiale de développement
“ France Agquaculture ", la premiére ferme indudlgiele grossissement est créée a Moindou
: la Société d’Aquaculture Calédonienne (SODACAL).

* En 1984, la premiére fabrication industrielle dfdnt pour crevettes est effectuée par la
sociéeté SICA.

» En 1988, la premiere écloserie industrielle estnais place par France Aquaculture sur le
site de la SODACAL a Moindou. Cette méme annégydauction de crevettes, qui atteint
280 tonnes, permet les premiéeres exportationsofTi3es) et la mise en place d'un atelier de
conditionnement a Nouméa.

Dix ans plus tard, la Nouvelle-Calédonie a pro@umit1998 environ 1600 tonnes de crevettes

sur 10 fermes couvrant une surface de 450 hect&@ede production "record” pour la

Nouvelle-Calédonie ne représente pourtant que %,2f la production aquacole mondiale de

crevettes...

Figure 6 : Localisation géographique des implantations agea@n Nouvelle-Calédonie.
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Figure 7 : Evolution des surfaces exploitées, productionsiaiies et rendements de

l'aquaculture de crevettes en Nouvelle-Calédonie.
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A I'échelle du Territoire toutefois, cette activitdésente de nombreux intéréts :

Elle permet la création d'emplois en dehors deolaurbation Nouméenne (gestion des

élevages ; péches ; fabrication daliments...)s; e@plois étaient estimés en 1997 a 150

emplois directs et 100 emplois indirects (CoataR@amnan, and Galinié 1997).

Elle valorise des sites non exploitables par Kagtire (zones désertiques sursalées en

arriere des mangroves) ;

Elle représente le second secteur a l'exportationedritoire (aprés le nickel), et générait en

1996 un chiffre d'affaires de plus de 10 millionS$XCoatanéat al, 1997).

Cette activité présente encore un bon potentiel dégeloppement sur le Territoire,

principalement dans la Province Nord ou se sitl@nhajorité des sites aménageables. Elle

peut prétendre constituer pour le Territoire unilomjeur de rééquilibrage. Plus de 1500

hectares seraient encore aménageables en fermesobag) principalement en Province Nord.

Ces sites ont été répertoriés par une étude adététdion : un inventaire des sites favorables a

l'aquaculture et une étude de détail des 18 sitesnageables en priorité ont été réalisés en

1989 dans le cadre du programme ALIAS (IFREMERJJisé a partir des images prises par le

satellite SPOT. L'objectif d'une production anneieffenviron 5 000 tonnes a lissue de la

prochaine décennie est affichée et semble étrisadd.
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Figure 8 : Inventaire des sites par télédétection (étude A)IA

6.2.Choix de I'espéece élevée en Nouvelle-Calédonie

Une dizaine d’espéces de crevettes Pénéides simechéanes dans les eaux calédoniennes. Les
travaux des pionniers ont tout d'abord porté sus @spéces Penaeus semisulcatus
Fenneropenaeus merguiensidetapenaeus ensidMelicertus latisulcatusnotamment). Ces
especes indigénes se sont montré peu performamtsss@nce lente en bassins) et / ou peu
adaptées a une valorisation aquacole (comportenfentsseurs rendant les récoltes trés
délicates). Le recours a des especes importées, laefin des années 1970 a permis de
sélectionner une espece d’Amérique latingtopenaeus stylirostris qui est la seule
actuellement élevée de fagon industrielle. Chgisier ses bonnes performances de croissance
jusqu'a 25 ou 30 g aussi bien en saison fraictengdison chaude, elle est appréciée sur le
marché international ou elle ne représente qu'envd® des crevettes d'aquaculture.

Le recours a cette espéce exotique a nécessitaitdsa de 'ensemble du cycle biologique en
captivité, maitrise dans laquelle les travaux deSRSV et de I'lFREMER-COP ont été
déterminants, a coté des autres grands découwjeiost été le laboratoire de Galveston au
Texas et, bien plus tdt encore, I'Université deybolDepuis I'importation de cette espece sur

le Territoire en 1978, plus de 30 générations tbbtenues en captivité.

6.3. Les facteurs limitant le développement

Parmi les obstacles rencontrés au cours du déwalopmt d'une filiere commerciale de
pénéiculture en Nouvelle-Calédonie, nous verrondétail le probleme pathologique majeur,
apparu en 1993 et qui a recu le nom de Syndrome 93.

En outre, les colts de production de crevettesarvélle-Calédonie sont beaucoup plus élevés

que dans la majorité des pays producteurs. Cegaitlu principalement aux codts élevés des
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intrants (main d'ceuvre, aliment et énergie), quiggercutent a tous les niveaux (écloseries,
fermes de grossissement, atelier de conditionnemehin autre élément influant sur ces codts
de production élevés est la taille modeste de igpat des fermes, ne permettant pas
d’économie d'échelle, en comparaison des fermemé&iyue Latine qui produisent la méme
espece.

Au niveau des marchés, ces colts de productiomglebligent a viser des créneaux "haut de
gamme" au Japon, en Australie et en Europe. Afimegas entrer en concurrence avec les
Litopenaeus vannamel'’Amérique Latine péchées aux alentours de 15 grathmes, les
producteurs calédoniens sont encouragés a prodeserevettes de calibre supérieur (20-25
grammes). A ce niveau également, le tonnage modedteproduction calédonienne ne permet

pas de fidéliser des clients intéressés par degitpgmimportantes tout au long de I'année.
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