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Résumé

Dans la perspective du développement de l'aquaeukkm Polynésie frangaise, un
programme visant a développer I'élevage de deuxeitms espéces de poissons lagonaires a
été initié depuis 2001. Ces deux especes sonMe’i, Polydactylus sexfiligt le « Paraha
peue »Platax orbicularis L'objectif de ce programme est de maitriser leleycomplet de
production afin de transférer la technique a demagiteurs. Toutefois, les élevages en cage
et en bassin, de ces deux nouvelles espéeces,éommtiement confrontés a I'apparition de
mortalités d'origine infectieuse (bactéries, ectagdes, virus). Les moyens disponibles pour
protéger efficacement ces animaux €élevés en nulieaert ou semi-ouvert sont limités. Pour
réduire les mortalités, on peut s’appuyer, en fonctles hypothéses infectieuses émises, sur
la mise en place de traitements préventifs ou isirapécifiques (antibiothérapie ou
balnéation médicamenteuse...). Toutefois, en raisokewr difficulté d’application en milieu
ouvert, ce type d’approche est réservé aux élevagesilieu contrdlé (notamment bassin de
quarantaine). Pour réduire a leur plus bas niveauisques d’infection et de propagation des
agents infectieux, lI'accent doit étre mis sur la&vention par un renforcement de la
prophylaxie zootechnique et zoosanitaire. La prégphg zootechnique doit permettre
d’améliorer les techniques d’élevage afin d’obtetés poissons en meilleures conditions,
plus aptes a résister aux infections. La prophglazdosanitaire repose sur la rapidité et la
fiabilité de I'identification et du diagnostic desganismes infectieux a chaque étape de la
chaine de production.

La présente convention avait pour objectif de defes modalités de collaboration
entre le Service de la Péche et I'lfremer dansatiree de I'accueil d’'un CVD pour mettre en
place une étude sur la prophylaxie des poissormméages d'élevage. Cet agent s’est former
dans un premier temps aux techniques d’analyselddgtjue, bactériologique et de biologie
moléculaire maitrisés a I'lfremer en accédant glkte forme technique du laboratoire.
D’autre part, cette formation technique a été cénd@d par une formation théorique de
détection et d’identification des principaux organes pathogenes et/ou opportunistes
affectant les élevages menés par le SPE. De piusda lui permettre d’appréhender plus
facilement les problemes techniques d’élevage st dméliorations prophylactiques a
apporter, une formation zootechnique Iui a été atispe. La combinaison de ces
connaissances devrait permettre rapidement a [agen SPE d’acquérir I'autonomie
suffisante pour effectuer une surveillance et ua#lev sanitaire efficace des poissons en
élevage.



Rapport final de la convention n°6.0034 du 16 jan006
« Prophylaxie des poissons lagonaires en élevage »

1. Introduction

La Polynésie francaise développe depuis pres dan20l'aquaculture de diverses
especes : crevettes, chevrettes, poissons... Dananledes 80, afin de développer la
pisciculture, une étude a été réalisée pour comgdaee performances de production de
différentes espéces de poissons endémiques etjeestiFuchst al, 1989). Cette étude a été
menée au Centre Océanographique du Pacifique (Gf@Rjer de Tahiti (Vairao) et a porté
sur (i) 4 espéces endémiqueSaranx ignobilis Siganus argenteugEpinephelus microdgn
Coryphaena sp. et (ii) 3 especes importéeslates calcarifey Oreochromis sp. et
Dicentrarchus labra. L'espéce sélectionnée fat le loup tropitalcalcarifer. En 2002, la
production polynésienne de cette espece était ot@ni8 tonnes. Aujourd’hui, elle a chuté a
5 tonnes et n'est plus assurée que par une fermmestécloserie privée (Aquapac). La
Polynésie francaise a souhaité reconvertir sardilgscicole en la basant sur I'élevage de
nouvelles espéces endémiques lagonaires a hawter \\gbutée. Les deux especes choisies
sont le « Mo'i », Polydactylus sexfilisou Tarpon des sables, et le «Paraha peue »,
Platax orbicularisou Poisson lune (Le Maréchal & Remoissenet, 2Q@LMaréchal, 2002).

Depuis 2001, le Service de la Péche (SPE) a initiéprojet de recherche sur la
domestication de ces deux especes lagonaires dabaation avec [I'lfremer. La
collaboration a pour objectif essentiel de maitrigecycle de reproduction complet et la
zootechnie des deux espéces. Toutefois, ces évaygeété rapidement confrontés a des
épisodes de mortalités. Pour répondre a ces prelsleééturrents, I'expertise diagnostique et
les traitements préventifs et/ou curatifs adaptéd été confies au Laboratoire de
Biotechnologie et de la Qualité de la Perle (LB@B)I'lfremer de Tahiti (Nédélec, 2003 ;
Remoissenekt al, 2006). Depuis fin 2005, un agent du SPE en cbntr@orps des
Volontaires au Développement » (CVD) est accualliLBQP pour suivre une formation aux
techniques de prélévements, d’identification, degdostics et de traitements des pathologies
rencontrées chez les deux espéces élevées (Canv&RE-Ifremer n°6.0034). Ce dispositif
permet de compléter la formation initiale (univease) du CVD et renforce l'effort de
surveillance pathologique des poissons élevés gméxie. Cet agent a d’ailleurs été recruté
en Contrat a Durée Indéterminée (CDI) depuis fi620

Ce rapport de convention comporte trois parties. pramiere partie deécrit les
différentes techniques d’analyse mises en ceuvre @étecter les principaux organismes
pathogenes rencontrés chez les poissons en éléy@lge. les hypotheses infectieuses émises
lors des épisodes de mortalités, différentes tegtas sont utilisées : état frais, histologie,
bactériologie et biologie moléculaire.

Dans la deuxieme partie, nous détaillons les gacx agents pathogenes déja
rencontrés chez les deux espéces lagonaires. Waepd®mn précise de chaque bioagresseur
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est établie, accompagnée des différentes méthoddentification et de diagnostic. Des
traitements spécifiques sont proposés aussi bievaau préventif que thérapeutique.

En derniére partie, une description des technigigdoserie et d’élevage réalisées au
COP est présentée avec un point particulier sumesures prophylactiques adoptées. Ce
descriptif est complété par des propositions d'@reion pour l'optimisation de la
prophylaxie des élevages. Ces éléments constitwensoutien technique pour la filiere
aguacole polynésienne.
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2. Rappels
Lorsqu’un poisson est malade, cet état se tradumilgpprésence de :

* symptdbmes anomalies du comportement, diminution de I'appée,
modification de la coloration (livrée)...

» |ésions: anomalies de lintégrité corporelle, présence plaies et/ou de
pustules, perte d’écalilles...

Ces anomalies diminuent les performances biologigiés poissons jusqu’a entrainer
leur mort. L'origine de ces manifestations peute étfordre physique, chimique et/ou
biologique. Ces phénoménes agissent seuls ou esrgsgnpour perturber les fonctions
physiologiques du poisson (Kinkelgt al,, 1985).

1) Les causes d'ordre physigsent principalement liées aux propriétés physigies
'eau : température, concentration en matiere espemsion (MES), rayonnement. La
température, par exemple, peut étre, en fonctian edpeces de poissons, un des facteurs
importants pour leur santé. En effet, elle agitlauphysiologie du poisson, la concentration
en éléments essentiels de I'eau (pour une ménmt&allus I'eau est froide et plus elle est
riche en oxygéene) ou la virulence des organismtwpganes (Kinkeliret al, 1985).

2) Les causes d’ordre chimigsent liees aux propriétés et a la compositionehal:
pH, gaz dissous, toxines ou polluant. Par exemplgrésence plus ou moins importante
d’ammoniac dans l'eau peut étre toxique. Cettecitxivarie en fonction du pH, de la
température, de la salinité, de la concentrationl'oeygene, de l'espéce et de I'état
physiologique du poisson. A noter, que les qualdiésniques de I'eau peuvent aussi étre
altérées par l'alimentation des poissons. De plugjescription des composants de I'eau,
comme l'oxygéne, est un élément majeur pour explidapparition d’'une maladie et donc
pour tenter de déterminer la cause de la pathalogie

3) Les causes biologiques de la malasbat essentiellement dues au développement
massif et non contr6lé de bioagresseurs. Ce teagmupe les étres vivants susceptibles
d’entrainer une pathologie. Les principaux growgmed, du plus petit au plus grand, les virus,
les bactéries, les champignons microscopiques gtdeasites (ectoparasite ou endoparasite).
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3. Formation aux techniques de diagnostic

Selon les hypothéses infectieuses émises en fondés symptomes et des Iésions
observées chez les poissons, difféerentes techndjaealyses sont mises en oeuvre au LBQP.

3.1. Etat frais

L'état frais permet d’observer rapidement sous asicope photonique ou loupe
binoculaire, sans coloration, un frottis ou un @véiment de tissus |ésés sans avoir besoin de
sacrifier I'animal. Les tissus sont alors prélegédéposés sur une lame histologique avec une
goutte d'eau de mer stérile, puis sont recouvartedamelle.

3.2. Techniques histologiques

L’histologie permet d’analyser tous les types dsus ou d’organes présentant des
lésions. C’est la technigue de référence d’analfglie. est combinée systématiquement aux
autres techniques lors de mortalités. Elle pernmasgrver les modifications tissulaires et
cellulaires des organes internes ou externes etadedchéant, de détecter et d'identifier les
organismes étrangers. Les morceaux de tissus ogaties Iéses sont prélevés et fixés dans
une solution de Davidson (Eau de mer: 1200 mlpdla 95% : 1200 ml, Formaldéhyde
38% : 300 ml, Glycérol : 400 ml, Acide acétiqueaigh 10% : 310 ml) pendant 48 heures.
Les prélévements sont ensuite traités selon leBnigees classiques de I'histologie :
déshydratation des tissus dans des bains d'étlarmaincentration croissante, imprégnation et
enrobage des tissus dans de la paraffine, réalisdé coupes de 3 um d'épaisseur déposées
sur lame de verre, séchage des coupes, déparaffetaghydratation des tissus, coloration
panoptique a I'hémalun/éosine, montage des couppeslame et lamelle a l'aide d'une résine
(Eukitt). L'observation des lames colorées se fait microscope photonique. Des
photographies peuvent étre prises et conservéassuti@nbase de données.

3.3. Techniques bactériologiques

Les techniques de bactériologie permettent de dbremet d’isoler les colonies
bactériennes présentes au sein des tissus. Urvgméat de tissu |ésé externe ou interne
(peau, sang, organes...) est homogénéisé dans deléaaer stérile. Des dilutions décimales
sont ensuite réalisées a partir de cet échantillorul de chaque dilution sont ensemencés par
étalement sur deux milieux de culture : un milieumpla flore hétérotrophe marine totale
(Marine agar 2216, Difco) et un milieu spécifiguesdactéries de la famille déibrionaceae
(TCBS agar, Difco : Thiosulfate Citrate Bile SuahsLe comptage des colonies est effectue
aprés 24 h d'incubation a 28°C.

A partir des boites de milieu TCBS, une colonie afque type morphologique,
identifiée en fonction de sa couleur sur la gélsadaille, sa forme et son aspect, est repiquée
dans un bouillon de culture liquide « Marine BretliDifco) en vue de son identification
phénotypique (biochimique) et/ou génotypique (géné). Ces identifications peuvent étre
réalisées en fonction du niveau de diagnostic safgenre, espece).
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L'identification phénotypiguae fait par des tests biochimiques, d'une pad¢ aes
milieux préparés au laboratoire (milieux composeglifférentes concentrations de NacCl) et,
d'autre part, par une méthode miniaturisée (Galeklel 20 E Biomérieux). La sensibilité a
différents antibiotiques peut étre également retiéss a I'aide d’antibiogrammes.

L'identification génotypiquese fait au moyen des techniques de biologie miaé&eu
(cf. 83.4.1).

3.4. Techniques de biologie moléculaire

3.4.1. Identification génotypique des souches baciEnnes

Une extraction d’ADN est réalisée a partir d'unkuce bactérienne pure. Une portion
de gene, codant pour les ARN ribosomaux, « 16 &tamplifiée par amplification génique
ou PCR (Polymerase Chain Reaction) (Figure 1). ésultat de cette amplification est
visualisé par électrophorése sur un gel d'agaroseproduit amplifié de PCR peut étre
séquencé si nécessaire (Génome Express). La casgradtes séquences ainsi obtenues avec
celles d’espéces bactériennes, déja référencedB@®P, permet leur rattachement a un
groupe, a une espece et donc leur identificatiomotypique.

3.4.2. Détection duNodavirus

La technique d’amplification génique (PCR) est ansse en oeuvre pour détecter de
maniére spécifique le virus de 'EncéphalopathiBétinopathie Virale (ERV, cf.4.1.1). Cette
technique peut étre réalisée a partir de prélevesmen de biopsies de divers organes :
cerveau, muscle et gametes. Elle est utilisée lgodiagnostic de la nodavirose (mortalité de
larves par exemple) mais également pour la sétea® géniteurs non porteurs du virus.
Contrairement a la technique histologique, qui eemet que de poser un diagnostic de
suspicion, la technique de PCR permet d'apporter disgnostic de certitude par
I'amplification direct de I’ADN viral.

« Extraction d’ARN et synthése d’ADNc par RT-PCR

Les ARN totaux sont extraits d’organes de poisqoRgeoires, cerveau), de larves
entiéres, de prélevements de gameétes ou d’ceufsiskas sont lysés par I'action chimique du
TRIzol® reagent (Invitrogen) et par écrasement mécanicaec( des pistons). Une
centrifugation permet d’éliminer les débris tisgi@s. Le surnageant est repris dans du
choroforme (Invitrogen) qui permet de séparer lasghinférieure organique et la phase
supérieure aqueuse contenant 'ARN. Cet ARN edtignprécipité par de lI'isopropanol, puis
quantifié a I'aide d’'un spectrophotomeétre.

Une fois les ARN extraits, ils sont reverse-traitscen ADN complémentaire
(ADNCc). Cette synthése est catalysée par une enziyaescriptase inverse (Reverse
Transcriptase, iScripf Biorad), enzyme ADN polymérase ARN dépendante,alotzp
d’utiliser un brin d’ARN comme matrice pour catadys$a synthese du brin d’ADNCc.
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«  Amplification génigue ou PCR en point final

Un cycle de PCR est constitué de trois étapesrdiftés (Figure 1) :

La dénaturation L’ADNc double brin obtenu apres la transcriptionerse est utilisé
comme matrice. La dénaturation est effectuée a p&t@ant une minute, afin de rompre les
liaisons faibles qui assuraient la cohésion de dabtk hélice d’ADN : ceci donne deux
simples brins d’ADN qui serviront de matrice poaniplification ultérieure.

L’hybridation: Les amorces spécifiques s’hybrident a la séqueanlole d’ADNC.

Dans nos expériences, pour la premiére série difioaplon génique nous avons utilisé des
amorces sens dessinées dans la partie 5’ et desesranti-sens dessinées dans la partie 3’
du géne RNA2. La température d’hybridation choépend de la séquence des amorces
testées. Les amorces sont ajoutées en grande tqualains le milieu réactionnel afin
d’augmenter la probabilité d’hybridation sur la séqce cible. Notons que c’est grace a leur
petite taille (environ 20 paires de bases) queacesrces peuvent s’hybrider plus vite que les
brins de matrice entre eux.

L'élongation: A partir des amorces hybridées, le brin d’ADN d&équence
complémentaire a I’'ADN cible est synthétisé. L'éation s’effectue & 72°C a l'aide d’'une
ADN polymérase (Tag DNA polymérase).

Ce cycle est répété 30 fois et est suivi par umaiéle étape d’élongation finale a
72°C pendant 10 minutes.

+  Amplification du produit de PCR par une PCR interne

Les produits de PCR obtenus lors de la premierdificagion sont ré-amplifiés. Le
protocole utilisé est semblable a celui de la peeenamplification, cependant les amorces
utilisées pour cette deuxieme amplification doivétre internes a la séquence du premier
produit amplifié obtenu. Cette seconde amplificatpermet d’augmenter la sensibilité et la
spécificité de la premiere PCR.

» Electrophorese sur gel d’agarose

Les produits amplifiés sont analysés sur gel degan2 %) en tampon TBE (Tris
Base 54 g ; Acide borique 27,5 g ; EDTA (0,5 M)r80; Eau distillée gsq 1000 ml) auquel
on ajoute du bromure d’éthidium (BET : 0,5 pg/mij g'intercale entre les paires de base de
I’ADN : il émet alors une fluorescence lorsqu'ilt&lairé par des UV (200-300 nm). Avant
le dépdt sur gel, un tampon de charge est raputéroduits amplifiés (1 X final). L'ADN,
chargé négativement, va migrer au sein d’'un chaegriégue du pdle négatif vers le pdle
positif et les fragments seront ainsi séparés ewtifun de leur charge et de leur taille
(longueur). Le seuil de détection est d’environna®ogrammes. La comparaison visuelle de
la fluorescence d’'un échantillon avec celle d’'und\Bonnu (le marqueur de taille) permet de
déterminer la taille d’'un fragment amplifié.
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Figure 1: Principe de Damplification génique ou PCR
(Polymerase Cham Reaction) La courbe mauve représente la
variation de la température en fonction des cycles de PCE
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Figure 2 © Principe de la PCR. en temps réel. A ¢ Courbes expérimentale et théorique du
loganthme d*ADI able en fonction du nombre de cyecle de PCRE. B 3chéma 4" insertion
du fluorochrome aspecifique EYBE Green lors d’un cycle de PCE.



Rapport final de la convention n°6.0034 du 16 jan006
« Prophylaxie des poissons lagonaires en élevage »

* PCR guantitative en temps réel (g-PCR)

La PCR en temps réel est composée des trois méapeséjue la PCR en point final
(dénaturation, hybridation et élongation) (Figu)e Kais comme son nom l'indique, cette
technique permet la mesure en continue de la daaii produits amplifiés. A chaque cycle
de PCR, la quantit¢é d’ADN total est mesuré gracenamarqueur fluorescent. Ainsi,
I'intégralité de la cinétique est mesurable. Leard®es peuvent étre exprimées en logarithme
afin d'identifier la phase exponentielle et la hniger. Cette partie est appelée « segment
quantifiable » et permet de calculer la quantitADN initialement présente dans
I’échantillon.

-10 -
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4. Formation au diagnostic des principaux organisne
détectés chez les poissons lagonaires

Les maladies des poissons d’élevage sont dépesddedeinteractions complexes qui
existent entre I'hdte (poisson), son environnenanifagent pathogene. L’évolution d’'une
maladie varie en fonction (Kinkeliet al, 1985) :

o de la qualité de I'environnement,

o de la «pression» de l'organisme pathogene (reside de la maladie). Cette
pression peut étre diminuée par des moyens simmpdesxemple en désinfectant les
bassins d’élevage, le matériel d’élevage etc....aitdisant des traitements préventifs
et/ou curatifs.

o de l'amélioration de la réaction du poisson vidgsade l'agent pathogéne. Cette
amélioration peut étre obtenue duisant le stress des poissor{amélioration des
conditions d’élevage, réduction des manipulations.et enstimulant la réponse
immunitaire spécifique par I'utilisation, lorsqu’elle existe, de vaccirat.

Dans le but d'identifier I'origine et la cause d&amaladie, il est nécessaire de
connaitre aussi précisément que possible I'histerdg I'élevage. Pour faciliter cette enquéte,
des fiches d’intervention ont été établies afimeteacer au mieux les modifications du milieu
d’élevage et/ou de I'état du poisson (Annexe 1)e Uase de données devrait étre développée
rapidement.

Depuis le début des conventions entre le Servick d&che et I'lfremer, plusieurs
organismes (virus, bactéries, parasites) ont dé&@ iéentifiés (Nédélec, 2003 ;
Remoissenett al, 2006). Une description précise est établie csdes, accompagnée des
méthodes d’identification et de diagnostic. Lorsgata est possible, la liste des traitements
préventifs et/ou curatifs est proposeée.

4.1. Virus
4.1.1. Encéphalopathie et Rétinopathie Virale

4.1.1.1. Etiologie

L’Encéphalopathie et Rétinopathie Virale (ERV) ase maladie provoquée par un
virus de la famille desNodaviridae et du groupe dedfétanodavirus Les mortalités
engendrées varient entre 60 et 100 % selon lesespeectées.

Le Nodavirusest un virus non enveloppé de petite taille, eRfet 30 nm, de forme
icosaédrique, avec un génome composé de deux sirbptes d’ARN orientés dans le sens
positif (5’-3’). Le premier brin d’ARN, RNA 1 de B,kb code une enzyme RNA-dépendante
RNA polymérase (Chét al, 2001 ; Nagai & Nishizawa, 1999 ; Tahal, 2001). Le second
brin, RNA 2 de 1,4 kb code la protéine de structdeela capside (Delse#t al, 1997 ;
Nishizawaet al, 1994).

-11 -
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4.1.1.2. Epidémiologie

L’agent viral responsable de 'ERV a été décrit ptau premiéere fois en Polynésie
francaise en 1991 suite a dimportantes mortalidss larves del. calcarifer
(Renaultet al, 1991). Cet agent viral est connu pour infecteg gnarantaine d’espéces de
poissons marins dont certaines sont présentes &méBw@ : Epinephelussp, Poecilia
reticulata, Oreochromis spp(Thiéryet al, 2004). L'ERV est décrite aussi bien chez les
especes en élevage qu’'en milieu sauvage. En 2@k douvelles espéces de poissons
sauvage de Polynésie ont été diagnostiguées pssitivAcanthurus triosteguys
Apogon exostigmgMopert, 2001). Actuellement a I'lfremer, les deespéces élevées,
P. orbicularisetP. sexfilisont été trouvées infectées paNedaviruset ont présenté de fortes
mortalités (Nédélec, 2003 ; Remoissesietl, 2006). Chez ces espéces, les signes cliniques
et les mortalités associés a cette virose se @@tlassentiellement au stade larvaire. Chez
d’autres especes, tous les stades peuvent étreé(EFA&UNPSA, 2004). C'est le cas du
Bar Dicentrarchus labraxou tous les stades d’élevage sont sensibleseajuvéniles et
adultes). Chez I'OmbrineSgiaenops ocellatiisen revanche, seuls les stades larvaires et
juvéniles sont sensibles.

Différents facteurs semblent influencer I'expreasat/ou la virulence de cette virose.
Notamment, les fortes densités d’élevage sembbaririser I'expression de 'ERV. Ceci a
d’ailleurs été observé pour les élevagesderbicularismenés au COP en 2004. En effet, a
partir d’'un lot commun d’ceufs élevés a différenteEnsités, seuls les bassins d’élevage
présentant la plus forte densité ont déclaré 'ER¥délec, 2003 ; Remoissemttal, 2006).

Cette maladie peut se transmettre par voie veet{d&ls géniteurs aux progénitures) et
par voie horizontaldpar contact direct entre individus sains et ifdlig atteints, matériel
d’élevage et/ou eau contaminée). En 2002, Bedial. ont démontré la transmission verticale
chez le Bar,D. labrax, par l'intermédiaire des produits génitaux (Breeil al, 2002 in
Nerlandet al, 2007). La transmission horizontale a été étgidie des expérimentations de
balnéation de poissons sains dans de l'eau corttedem particules virales. L'étude de
Nerlandet al. (2007) a révélé qu’une forte concentration ensvétait retrouvée dans les eaux
des bassins contenant des larves atteintes, ent@4nTCID /50.mf ( équivaut & la dose
nécessaire pour infecter 50 % des tissus en clltivetons que 1 unité de TCID50
correspond approximativement a 1 200 copies d’ARMBI.vC’est cette voie de transmission
qui a été suspectée pour expliquer la contaminaiionltanée deB. orbicularisetP. sexfilis
élevés dans les installations du COP en 2004 (Héd2003 ; Remoissenet al, 2006).

L’alimentation, par I'apport de proies vivantesaassi été suspectée comme voie de
transmission de I'ERV par différents auteurs. été démontré, toutefois, que les rotiferes et
les artémi ne semblent pas étre sensiblesNadavirus (Skiris & Richards, 1998n
Nerlandet al, 2007).

Les risques d’expression de la maladie par lessvde transmission horizontales et
verticales sont importants. C’est pourquoi il esinprdial de développer de bonnes pratiques
d’élevage et de biosécuriser les élevages, notatipen la sélection de géniteurs non
porteurs du virus.
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4.1.1.3.Diagnostic

Signes clinigues et lésionnels

Les larves déclarant 'ERV, présentent des sympsbooenportementaux. Elles sont
hyperactives et présentent des troubles de la(mage en vrille, rotation). Une hyperinflation
de la vessie natatoire est souvent notée. Les ijegést les adultes présentent des troubles du
comportement : les poissons heurtent les paroie®dilets. Il en résulte une érosion de la
machoire par action mécanique. En dernier lieuptissons morts présentent fréquemment
un corps incurve.

Diagnostic

Ces signes cliniqgues permettent d’orienter le diagjn. Celui-ci peut se faire par
sérologie, culture cellulaire, histologie et bidgnoléculaire (hybridatiom situ et/ou RT-
PCR). Seules les techniques d’histologie et deobiel moléculaire sont développées a
I'lfremer de Tahiti (LBQP).

La sérologien’est pas envisageable au LBQP car nous ne dispgsas d’anticorps
dirigés contre les immunoglobulines spécifiquesal®ces de poissons élevées en Polynésie
(P. orbiculariset P. sexfilig. Cette technique est, en effet, basée sur latided’anticorps
anti-Nodavirusproduits par le poisson lorsqu’il est infecté (l@reet al, 2002in Nerlandet
al., 2007). Le développement de ces outils sera péodass le cadre d’'un appel d'offre de
projet de recherche du Ministére de I'Outre MeTrident ». Cette technique, bien que moins
sensible que la biologie moléculaire, présenteald@ge d’étre moins colteuse.

La culture cellulaireest une technique assez lourde a utiliser canélttessite, pour un
laboratoire, d’entretenir des cultures cellulaii@s.plus, le diagnostic n’est posé qu’apres une
dizaine de jours, temps nécessaire a I'observatigifiets cyto-pathogenes des extraits viraux
sur les cellules en culture (lyse cellulaire, pnése de vacuoles...). D’autre part, une
confirmation de ce type de diagnostic est souvénéssaire (Manuel aquatique, 2006).

En histologie I'analyse de coupes d'organes |ésés permet dobiska présence d’un
nombre plus ou moins important de vacuoles (FiguAe B) au sein des tissus du systeme
nerveux et des yeux. Cette technique ne permepd&gy qu’un diagnostic de suspicion. En
effet, seules les lésions associées a la présemcéras sont visibles. A ce niveau de
résolution, il est impossible de voir les partiaérales (< Jum). De plus, le diagnostic reste
difficile a effectuer lorsque l'infection virale ede faible intensité.

Pour confirmer le résultat, il est nécessaire denpiéter I'histologie par des
techniques de biologie moléculaigghybridationin situ (hybridation ARN-Sonde spécifique
du Nodavirussur coupes histologiques (Figure 3C, D) et/ou KRRcf.3.4.2). En biologie
moléculaire la PCR interne est utilisée depuis 2p0dr détecter la présence spécifique du
Nodaviruschez les poissons. Cette technique permet dentiétr la présence ou I'absence
du virus, mais ne renseigne pas sur le niveau ettidn des animaux. Depuis 2006, une
démarche de mise au point de la g-PCR spécifidaelétection diNodavirusa été entreprise
au LBQP. Nous utilisons les amorces dessinées [@UWCR conventionnelle (fragment
300 pb, F3R5; Mopert, 2001) ainsi que des amomas la g-PCR (TRNODA R et
TRNODA F, 200 pb ; Mazelet, 2005). La g-PCR pernaette déterminer la quantité initiale
de virus (ADN viral) dans I'échantillon testé. Ooypra ainsi évaluer le niveau d’infection
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des poissons. Cette quantification pourra permetieablir le seuil minimum d’infection
nécessaire pour que la maladie se déclare chext de poissons.

Figure 3 | Comparaison des images obtenues en microscopie optique d’une larve infectée par le
Nodevimiz aprés coloration 4 I'hemalunféosine (A, B) ef aprés hybridation #r s (C, D). A
notons la présence de nombreuses vacuoles au niveau de Peeil (o) et du cerveau (c)x2000. B ¢
vacuolisation au nivean des tissus rétiniens (600 C @ marquage important au niveau de la
presence de I'ceil (o) et du cerveau () (22000 D marquage mnportant au niveau de la rétine. La
mélanine est signalée par une fléche,

4.1.1.4Traitement

La prophylaxie vaccinale n'est pas encore envidalgeacar il n’existe pas
actuellement de vaccin commercial protégeant déoldavirose. Les études sur I'élaboration
de tels vaccins n'ont débuté que récemment et califent sur la protéine de la capside
(Tanakeet al, 2001 ; Yuasat al, 2002in Aquavetplan, 2004). Les premiers résultats sont
encourageants mais seraient, dans un premier tepgment adaptés pour les espéces chez
qui la maladie se déclare tardivement comme lesuséBerranidag ou le BarD. labrax
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4.1.1.5Prévention

La prophylaxie sanitaire permet de limiter les goe transmission verticale et
horizontale de 'ERV._Pour limiter la transmissieerticale du virus,des géniteurs aux
descendants, nous réalisons au COP une sélectiganiteurs « non porteurs » du virus de
'ERV. Pour ce faire, chaque géniteur est identf& un marquage individuel (type puce :
« pit-tag »). Une surveillance rigoureuse est ap@e dés la décision d’introduire un nouveau
lot de géniteur en zone d’élevage. Lorsque lessposs proviennent du milieu naturel, ils sont
tout d’abord isolés dans une zone de quarantaégarée physiquement de la zone de
maturation (contenant tous les géniteurs sains3. élévements de gamétes sont effectués
sur chaque individu. Les animaux sont maintenusadie de quarantaine jusqu’a I'obtention
des résultats de détection Modaviruspar g-PCR. Les poissons présentant un résultaitihég
(pas de détection de portion de la séquence \arpkertir des prélévements) sont introduits en
zone de maturation. En cas de détection (résuttsitif), le poisson est sacrifié. Depuis la
mise en place de cette biosécurisation des gésielP. orbicularis (2005), les élevages
larvaires n’ont pas présenté de mortalité assacléeprésence de ce virus.

La détection duNodaviruschez les géniteurs maintenus en salle de matoraso
effectuée une fois par an afin de confirmer le Btat sanitaire des reproducteurs. De plus,
lors de chaque élevage larvaire, des prélevemeoasfsl et de larves (de J 0 a J 30) sont
réalisés pour valider cette méthode et ainsi cowirl’absence dsodavirus

Pour limiter la transmission horizontafg@r I'eau d’élevage ou autres organismes
porteurs duNodavirus les différentes zones d’élevage de I'écloseramezde maturation/
production de proies vivantes/ élevage larvaireserie, sont physiquement séparées les unes
des autres. La décontamination de I'eau de meertrée de I'écloserie est réalisée par
irradiation de l'eau par des UV de longueur d'ond84 nm avec une dose de
200 milijoule/cm?/seconde & 26 000 I/h et une tmittance de 85 % (Manuel
aquatique, 2006).
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4.2. Bactéries

Les bactérioses regroupent un grand nombre de Ipgtes chez les poissons. Les
maladies les plus fréquentes sont associées aékemme de bactéries du genibrio.
Plusieurs épisodes de mortalités dans les élevag€OP deéP. orbiculariset deP. sexfilis
ont déja été rapportés associées a des vibrioses.

4.2.1. Etiologie

Au COP, la principale espece bactérienne isolégeatifiée eswibrio harveyi C’est
un bacille droit, a Gram négatif, halophile et nelgrace a une ciliature.

Systématique du genxébrio
Régne Bacteria

Phylum :Proteobacteria
Classe Gamma Proteobacteria
Ordre : Virbionale

Famille :Vibrionaceae

Genre Vibrio

4.2.2. Epidémiologie
Cette espece bactérienne est retrouvée dans legdeaumers chaudes, les sédiments marins
ainsi que dans les tubes digestifs d’animaux matias principales infections au harveyi
ont été décrites chez les mollusques, les huiteeiépes Pinctada maximp I'ormeau
européen Haliotis tuberculatg, I'ormeau du JaponSulculus diversicolor supratextat la
palourde Ruditapes philippinarui Quelques épizooties de vibriosed/aharveyiont éte
décrites chez le brochet des meEeritropomus undecima)js’hippocampe ldippocampus
sp.) et chez des poissons d’élevage : mérous adawangesHpinephelus coioidgsmérous
malabres. malabaricuy, chinchards du Japoiifachurus japonicus dauradesS. auratuy
et le loup tropical I{. calcarifery) (Dictionnaire de Bactériologie Vétérinaire
http://www.bacterio.cict.fr/bacdico/vv/harveyi.htmnl

V. harveyiest aussi a l'origine de pertes importantes desmglevages de crevettes. La
mortalité touche les larves et les stades postilas. L'infection se traduit généralement par
une anorexie, un retard de croissance et un ragemient de la nage. Les animaux deviennent
opaques, éventuellement luminescents et présenirat dégéenérescence tissulaire de
I'hnépatopancréas. De telles infections sont décritie Australie, Equateur, Inde, Indonésie,
Philippines, Taiwan et Thailande chez différentsgeees de crevetteBgnaeus japonicus,

P. vannamei P. monodoh (Dictionnaire de  Bactériologie  Vétérinaire
http://www.bacterio.cict.fr/bacdico/vv/harveyi.htinl
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4.2.3. Diagnostic

Signes clinigues et lésionnels

En fonction des espéces atteintes les signes wénrigpeuvent étre variables. Par
exemple chez les mérous, la maladie se traduitdpargastro-entérites alors que chez les
chinchards on observe des ulceres, des hémorrexfiesies, une exophtalmie. A l'autopsie,
les poissons présentent une paleur excessive idss des hémorragies du foie et la présence
de tubercules sur la rate. Chez sexfilis les poissons atteints présentaient de nombreuses
plaies et des hémorragies au niveau de la téte ebghs (Figure 4). Chd2. orbicularis,cette
vibriose a provoqué des plaies du corps. Les wlesasont souvent des affections secondaires
qui apparaissent sur des plaies provoquées paamttigEiates diverses, blessures, présence
d’ectoparasites...(Dictionnaire de Bactériologie Viéltgire
http://www.bacterio.cict.fr/bacdico/vv/harveyi.htmnl

Diagnostic
Le diagnostic est posé grace aux différentes tgoesi de bactériologie
d’identification phénotypique et génotypique (cf3.8 et 3.4.1) (Figure 5).
4.2.4. Traitement

Lors de [lapparition d'une vibriose, un traitemerdntibiotique a base
d’OxyTétraCycline (OTC) en bain statique de 1h & ppm est appliqué pendant 8 jours.
Afin de limiter l'utilisation des antibiotiques, detraitements sont effectués dans de petits
volumes en bassin controlé.

Des traitementper ospeuvent eégalement étre effectués mais ne sonutpases au
SPE (80-150 mg OTC/kg de poissons/ jour pendartd jaurs ).
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Figure 4 : Palydactylis sexfilis atteints de Vibriose. & B : poissons presentant des hémorragies
auniveaul de la téte C : poissons presentant des plaies importantes au niveau des flancs.

Figure 5 @ Etalemnent sur deux milieux de cultures
specifiques au milien marin | marine agar (h&) non
sélectif et sur TCEE (TCEE) sélectif du genre Fibria.

4.2.5. Prévention

Les infections bactériennes sont souvent oppotesist apparaissent a la suite d’'une
infection primaire qui peut étre causée par de®pectsites ou qui fait suite a des
manipulations zootechniques. L'identification etttaitement des infections primaires sont
primordiaux avant tout traitement aux antibiotiqu€ela réduit d’autant I'apparition des
bactérioses.
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4.3. Ectoparasites

Le parasitisme est fréquent chez les poissond sbasent observé dans les élevages.
Ce type de condition est propice a la déclaraties plathologies notamment en raison des
densités d’élevage qui sont fortes.

Il existe plusieurs milliers d’'espéces de parasithez les poissons. Selon le
positionnement des parasites, interne ou exterige, sont nommés respectivement
endoparasites ou ectoparasites. Les endoparasitesssulement observables lors de la
dissection d’individus infestés. De ce fait, leimghostic n’est souvent possible qu'apres la
mort du poisson. Certains traitements existent,snilai sont difficiles a appliquer et peu
efficaces. En effet, les médicaments doivent éitégrés dans I'alimentation. Or, dans la

majorité des cas un poisson malade ne s’alimerst®parés peu (Kinkeliet al, 1985).

Les ectoparasites, en revanche, sont visibles pisgont présents a la surface du
corps du poisson (nageoires, yeux, branchies). tiblement peut se faire, soit par une
alimentation supplémentée en médicament, soit gaéhtion.

4.3.1. Infections par des Crustacés du genf@aligus

4.3.1.1. Etiologie

L'ectoparasite mis en cause dans cette parasigbde pou de mer (« sea lice ») ou
Caligussp. (Figure 6). Il s’agit d’'un crustacé copépode. Ggfanisme est commun dans les
élevages de SaumonSdlmo salay et est connu depuis une trentaine d'années
(Costello, 2006).

Systématique du gen€aligus
Phylum :Arthropodia

Sous Phylum Crustacea
Classe Maxillopoda

Ordre :Copepoda

Famille :Caligidae

Genre Caligus

4.3.1.2 Epidémiologie

Le genreCaliguspossede un cycle de vie composé de 4 phases éFyumNauplius,
Copepodite, Pre-adulte, Adulte. Ce cycle est dématnde la température et dure entre 6 et 8
semaines.

Pendant la phase adulte, les femelles portent i6s dans leurs sacs ovigéres. Le
nombre d’ceufs varie selon la saison, la tailléégid duCaligus ainsi que de I'état de santé
de la population de poissons. Le phase larvaire@sposé de 2 stades nauplius. C’est une
phase autotrophe et planctonique qui dure entrel® gours selon la température. Apres le
stade nauplius 2es larves muent en copépodite qui est la phase éatieuse du cycleLors
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de cette phase, l€3aligus sont mobiles et recherchent leur héte dans lancela’eau. La
reconnaissance de I'héte est assez complexe etoctmgusieurs voies (Costello, 2006) :

> la voie visuelle : les copépodites recherchent Boende I'hnéte ou des reflets
crées par les écailles,

» [l'utilisation de méchano-recepteurs situés surdetennes, ils détectent les
vibrations engendrées par les poissons,

> l'utilisation de chémo-récepteurs pour vérifieklaompatibilité » avec I'hote.

Une fois fixe€, le copépodite mue en phase chalimBelon les especes Galigus |l
peut exister ensuite une phase pré-adulte (2 9dtatles chalimus sont sessiles st
nourrissent sur la peau de I'héte

Le genreCaligus n'est pas hote-spécifique, c’est a dire qu'une mémpece peut
infecter plusieurs especes de poissons. C’est qiresC. elongatusa été décrit sur pres de 80
especes de poissons comme les Salmonidés, lesdEsphi calcarifer, Chanos chanos
(Revieet al, 2002).P. orbicularisest aussi sensible a cette infection

Cette maladie peut se transmettre des populatansgges aux poissons d’élevage en
cage par le biais des phases mobile€diigus(copépodite) libres dans le milieu naturel.

4.3.1.3. Diagnostic

Signes clinigues et lésionnels

Les Caligus mobiles possedent une morphologie telle que e flieau les plaque
contre la surface de leur héte. Galigus s'accroche alors a son hoéte grace a une paire
d'antennes et a ses maxillipedes (partie de laH®udls raclent et retirent le mucus,
I'épiderme et les tissus sous-jacents des poissisngeuvent se fixer sur tout le corps du
poisson hote avec une préférence pour la téte dissgms. A cause de ce broutage, on
observe une abrasion de la peau jusqu’a l'ulcératams les cas les plus graves. Il en résulte
des problemes d’osmorégulation et d’infections é&detnes secondaires. La diminution de
I'appétence est le premier des symptomes (Cosziias).

Diagnostic

Il est basé sur l'identification, a I'état fraisgsistades de vie du parasite. Les stades
copépodites et adultes immatures sont observablesieroscope photonique a partir d’'un
frottis de téguments (peau ou branchie) (Figuré.€3.femelles ovigeres sont présentes sur la
peau et souvent visibles a I'ceil nu (Noga, 1999).
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Figure & : Etat frais montrant un copépode
du genre Caligus sp (harre = 10pm)

Phase planctonique mobile

/

(Eufs

Kdulte

Nauplius

e

Copépodite :

Phase infectieuse

Chalimus

méle et femelle

Phase parasite sur le poisson

Figure 7 : Cycle de reproduction du genre Calizus sp.
(source : TRENDS in Parasitology)

4.3.1.4. Traitement

Cette parasitose survient majoritairement dansetlasges en cage. Il est difficile de
controler la multiplication de ce parasite dangedies conditions. Des bains de Trichlorphon
ou de Dichlorvos ont été longtemps utilisés. Cepandls sont potentiellement dangereux
aussi bien pour I'environnement que pour le manaitgur. De plus, des résistances a ces
produits ont été décrites pour certains sites ggggques (Rotlet al, 1993in Noga, 1999).

Le traitement le plus efficace consiste a brisercyele de reproduction soit en
éliminant les phases fragiles du cycle par degetra@nts antiparasitaires, soit par une mise a
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sec des structures d’élevage pendant au moins 4sam@ines. Un suivi journalier des
élevages permet de retirer les poissons les pieist

Dans nos infrastructures au COP, en cas de fddetion, nous préconisons des bains
statiques de formol a 200 ppm d’'une heure parpeadant 8 a 10 jours.

4.3.1.5.Prévention

Au niveau zootechnique, une diminution de la déndéds poissons en élevage et une
réduction des biosalissures par un entretien régdés structures permettent de maximiser le
flux d’eau et ainsi de limiter les possibilités ckaochage des parasites et de contamination
(Costello, 2006).

4.3.2. Infections par des Plathelminthes du genfdeobenedenia

4.3.2.1. Etiologie

Le genreNeobenedeniappartient a 'Embranchement des Plathelminthea &t
Classe des Monogéniens. Ces animaux sont des esddpa qui possedent un systéeme de
fixation leur permettant de s’accrocher aux bragglet a la peau des poissons (Figure 8).
C’est la description de ce systeme de fixationpgumet de déterminer I'espéece.

Systématique du genMeobenedenia
Phylum : Platyhelminthes

Classe Monogenea

Ordre :Monopisthocotylea

Famille :Capsalidae

Genre Neobenedenia

4.3.2.2. Epidémiologie

Les Monogéniens sont bien connus pour parasitggdessons en milieu naturélne
forte infestation indique souvent une détériorationde la qualité de I'eau et de mauvaises
conditions d’élevage(surpeuplement, manque d’oxygene, exces d’'ammopoiurde nitrate,
pollution organique). Ces conditions, accompagréesempératures supeérieures a 15°C,
favorisent le développement rapide de ces pargiiega, 1999) .

Il existe plusieurs espéces dont I'espédeobenedenia mellenjui affecte de
nombreux poissons de récihcanthuridae Ariidae, Balistidag Diodontidag Carangidae
Chaetodontidae Holocentridag Labridag Lutjanidae Malacanthidag Ostraciidae
Pomadasyidae Percichtyidag Pomatomidag Psettidag Scatophagidae Sciaenidag
Serranidae Sparidaeet Triglidae. Le P. orbicularis est aussi sensible &eobenedeniap.
particulierement a I'adge adulte lors de son élevageage.
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4.3.2.3. Diagnostic

Signes clinigues et lésionnels

Gréace a leurs crochets, ces parasites se fixetd g@au, les yeux et les branchies des
poissons. Ces infestations cutanées entrainemésiess de grattage, suivi de perte d’écailles.
Cette activité irritante rend la peau duveteuseomgeatre du fait de la production excessive
de mucus, d'une hyperplasie épithéliale (augmeatadu nombre de cellules épithéliales) ou
d'une hémorragie. Les parasites peuvent se fixasiasur les branchies des poissons.
Lirritation provoquée rend alors les lamelles lmaiales congestives. Les lamelles
secondaires se couvrent alors de mucus, jusquianfusr entre elles dans un cas extréme de
la parasitose. Ces phénomeénes entrainent des ulléic voire méme des détresses
respiratoires qui vont jusqu’a I’hyperventilation.

Lorsque la fixation se fait au niveau oculaire,pl@sence des parasites provoque
d'importantes lésions ophtalmiques et peut entralmee opacification de I'ceil, jusqu'a
guelquefois I'hnémorragie (Figure 9). Ces infestagi@ssociées au développement de lésions
cutanées peuvent étre accompagnées d'infectionadaices bactériennes.

Diagnostic

Le diagnostic est posé aprés observation d’'un gaadie tégument (peau, yeux) ou de
branchies (lamelles branchiales) a la loupe bir@ilou au microscope photonique (état
frais). Les Monogéniens sont facilement reconnblssaa leur déplacement en chenille (le
parasite s’allonge et se rétracte successivemeat)aeprésence des crochets et des ventouses
(Figure 8).

Figure 8 : Etat frais montrant un parasite adulte Figure 2 . Photographie d'une lésion de I'ceil

du genre Neoberedenia sp. (x 200). Les fléches associeée a une infection au Meobenedenia sp.
indiquent les crochets qui permettent au parasite chez un Flatee orbicudaris  adulte. Leeil
de se fixer sur lepoisson presente une hémorragie et une opacification.

4.3.2.4Traitement

Lorsque la parasitose est diagnostiquée, un bagiidead’eau douce permet de
détacher les adultes fixés sur la peau et les gegxpoissons. Si les branchies ne sont pas
atteintes, un traitement a I'eau douce (salinii® &o.) pendant 3 semaines permet d’éliminer
completement les ceufs. En effet, ils mettent envir® a 21 jours pour éclore. Le traitement
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doit donc étre d'une durée supérieure au tempsseaice a l'éclosion pour éviter une
réinfection.

Si les branchies sont atteintes, un traitemenbemnd| est nécessaire. Dans ce cas, un
bain statique de formol a 200 ppm, pendant uneehewec un fort bullage, est préconisé. Ce
traitement doit durer au moins 8 jours et étre ispar une observation au microscope d’'un
raclage des tissus atteints pour s’assurer dedratesde parasites

Apres le premier jour de traitement, il est impéide changer de bassin d’élevage. Le
1*" bassin peut alors étre désinfecté au chlore et anisec afin d’éliminer les ceufs
potentiellement accrochés sur les parois (cf. 5.1.5

4.3.2.5. Prévention

De bonnes conditions d’élevage et une bonne qudl@éau permettent souvent de
limiter cette parasitose. Avant la mise en placé¢rditement de I'eau aux rayons UV dans nos
infrastructures, des infections ont été observédex des géniteurs dB. orbicularis en
élevage. C’est pourquoi, nous avons préconisé pesinindividus maintenus en zone de
maturation une procédure de prévention. Elle ctasesn un bain court, d’eau douce,
I'observation des branchies et du corps, un chaegerde bassin suivi d’'une dessalure
(10 %0) de 5 jours. Cette procédure est effectuéendriére réguliere tous les deux mois.
Depuis sa mise en place, nous n‘avons plus obsetta parasitose sur les poissons en salle
de maturation.

4.3.3. Infections par des Ciliés du genr€ryptocaryon

4.3.3.1.Etiologie

Ce parasite est un Protozoaire de I'EmbranchemenCdiés. Il affecte les branchies
et la peau des poissons marins. Initialement cquu infecter les poissons d’aquariums, il
s’est étendu aux poissons de pisciculture mariaaudthaude.

Systématique du genryptocaryon
Phylum :Ciliophora

Classe Oligohymenophorea
Ordre :Hymenostomatida

Famille :Ichtyophthiriidae

Genre Cryptocaryon

4.3.3.2 Epidémiologie

Le cycle biologique est de type monoxene direagcalternance d'une phase exogene
libre (mobile) et d'une phase ectoparasite (unlsétd). Quatre stades de développement sont
décrits pour cette espece (Figure 10) (Maunier2200

> Le stade trophonteorrespond a la phase ectoparasitaire qui dure 8nét 7
jours. Le parasite pénetre dans I'épithélium dusgam, se nourrit et grossit a
son dépend.
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» Au stade_tomontela cellule abandonne I'hdte et nage (12 a 18h¥ v
support (végétal, paroi du bac...). Elle se fixenkyste pour se diviser de
maniéere active. Cette période de multiplicatioremsive en cellules filles
(tomites) dure entre 3 et 28 jours.

> Les tomitesémergent du kyste par une petite ouverture. L&eoyent des
tomites peut s'étaler sur plusieurs semaines pesirt@montes ayant subi les
mémes conditions environnementales. Cet étalemamis de temps est
favorable aux récidives suite a des traitementp tourts. Le nombre de
tomites produits par un tomonte dépend de sa .tdlas il est gros, plus il
produira de tomites. Mais en moyenne, un tomordyit prés de 200 tomites
par division binaire.

> Les tomites se différencient en forme nageante descils, appelée théronte
Commence alorda phase infestante, ou les thérontes doivent troev
rapidement un poisson hoteEn effet, les thérontes ne disposent que de 12 a
36 h pour se fixer. De maniéere générale, les thésomeurent dans le milieu
s'ils ne trouvent pas d'hote. Il a été prouvé gukbEration des thérontes est
réglée de maniere circadienne. Cette libératiopes® entre 2h00 et 9h00 le
matin, suivie d'une synchronisation des infestati@®es poissons dans la
matinée. Une fois le poisson hoéte trouvé, le thierae fixe et pénetre dans
I'épithélium pour se nourrir.

La transmission se fait par simple contact entrpaiason sain et un poisson atteint ou
tout autre objet contaminé. Le principal résenast le tomonte. Il permet la réinfection en
libérant les tomites.

La cryptocaryose est une maladie tres contagidtieeest essentiellement causée par
I'especeCryptocaryon irritans Cet ectoparasite est le plus virulent et le fiéguent chez les
poissons. Ces infections causent un retard de samie des poissons atteints, et des
impossibilités de vente voire méme des mortali@est pourquoi elle entraine de graves
pertes économiques pour I'aquaculture mondiale iddps années 1980.

Le genre Cryptocaryon affecte spécifiquement les poissons téléostéengnsna
(E. merra Lutjanus johnj G. nigricans..). Notons que certaines espéces sont connues pour
étre résistantes telles qugthrypnus dalli(Gobiidag, Paralichthys californicugBothidag et
Pleuronichthys coenosy®leuronectidag Nous avons observé que les poissons adultes de
I'especeP. orbicularis sont sensibles a cette infestation. Des indiviglasés en milieu non
contrélé (élevage en cage en mer), ou provenantilieu naturel (lors de leur entrée en zone
de quarantaine) ont été trouves infestés.

4.3.3.3.Diagnostic

Signes clinigues et Iésionnels

La maladie se traduit par I'apparition d’anomalds comportement (diminution de
I'appétence, hyperactivité) et la présence de hésgur le corps associée a une décoloration
du poisson atteint. Les nageoires sont les prenoiganes atteints, suivi du corps. Lorsque
I'épithélium branchial est infecté, les poissongrem en détresse respiratoire. On observe
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alors une augmentation de la fréquence respiratdice niveau de la maladie, les nageoires
sont rétractées contre le corps du poisson etétitppst diminué. Dans certains cas, les yeux
peuvent étre atteints. Une kératite (inflammatienlacornée) se développe et opacifie I'ceil
(Figure 11). La peau se recouvre de nombreusesymiions blanchatres ou grisatres visibles
a I'ceil nu (jusqu’a 0,5 mm de diametre) (Figure.1Dy fait de l'irritation causée par le
broutage du parasite, les poissons se frottentredatsubstrat ou les bords des bassins et
augmentent leur sécrétion de mucus. La peau seua@®sget des tdches hémorragiques
apparaissent. On peut méme observer une ulcérdéida peau dans les stades terminaux.
Associées a ces plaies, des infections bactériersesondaires peuvent survenir
(Maunier, 2002).

Throphonte

MATURNTION %

s

FIXE SUR L'HOTE

Figure 10 : Cycle dereproduction de Cryptocarny o irritans
(haumer, 2002

s '.'.

Figure 11 : Observation de points blanes Figure 12 : Etat frais monbtrant une
au nweau de la  tée  dun cellule  de  Cryptocaryon sy
Plate: arbicularis et de keératite au stade trophonte (x 6307
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Diagnostic

L’'observation des symptoémes cutanés permet rapidiede poser un diagnostic. En
effet, la présence de petits points blancs (ruépsitir la peau laisse suspecter la présence
d'une cryptocaryose. Cette maladie est généralenaégtié et trés contagieuse. La
confirmation de la maladie passe par I'examen msmopique. |l se fait a partir de
prélevement de branchies et de peau. L'observatioih se faire rapidement apres le
prélevement car les parasites sont vite détruigsfais séparées de leur hote. L'observation au
microscope photonique réveéle la présence de phasiailiées (Figure 12). En I'absence de
traitement adéquat, I'état général des poissomsntdtse degrade rapidement pour devenir
mortel. La mort est souvent causée par une asphyxiedéséquilibre osmotique ou des
infections bactériennes ou fongiques secondairesi(iér, 2002).

4.3.3.4 Traitement

Lorsque la maladie est diagnostiquée dans un éevag poissons sont déja tres
atteints. Les méthodes de traitement contre latocgpyose sont de trois types : d’ordre
biologique pour limiter la recontamination, d’ordrkysique pour détruire le parasite et enfin
d’ordre chimique pour éliminer le parasite (Maunz902).

Les méthodes biologiqugseuvent comprendre trois techniques : d’abordétmlte
des thérontes (formes libres), le piégeage desntaadgformes enkystées) et enfin le transfert
des poissons atteints.

- La récolte des thérontes (formes nageantes)iserfaetirant une grande quantité
d’eau du bassin infecté. La libération des thémsteffectuant entre 2h et 9h du matin, il est
préférable d’effectuer cette opération le matin.tt€eaechnique permet de limiter la
contamination mais en aucun cas ne permet d’élinténgource (les tomontes).

- Le dépobt de sable au fond du bassin peut pemngtit est possible) de piéger les
tomontes (formes enkystées). Les tomontes se fixerdgable et peuvent ainsi étre éliminés.
Cette technique est plus efficace que I'éliminataes thérontes puisqu’'un tomonte peut
renfermer des centaines de tomites.

- La derniere techniquda plus facile a réaliser, consiste a changer de $sn
d’élevage: ainsi les trophontes mars détachés du poissstenedans le premier bassin
d’élevage et les tomontes fixés aux parois du bassi

Les méthodes physiqueermettent d’éliminer les parasites présents tabassin en
jouant sur la température ou avec des irradiat@nsrayons UV. Lorsqu’elle est compatible
avec l'élevage, une température d’eau inférieur@9aC permet de ralentir le cycle de
reproduction des souches classiquedgtocaryon En milieu tropical, cette solution est
difficile a mettre en ceuvre.

Pour_la méthode chimiquaeux cas sont possibles, I'hyposalinité ou I'hgadnite.
Une modification temporaire de la salinité peue &nvisageable dans nos infrastructures car
P. orbicularis est un poisson euryhalin. Cette technique estplds, bien adaptée pour
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I'élevage des poissons destinés a la consommationaime, puisque aucun traitement
médicamenteux n’est utiliséa diminution de la salinité est néfaste au parasit quel que
soit son stade de développemerita lyse cellulaire des tomontes se produit a adigits
inférieures a 16 %.. Le traitement consiste a diminia salinité de I'eau jusqu’'a 10 %o
pendant 14 jours. Ce traitement est précédeé d'im«#ash » en eau douce.

Lors d’une telle parasitose, les poissons se peotegn produisant un exces de mucus
comme une «barriere biologique ». Cette barriémgpéehe, toutefois, I'action d’une
chimiothérapie. Une augmentation de la salinitangrd’éliminer cet excés de mucus et
facilite les traitements chimiques. Les traitementaffectent pas tous les stades de
développement d€ryptocaryon Les trophontes situés au niveau intra-épidermitgiesont
pas affectés par les traitements anti-parasitaies tomontes enkystés sont résistants a tous
les traitements. Seuls l&@sérontes (formes libres, nageantes et infestantes) soatidiment
affectées par les traitements. Leur faible duréevideaccentue leur vulnérabilit€’est le
stade critique de la cryptocaryose Le principe actif doit étre en concentration msaffite
pour tuer les thérontes avant qu’ils ne se fixant poissons hétes. Le traitement doit étre
d’'une durée minimum de 5 a 10 jours afin de tuas ties tomites libérés par les kystes. Il est
impératif de poursuivre le traitement aprés digjwari des symptdmes, pour éviter les
récidives. Dans les formes graves, plusieurs pexiactifs sont utilisables contre la
cryptocaryose : chlorure d'acriflavine, bleu de hydne, formol, permanganate de
potassium, sulfate de cuivre ou de zinc, dimétotlz pyriméthamine, métronidazole,
sulfathiazole, 2 amino 5 nitrothiazole

Malgré une adaptation des traitements, ils sonfotws colteux et engendrent un
stress important pour les poissons. Pour une mgdllefficacité du traitement, il est
préférable de traiter les animaux le matin, lordadigbération des thérontes. Une association
avec un traitement préalable a I'eau douce permetnoeilleure pénétration des molécules a
travers la peau grace a la force osmotique.

Au COP, nous préconisons une dessalure (10 %o peridarjours) suivie d'un
traitement au formol (37%), en bain statique de @30 ppm pendant une heure avec un fort
bullage pendant 8 jours. A la suite d'un épisodecdgtocaryose, il est nécessaire de
désinfecter les bassins atteints et de les metee.a

Enfin, Iirradiation aux UV est maintenant utiliséelle permet d’éliminer les formes
libres du parasite.
4.3.3.5.Prévention
Actuellement, il n’existe pas encore de vaccin augoint contre la cryptocaryose.

Tout organisme venant du milieu extérieur peut @oeteur deCryptocaryon La
limitation du stress réduit les risques de prddifem des parasites. Une fois les poissons
introduits dans leurs bassins d’élevage, il esbmenandé d’effectuer des sédations correctes
lors des transferts ou manipulations.
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5. Prophylaxie

Les poissons issus de l'aquaculture sont soumisied réglementation rigoureuse
concernant les résidus medicamenteux car ils sstinés a la consommation humaine. De ce
fait, il existe trés peu de traitements thérapewsglégaux utilisables en aquaculture. De plus,
ilIs sont souvent trés lourds en temps et en maatipual sur les poissons et colteux. Afin
d’éviter ou de limiter ces traitements thérapewgsjul convient d’effectuer des traitements
préventifs. Cette prévention regroupe I'ensemblg pi®cessus ayant pour but de prévenir
I'apparition ou la propagation d’'une maladie, &t dénommée prophylaxie.

En aquaculture, trois types de prophylaxie prédemtin médicale, sanitaire et
zootechnique.

La prophylaxie médicaleegroupe les meédications prévenant |'apparition leu
développement de maladies telle que la vaccinaticexiste, toutefois, trés peu de vaccins
commerciaux. Beaucoup de vaccins sont encore da d&ala recherche.

La prophylaxie sanitairest basée sur la prévention sanitaire et le detgnmpide et
précoce des infections bactériennes, virales giéwasitaires. La prophylaxie sanitaire n’est
pas infaillible mais permet de limiter les risquespidémie.

D’autre part la_prophylaxie zootechniquerrespond a I'ensemble des actions et
mesures non médicales et non sanitaires : misdaee pe mesures d’hygiéne (pédiluves,
décontamination du matériel, des mains, filtrastéilisation de I'eau), et de mesures
d’éradication des foyers potentiels d’'infectiongt{ayage régulier des structures d’élevage,
mise a sec des bassin€es bonnes pratiques d’élevage ne sont efficaceseqsi elles sont
appliguées, au quotidien et par toutes les personsequi acceédent aux installations
sSoumises a ces mesures.

Nous proposons dans ce chapitre de décrire leallatgins des différentes zones
d’élevage en précisant les mesures prophylactigpeiquées a chacune d’entre elles.

La zone d’élevage est composée des 10 salles sesv@irigure 13) : filtration (1),
quarantaine (2), maturation d®& orbicularis (3), aliments (4) et préparation (5), élevage
larvaire de P. orbicularis (6), production de rotiferes (et dincubation de=ufs) (7),
production d’artémia (8), sevrage /nurserie (9akoratoire (10).
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Figure 13 : Plan de la zone d’ élevage

5.1. Intrants

Les intrants sont constitués par tous les élémeuaisentrent en contact avec les
poissons en élevage c’est-a-dire : 'eau de meal'douce, I'air, les aliments, le matériel et le
personnel.

5.1.1. Eau de mer

L’eau de mer du lagon, pompée a 5m de profondeuveadans la salle de filtration.
Elle subit deux types de traitement : un traitenm@Btanique puis un traitement physique.
Ces traitements complémentaires permettent I'éhtion des matieres en suspension (MES)
et des organismes vivants présents.

Le systeme de filtration mécaniquw®mprend un piege a coquillages qui permet
d’arréter les particules de taille inférieure an2, suivi de deux filtres & sable puis d’une série
de 8 cartouches filtrantes (4 avec un tamis de 25ef1 4 avec un tamis de 10um). Une
filtration physique effectuée par stérilisation de I'eau aux UV conplée dispositif de
filtration de l'eau de mer. Le réacteur d’'UV désicte I'eau par irradiation d’'UV-C de
longueur d’'onde 254nm. Le réacteur fournit une diles00 milijoule/cm?/seconde a 26 000
I’/h qui est la dose conseillée par I'OIE (Officetdmational des Epizooties; Manuel
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aquatique, 2006) pour éliminer les particules esafNodavirus)avec une transmittance de
85%.

5.1.1.1.Procédures d’entretien

Le systeme de filtration est nettoyé régulieremdatpiege a coquillage est nettoyé
tous les deux ou trois mois ; les filtres a sabl& siettoyés quotidiennement, de préférence le
matin et le systeme de filtration a cartouchesettbyé tous les deux jours.

BN

Les filtres a sablesont nettoyés I'un aprés l'autre. Chaque filtré @guipé d’une
vanne. Une fois fermée, il est possible de sélento le mode de fonctionnement du filtre :
filtration, « back wash », rincage. Quand le modeahoisi, la vanne est réouverte pour le
traitement voulu. Pour le nettoyage, on passe edemoback wash » pendant 5 a 10 min,
ainsi I'eau traverse le filtre en sens inversesvare sortie lagon. Cette manipulation permet
d’évacuer les particules retenues par le filtrepderver la qualité de I'eau rejetée et d’évaluer
I'état du filtre. Si I'eau rejetée est colorée pes MES (marron) suite a de fortes pluies, ce
traitement est prolongé jusqu’a obtenir une eauegkt limpide. L'arrivée d’eau est ensuite
coupée, pour passer en mode «ringcage ». L’arrivéau réouverte, le systéme est rincé
pendant 5 a 10 min.. Dans cette configuration I'pagse dans le méme sens qu’en mode
« filtration » mais I'eau est rejetée. Aprés veéation de la propreté de I'eau de rejet, le filtre
repasse en mode « filtration ». Une fois I'eau s&ren circulation normale, il est important
de vérifier la pression. Elle doit étre comprisére®,5 et 1 bar. On peut alors faire de méme
pour le second filtre a sable.

Les pochedes filtres a cartouche sont nettoyées deux pax.dgne fois l'arrivée
d’eau coupée, on ouvre le couvercle de chaque. w82 cartouches sont extraites de I'unité
et déposées sur leur support respectif. Chaqueucdsd est rincée a l'aide d’'un jet d’eau
douce, afin d’éliminer les MES retenues dans ledlesadu cartouche. Une fois les poches
rincées, elles sont replacées dans leur unité ctgpele couvercle est refermé jusqu’a la
butée, et réouverte d’'un quart de tour. Quand lesrbuches sont nettoyées et replacées dans
leurs unités, la vanne d’eau est réouverte. Lague chaque unité est faite pour éliminer
I'air résiduel qui est remplacé par de I'eau. En da fortes pluies, ce nettoyage est effectué
tous les jours, voire méme plusieurs fois par jsiules cartouches sont trés imprégnées de
MES. Lorsque les cartouches ne peuvent plus étteyées par simple jet d’eau, elles sont
remplacées par des neuves.

bY

Quand le nettoyage du systéeme de filtration a sabla cartouche est terminé, on
effectue un rincage a I'eau douce de I'extérieww dieux systemes afin de limiter la corrosion
des pieces métalliques par I'eau de mer.

Une fiche de suivi de ce nettoyage est placée datis zone et remplie des que le
nettoyage est effectué. De plus, cette fiche pedaetignaler les observations de la qualité de
I'eau filtrée ou toutes autres remarques.

L’eau de mer ainsi traitée est redistribuée dantetles salles de la zone d’élevage :
maturation, quarantaine, larvaire, sevrage-nurseigeres et artémia.
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5.1.2. Eau douce

L’eau douce provient d’'un captage Ifremer. Lorstieau douce vient a manquer, on
bascule sur le réseau de la commune de Vairaouldeaice n’est pas traitée avant d'étre
distribuée dans la zone d’élevage.

Suite a plusieurs épisodes de mortalité inexpliqaéede dessalures, il est préférable
de munir les installations de colonnes de dégaz&ye.dispositif permet d’éviter la
sursaturation de I'eau en gaz dissous. En sallaitar 'eau d’élevage est traité dans une
colonne commune a la salle. Une fois traité I'eaudistribuée aux différents bacs de cette
salle. Par contre dans les autres salles (matorajicarantaine, sevrage-nurserie) chaque bac
est équipé d’'une colonne de dégazage qui traie Kwuce et 'eau de mer avant de distribuer
I'eau au bac.

5.1.3. Aération

L’air utilisé pour I'aération des bassins n’est sisia aucun traitement.

5.1.4. Alimentation

5.1.4.1.Poissons adultes

Les poissons sont nourris soit avec des alimentsalgmoules et calamars congelés)
soit avec des aliments déshydratés (granulés, lesgant). L'aliment frais est réservé aux
poissons sauvages qui viennent d’étre introduitsadle de quarantaine. Cette alimentation
est utilisée pour leur permettre de mieux s’acdénau milieu confiné. Nous utilisons des
moules et des calamars congelés comme aliment fraes fois décongelés, ils sont découpés
dans la salle de découpe puis répartis en petiwsscet stockés dans le congélateur de la salle
d’aliments. Les doses sont placées a 4°C (réefrigerapour permettre leur décongélation la
veille de leur utilisation. Celle-ci doit étre tefibis limitée a cause des risques de
contamination par d’éventuels organismes pathogdnfasit noter qu’il est important de bien
maintenir la chaine du froid. Les aliments déshidraont introduits progressivement dans la
nourriture des poissons sauvages. L’aliment désigdindustriel présente plusieurs
avantages. Il est stérile et de composition chimigonnue et constante. Tous les aliments
utilisés sont stockés en chambre de congélatidd®GR Une fois ouvert, le sac d’aliment
déshydraté est stocké a 4°C, a I'abri de 'humiditde la lumiére, dans la salle d’aliments.

5.1.4.2 Elevage larvaire et sevrage-nurserie

Lors des premiéres étapes de I'élevage larvairg, peissons sont autotrophes.
L’ouverture de leur bouche s’opere quelques jopresal’éclosion. Du fait de la taille réduite
de leur bouche, ils sont nourris avec de petiteseprvivantes comme les rotiféres et les
artémi.

La souche de rotifereBfachionus plicatilis,180 um ) est produite dans une salle
isolée. La conservation des souches se fait emredgers (500 ml & 5I) & température
ambiante. Leur production est réalisée en bacadryiconiques noirs de 200 |. Ces bacs sont
alimentés en eau de mer filtrée. Les rotiféres abmtentés par une pate d’algues stériles qui
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est un concentré de microalguknnochloropsis oculatanortes et congelées (64 milliards
de cellules/ml). Une fois un sac décongelé, il ddre utilisé dans le mois qui suit son
ouverture et conservé a 4°C. lls sont enrichis@deagras a hauteur de 0,3g de Easy DHA
Selco® par million de rotiferes. La veille de lzoée le bac de culture de rotiferes recoit une
dose d’enrichissement de 0,05 g de Easy DHA Sefmm@nillion. Ces solutions d’'acide gras
(Easy DHA Selco®) sont conservées a 4°C (Gastsait, 2007).

Les nauplii d'artémi (INVE®, type AF, 430 um) soptoduites a partir de cystes
commerciaux conservés a 4°C. Leur production et fflans une salle spéciale et isolée
physiqguement des autres salles, dans des bacsdroytoniques noirs de 200Il. Ces bacs sont
alimentés en eau de mer filtrée. L'incubation destes est de 24 heures en bassin de 200
litres fortement aéré. Aprés une purge et une datian d’une % heure, ils sont récoltés sur
une maille de 100 um par la vanne de purge du®asdett al, 2007).

Les artémi de un jour (Al) (Salt Creeck®, Premiumedd Salt Lake) sont produits
dans un bac cylindro-coniques noir de 200I. Lessant alimentés en eau de mer filtrée. lls
sont enrichis en acides gras (Super Selco®) a tadte 1g/million d’artémi. Ces solutions
d’acide gras (Super Selco®) sont conservées a@aSseet al, 2007).

Des essais de sevrage précoce sont effectuésgrimmegamme d’aliment « starter » :
Gemma micro (Nutreco). Les larves sont nourris ades micro-particules permettant de
favoriser le passage d’'une alimentation sur prgieantes a une alimentation sur granulés
(aliment inerte). Au fur et a mesure de la croissades poissons, la taille du granulé
augmente. Les sacs de granulés sont stockés a —RBeCfois les sacs ouverts ils sont
conserves a 4°C (Gassttal, 2007).

5.1.5. Matériel

Chaque salle d’élevage possede son propre mat@eeinometre, lampe torche, bacs
de 200 I (Gillac), pour limiter les éventuelles taminations entre les salles. Un certain
nombre de petit matériel, épuisette, balai, seant, gropres a chaque bassin d’élevage. Pour
les identifier, le numéro du bassin doit étre inssur le matériel. Ces mesures permettent de
limiter la contamination par des organismes pathegél’un bassin a un autre par I'utilisation
d’'un matériel « contaminé ».

Avant ['utilisation du matériel, il convient de kncer a I'eau douce. Aprés chaque
utilisation, il doit étre nettoyé a I'eau douce peigoutté. Une fois par semaine, le matériel
doit étre chloré dans une solution a 5 %, rinc&aul douce puis égoutté. Ces précautions
évitent la propagation des agents pathogenes.

Le matériel en contact avec les aliments (moulep@aou granulés) comme les pots
d’aliments sont nettoyés au savon vaisselle, rircd®au douce et séchés avant d'étre
réutilisé. Les distributeurs automatiques d’alinsgiépis) sont nettoyés tous les matins, avant
le premier remplissage. Le restant d’aliments sumpis est retiré a I'aide d’un pinceau. On
s'assurera que ce restant d’aliments ne tombe pas & bac ou au sol, afin d’'éviter le
développement de microorganismes indésirablese Siettoyage au pinceau ne suffit pas,
I'utilisation d’une éponge humide ou du papier ésgaut est préconisée afin de retirer les
amas de granulés qui ont séché sur le tapis.
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Lorsqu’un bassin d’élevage est vidé, un premiecaye a I'eau douce est effectué.
Une solution désinfectante (eau de javel a 5mLAt)peilvérisée sur I'ensemble du bac et de
son filet de protection (pour les bacs en matunagb quarantaine). Apres au moins 20-30
secondes d’action, le bac est brossé puis rin@aa tlouce et mis a sec. A la fin d'un élevage
dans une salle (larvaire, sevrage-nurserie), uoe€piure de mis a sec des conduits doit étre
imposée. Cette mise a sec permet d’éviter le dppelment de microorganismes indésirables
dans les conduits entre deux élevages.

5.1.6. Personnel

Dans une situation idéale, il faudrait un respolesgdar salle d’élevage. Nous ne
sommes pas dans ce cas, et de plus, lors desntestregette situation n’est pas réalisable.
D’une maniere générale, il y a un responsable [@omone de maturation, un pour la zone de
quarantaine et un autre pour le grossissementgmnftmitante. Ce dispositif devrait permettre
de limiter les passages et les échanges de masdried zones. Lors des astreintes, une
« marche en avant » a été définie : il faut s'oecugn premier des poissons maintenus en
salle de maturation, puis des poissons en zonel@®&mtaine : la régle étant de manipuler les
poissons les moins exposés aux pathogénes (matyrakrs ceux les plus exposés (milieu
naturel).

5.1.6.1.Désinfection des chaussures

Le nettoyage et la désinfection des chaussureanesmesure d’hygiene obligatoire
dans les zones d’élevage pour limiter les contatoing croisées. Cette pratique est
applicable a toutes les personnes qui entrentldazrtne d’élevage.

Matériel

Les pédiluves doivent étre d’au moins 10cm de praéair, de dimension 50 x 50 cm
pour la désinfection des deux chaussures. Lesysedilpeuvent étre muni d’'un tapis brosse
au fond pour un meilleur nettoyage des chaussugeslésinfection se fait par une solution
désinfectante comme I'eau de javel (hypochloritesdéium) a raison de 5ml/l pendant 20 a
30 secondes d’action.

Positionnement

Les pédiluves sont positionnés de fagcon permanantentrée de chaque zone
d’élevage (maturation, larvaire, sevrage-nursetiepmies vivantes). Lors d’opérations
occasionnelles (tri, comptage...) pouvant entraires risques sanitaires supplémentaires, il
est conseillé de rajouter des pédiluves a proximéé lieux de manipulation. Un double
pédiluve est nécessaire a tout endroit ou les shaes sont fortement souillées par de la
matiere organique (boue, terre...). Ce systéeme déldqédiluve, permet le nettoyage des
chaussures puis une désinfection efficace (FFA&UNRS04).

Mode opératoire

Apres nettoyage des chaussures a I'eau douce avtapis brosse dans un premier
pédiluve, la désinfection est réalisée par trempdigaviron 20 a 30 secondes dans un
deuxieme pédiluve contenant un produit désinfediau de javel).
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by

La désinfection doit se faire a chaque fois qu'oires dans la zone d’élevage en
venant de l'extérieur, lors de passage entre z@igsiqguement séparées, aprés toute
manipulation de produits a risque sanitaire (paoissort) ou aprés le passage dans une zone
potentiellement contaminée (quarantaine, labomatditration).

Précaution

Avant utilisation du produits désinfectant, il falassurer qu'il a été stocké dans des
conditions n’entrainant pas sa dégradation (exiposites stocks d’eau de javel a la lumiere).

En cas de double pédiluve, il faut s’assurer qumédenier pédiluve demeure propre.

Il est important de vérifier régulierement quedetutions désinfectantes des pédiluves
ne sont pas inactivées. L'eau de javel est inaetpar dilution, présence de matiére organique
excessives ou par des rayons UV (exposition exsessla lumiere du jour). Il est préférable
de renouveler réguliérement cette solution.

5.1.6.2.Désinfection des mains

Le nettoyage et la désinfection des mains est wrsura d’hygiéne obligatoire dans les zones
d’élevage pour limiter les contaminations croiséestte pratique est applicable a toutes les
personnes qui traverse la zone d’élevage.

Matériel
Les zones a risques sanitaires doivent étre ecquipekettes, laboratoire) d’'un évier avec un
savon liquide, d’'un produit bactéricide, une broasmain, un systeme d'essuyage a main
unique et d’une poubelle.
L'entrée des différentes zones d’élevage physigmenséparées doit étre équipée d’'un
désinfectant liquide dans un distributeur muralA&EBNPSA, 2004).

Mode opératoire
En début de journée et aprés toutes opérationdiastas (manipulation de poissons morts,
matiere organique..), un nettoyage correct des srdoit étre réalisé, suivi d'un rincage et de
la désinfection avec le produit prévu a cet efféED +).
Au cours de la journée, cette désinfection a lms du passage d’'une zone physiquement
séparée a une autre a l'aide d’'un désinfectanidigdans un distributeur.

Précautions
Avant utilisation du désinfectant, il est nécessaie vérifier que le produit a été stocké dans
des conditions n’entrainant pas sa dégradationcofivient aussi de vérifier la date
d’utilisation du produit, pour assurer l'activitéolngique de ce dernier.

Le responsable de chaque salle doit s’assurereguistributeurs muraux ne sont pas
vides.
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5.1.7. Les propositions d’améliorations

5.1.7.1.L'eau de mer

Tout d’abord concernant le piege a coquillages fréguence de nettoyage de ce
dernier devrait étre augmentée a une fois par mois.

Depuis linstauration du systeme de filtration deall de mer, la qualité de I'eau
d’élevage est bien meilleure, en effet les baspmsente moins de MES. Un suivi de la
contamination bactérienne permettrait d’évalueffi€acité du systeme de filtration et de la
qualité de l'eau d’élevage. Cette évaluation deévédre complétée par un suivi de la
contamination eMNodavirusdans I'eau grace a la nouvelle technique de PCtereps réel.

5.1.7.2.L'eau douce
Afin de limiter la pollution de lI'eau par les MES$, est nécessaire d’installer un
systeme de filtration (filtre a sable ou a carta)ch

5.1.7.3.L’aération

Un traitement de l'air devrait étre envisagé, afi@ compléter la protection des
animaux en élevage. Un passage de l'air sur chadwmbifi permet d’éliminer les agents
pathogénes potentiels.

5.1.7.4Les rejets
L'eau d’'élevage

Un gros effort est porté sur le traitement desams. En revanche, I'eau évacuée des
zones d’élevage est dirigée vers le lagon sansnatraitement. L'eau rejetée des zones
d’élevage devrait passer dans un bassin de déicantai dans une cuve spéciale afin de
traiter les eaux de rejets notamment suite a dé@srments (OTC ou formol).

Les poissons morts

Lorsqu’un poisson est sacrifié ou retrouvé moresil congelé et stocké en chambre de
congélation a —20°C. Par la suite il est rejetésdanlagon. Par précaution, il conviendrait
d’autoclaver les individus morts afin de ne pasppger les potentiels agents pathogéenes qui
ont conduit a sa mort. Il est préférable de jegsrdoissons a la poubelle apres autoclavage.

5.2. Salle de quarantaine

La salle de quarantaine est la salle qui accu&kepoissons issus de zones non
protégées : poissons sauvages et poissons élevéagendans le lagon. Les poissons y
subissent des traitements préventifs et/ou curaitiis qu’un dépistage ddodavirus.
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5.2.1. Plan de la salle

L’entrée de cette salle est équipée d'un pédiluvel’en distributeur de produit
désinfectant pour les mains (MED +) (cf. 5.1.6).dadle est isolée physiquement des autres
salles par des murs.

Elle est composée de 4 bassins cylindriques de® @i2nsouleur noire, chacun séparé
par une bache en polystyrene noire, opaque. Chbgsgin est équipé d'une colonne de
dégazage de I'eau de mer et de I'eau douce, avesitas soient distribuées au bassin, ainsi
que d’un systeme d’aération. L’évacuation de I'eadait par une surverse latérale et par une
vidange centrale (Figure 14).

Chaque bassin posséde son matériel spécifiquesediay balais, seau (10 I).

Légzende
Bassin Q Padiluve Coloame de dézazaze O

Mur fixe F—

Produits désinfeetant panr les
mains

Séparationenpolyane nnnm m

— Pxsage intendit ®

Civonit d’ean

Figure 14 : Plan de la salle de quarantaine

5.2.2. prophylaxie

A l'arrivée des géniteurs en quarantaine, ils sutivene procédure prophylactique
permettant d’éliminer tous les parasites qu’ilstgat. Un dépistage ddodavirusest effectué
sur préléevements de gametes.
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5.2.2.1.Prophylaxie d’entrée d’'un géniteur en quarantaine

Une chronologie des opérations d’introduction demaux sauvages a été définie.

La veille de I'arrivée des animaumn bassin de quarantaine est préparé : unamolut
d’eau de javel a 5 % est pulvérisée dans le batssar le filet de protection. On laisse cette
solution agir quelques minutes puis un rincageeau’douce est réalisé. Le bassin est rempli
avec de I'eau de mer a 15 %o. Le bulleur et le filefprotection sont installés.

A l'arrivée, chaque poisson est placé dans une poubelle tiee80d’eau douce (bain
flash) pendant 5 minutes (traitement des Monoggrésents). A lissue de ce premier
traitement, qui permet également la manipulatiams ghcile du poisson (effet calmant de
I'eau douce), il est sorti de I'eau et posé dédioagnt sur une table sur un linge humide. Un
point complet de I'état sanitaire externe des animest effectué. Cette opération permet de
détecter éventuellement des ectoparasites et ka emgplace d’'un traitement adapté (Figure
15). Un marquage par un « pit-tag », une pesée giréievement de gametes (si I'état de
maturité le permet) pour le dépistageNiodavirussont réalisés. Ce dernier prélévement est
obtenu par simple pression abdominale chez le ptgbar canulation dans la gonade chez la
femelle.

Les animaux sont ensuite placés dans le(s) bacés)quhrantaineavec un
renouvellement d’eau total réglé (8 litres en 1&ogees) en dessalure a 15%.. Cette dessalure
est maintenue pendahb jours. Elle a pour objectif de débarrasser les animaaixods les
ectoparasites (Copépodes, Ciliés, Monogenes). réeddu traitement a été calculée pour
permettre de « briser » le cycle de multiplicatiences parasites.

Traitements a réaliser en fonction de I'état deshaox:
Pour optimiser [l'élimination de tous les types ddparasites (Copépodes, Ciliés,
Monogenes), une dessalure suivie d’'un traitemeniepéormol peut étre appliquée (Figure
15). Lors de chaque traitement, une fiche de trate est établieAnnexe 2. Cette fiche
indique le lot de poisson a traiter et expliqudrdtement (produits médicamenteux, dose,
durée du traitement et la méthode de traitemeatnéation...). Un suivi journalier détaillé
(comportement évolution des plaies...) des animawités est réalisé pour observer
I'efficacité des traitements.
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Figure 15 : Bchéma décisionnel de la stratégie de traitement des poissons & adapter selon
leur état sanitaire & leur entrée en zone de quarantaine

En cas de plaies importantes occasionnées lorsadeedhe ou du transport, les
poissons blessés subissent un traitement antibe@gl’OTC sur une durée de 7 jours (bain
statique 1h a 100 ppm). Ce traitement est comlanée la dessalure. De la Bétadine® en gel
est egalement appliquée sur les plaies a chaquepufation. Lorsque les plaies sont
cicatrisées, les poissons sont traités au formahébstatiques de 1h a 200 ppm) pendant 5
jours.

L'efficacité de ces traitements successifs estfigéripar I'observation des animaux a
l'issue de la période de traitement. Le traitenpantle formol pourra étre prolongé de 3 jours,
si des parasites sont toujours observés sur lescdgs yeux ou les branchies. La
concentration peut étre augmentée jusqu’a 250 ppm.

Lorsque le faible nombre d’animaux le permet, gegements par bains statiques
(OTC, Formol) devront étre réalisés dans des baocstlime réduit (200 I). Dans ce cas, les
animaux seront péchés a I'épuisette apres vidangeadsin de maturation et transférés le
temps du traitement dans un bac de 200 litres. acas des traitements au formol, le bassin
de maturation sera complétement vidé, nettoyé. Bmnsesure du possible (disponibilité des
bassins), les animaux seront passés dans un bae pools les jours apres le traitement.

Gestion de la salle de guarantaine

Les arrivées successives et, souvent, par petitbreonde poissons sauvages,
impliquent de regrouper les poissons car le nondlerdoacs est rapidement insuffisant. Ce
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regroupement d’individus de différents lots n’estitefois possible que lorsque tous les
traitements préventifs et/ou curatifs sont réalidés regroupement pourra alors se faire en
deux bassins, un pour les poissons dont le préleneles gameétes pour le dépistage du
Nodavirusest possible et le deuxiéme pour les animaux temtatde prélevement (animaux

non matures).

Transfert des poissons vers la zone maturation

A l'issue des résultats du dépistageMhdavirus les poissons diagnostiqués négatifs
pourront intégrer un bassin de la salle de matmagt participer a la constitution ou
reconstitution des lots de géniteurs expérimenthag.animaux diagnostiqués positifs seront
sacrifiés.

La durée de maintien des animaux en zone de gaamardst dépendante de la durée
des traitements curatifs et/ou préventifs maisadgeaht liée a la possibilité de prélever ou non
les gamétes.

5.2.2.2.Prophylaxie quotidienne

Apres désinfection des mains et des chaussuresgsfgonsable de chaque salle
réalisent le(s) traitement(s). Ces traitement séatisés avant le nourrissage des poissons.
C’est I'occasion d’observer leur comportement edlésr leur état sanitaire (évolution des
blessures...). Les paramétres environnementaux (fatopé et débit d’eau) sont mesurés
pour chaque bassin a leur sortie. Il s’ensuit legpules bassins. Toutes ces données sont
retranscrites sur des fiches de suivi.

5.2.3. Les propositions d’améliorations

Suite a des mortalités consécutives a un trangp@ri8h de voyage), il serait nécessaire
de permettre aux poissons de se réoxygéner dahaaif00 |) d’eau de mer bullée avec de
'oxygene. Cette phase permettra d’évaluer I'éttitaire des poissons ainsi arrivés et de
décider des traitements les plus adéquats pourdéalrlissement.

5.3. Salle de maturation

Cette salle regroupe les lots de géniteurs (remtedus) qui constituent la base du
programme de recherche sur les especes lagorairexffet, c’est a partir de leurs ceufs que
les élevages larvaires sont lancés. Il est domagodial de leur accorder une attention toute
particuliere.

5.3.1. Le plan de la salle

L’entrée de cette salle est équipée d'un pédiluvel’en distributeur de produit
désinfectant pour les mains (MED +) (cf.5.1.6).dadle est isolée physiqguement des autres
salles par des murs et des baches en polystyrén@paque (Figure 16).

Cette salle est composée de 8 bassins cylindride de couleur noire et 4 bacs
récolteurs d’'ceufs (180 I).

Chaque bassin est équipé d’'une colonne de dégguatgraite I'eau (de mer et douce)
avant distribution et d’'un systeme d’aération. ldéwvation de I'eau se fait par « surverse »
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latérale et une vidange centrale. Les systemgmidge sont sécurisés pour éviter la vidange
totale du bassin du bassin.

Chaque bassin posséde du matériel spécifique épuisette, un balais, un seau (10 I).
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Figure 16 : Plan la salle dematuration

5.3.2. La prophylaxie actuelle

> Au quotidien :

Aprés désinfection des mains et des chaussuresredponsable observe le
comportement et I'état sanitaire de chaque poisfbfierents parameétres essentiels sont
mesurés : la température dans le bac collectewfd,de débit d’eau au niveau du trop plein
d’eau et la salinité.

Au début de la journée, une purge d’au moins 40denmauteur d’eau est effectuée.
Cette action permet de laisser le temps aux pasgoar manger le granulé flottant.

Aprés le nourrissage, une autre purge est réapieée éliminer les granulés non
consommes restant au fond du bassin. En effet,puésence trop importante d’aliments
résiduels dans le bac peut entrainer la dégrada#ota qualité de I'eau et favoriser la
propagation bactérienne.
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Le bac récolteur d’ceuf et le panier sont nettoyisaa douce.

» De maniére hebdomadaire

Tous les lundis, un nettoyage au balai est effedards chaque bassin en eau afin
d’évacuer I'accumulation des MES. Tous les jeuldis,paniers et les récolteurs d’ceufs sont
chlorés.

» De maniére bi-mensuelle

Un traitement préventif contre les ectoparasitésésisé par dessalure sur les lots de
géniteurs. Les poissons sont péchés, un par wapetsent un premier bain d’eau douce pure
dans une poubelle de 80 litres. Le poisson restensdans le bain statique d’eau douce avant
d’étre replacé dans un nouveau bac rempli d’eamnele Ce traitement permet d’éliminer en
particulier lesNeobenedeniadultes présents sur le corps du poisson (yels), ette étape
permet aussi de calmer le poisson et d’en profiterr rechercher la présence de blessures
éventuelles sur le corps, de parasites sur les geusur les lames branchiales. En cas de
blessure, de la bétadine est appliquée sur lessplaine fois que tous les géniteurs ont été
inspectés, la salinité de I'eau est diminuée prgjvement de 35 %o a 15 %o en 4-5 jours. Un
contrdle quotidien de la salinité est effectué awecéfractometre.

En phase de dessalure, I'appétence des poissodéregtiée. La ration quotidienne
est alors ajustée.

Au 4™ jour de dessalure, le nouveau bassin est prégagsolution d’eau de javel a
5 % est pulvérisée dans le bassin et sur le féepbtection. Cette solution agit quelques
minutes avant le ringcage a I'eau douce. Le bastineenpli avec de I'eau de mer et le bulleur
et le filet de protection sont installés.

Une fois les 5 jours de dessalure effectués lesspab sont placés dans le nouveau
bassin propre rempli. L’ancien bassin est vidéettoyé comme le nouveau bassin.

» De maniére annuelle

Une fois par an, le dépistage tliodavirusest effectué sur tous les géniteurs de la
zone de maturation afin de confirmer I'absence idusv Cette mesure est une veérification en
plus du traitement de I'eau de mer aux rayons UV.

5.3.3. Les propositions d’améliorations

Il est important que l'agent responsable de laesaliserve le comportement des
poissons au quotidien. Ainsi en observant les pas&n dehors de problemes pathologiques
on peut déterminer un « état normal ». Il estsajgdus facile de détecter un changement
d’état lié a différents problémes (maladie). Ackerelent, cet « état normal » n’a pas été défini
par des critéres quantifiables comme l'agitationsde bac, coloration des poissons
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Actuellement, seuls la température et le débitu’da bassin sont mesurés comme
parametres environnementaux. Le pourcentage deBatuen oxygene devrait étre rajouté.

Un suivi plus régulier des autres paramétres enmgmentaux essentiels devrait étre
mis en place tels que les taux de nitrates, legeasit 'ammoniac.

5.4. Salle d’élevage larvaire

La structure d'élevage a été réorganisée fin 2006 dioptimiser les résultats de
survie et d’'inflation de la vessie natatoire cheeR .| orbicularis

5.4.1. Le plan de la salle

L’entrée de cette salle est équipée d'un pédiluvel’en distributeur de produit
désinfectant pour les mains (MED +) (cf.5.1.6.54t6.2) . La salle est isolée physiquement
des autres salles par des murs. Elle est équipé® lhessins d’'un volume utile de 250 |,
cylindro-coniques, de couleur noire avec une évamudatérale équipée d'une crépine
(Figure 17).

-43 -



Rapport final de la convention n°6.0034 du 16 jan006
« Prophylaxie des poissons lagonaires en élevage »

Lizende
Bassin Q Fediluve Colome de dézazaze O
—

M fie Produits désrfectant pour les = % ;
mains e Réecalteny d”ceufs

Passage irderdit ®

Léparationen pal smEEm

Cironit d°ean

Figure 17 : Plan de la salle larvaire

5.4.2. La prophylaxie actuelle
L’air utilisé est filtré sur une cartouche de 1 um.

Du fait des particularités de cette étape de la@jey les taches de nettoyage
quotidiennes sont adaptées. A cause de l'utilisadi® proies vivantes, la surface de I'eau de
chaque bassin est nettoyée en continu par un méare qui collecte le film gras.
L’écrémeur est utilisé dés 1@ jour d’élevage et ce jusqu’a la fin de cette phdse a J 20).

Le nettoyage de ce dispositif (crépines) est réatisis les jours et jusqu’a 4 fois, par jour,
pendant la phase d'inflation de la vessie natatdieesiphonnage des bassins est une étape
délicate a cause de la petite taille des larves tempremiers jours. Entre J 4 et J 11, il est fai
tous les deux jours.

Au niveau sanitaire, un suivi de la présenceNsdavirusest effectué de la ponte
jusqu'au 38™jour aprés la ponte. Des larves sont prélevégaitde la ponte, & J 3, J 8, J 15,
J 21 et J 30. Ces dates de prélevements peuveat paur coincider avec les autres types de
prélévements (mesures biométriques par exemple).
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5.5. Salle de sevrage — nurserie

Lors de cette phase, les larves seront sevrégsmsant d’une alimentation basée sur
des proies vivantes a de l'aliment inerte.

5.5.1. Le plan de la salle

L’entrée de cette salle est équipée d'un pédiluvel’en distributeur de produit
désinfectant pour les mains (MED +) (cf.5.1.6.5416.2). La salle est isolée physiquement
des autres salles par des murs et des bachesyastypehe noir, opaque. Elles est composée
de 6 bassins d'un volume utile de 400 I, cylindomiques, de couleur noire avec une
évacuation centrale équipée d'une crépine. Chaassit est équipé d’'une colonne de
dégazage qui traite I'eau (de mer et douce) avatgllg soit distribuée au bassin et d’'un
systeme d’aération. L’évacuation de I'eau se faityne surverse et une vidange centrale. Les
systémes de purge ont été sécurisés afin d’empéchielange totale du bassin (Figure 18).

Chaque bassin posséde du matériel spécifique épuisette, un balais, un seau (10 I).
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Figure 18 : plan de la salle de sevrage nurserie

5.5.2. La prophylaxie actuelle

Lors de cette phase les poissons seront sevrésurpgrassage progressif d’'une
alimentation vivante a une alimentation inerte. fim gras est toujours présent, donc
I'écrémeur est toujours de rigueur, son nettoyageyeotidien. La fréquence de nettoyage est
fonction de I'état de salissure du bassin, la jplat du temps deux fois par jour. Une purge
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quotidienne est effectuée pour éliminer les décfaisients non-consommeés ou feces). Les
parois du bassin et la crépine centrale (intérjesoat nettoyées par la méme occasion avec
une éponge (pour retirer le film gras qui s’y espaké).

Avant de déposer la dose d’aliments sur le tapisddtributeur automatique, ce
dernier est nettoyé au pinceau pour éliminer lsglus d’aliments.

En début et en fin de journée, les parametres ghgsi essentiels sont mesures : la
saturation en oxygene et la température. Ces neperenettent de réajuster le débit de I'eau
afin d’éviter que les animaux ne souffrent d’'un opag d’oxygene.

5.6. Zone de grossissement en cage flottante

La phase de grossissement est réalisée en miligond@&e. Elle consiste en
I'engraissement des poissons apres leur sevrage.

5.6.1. Plan des installations

Cette phase d’élevage est réalisée en milieu notégé dans le lagon. Trois modules
sont actuellement disponibles. Chaque module pmutedllir 2 cages de 30hou 4 cages de
15nt. Il est équipé d'un filet de protection qui préviele I'attaque des prédateurs marins.
Des ombrieres sont également installées pour pptég élevages du soleil.

5.6.2. La prophylaxie actuelle

Au guotidien

A l'arrivée sur les cages, le responsable obséétatigénéral des animaux et réalise
un premier nourrissage manuel. Il effectue Des messdes paramétres environnementaux
comme la température et la saturation en oxygene.

Le nourrissage est automatisé par l'utilisationdiributeurs automatiques (tapis).
Une fois le distributeur nettoye, la dose d’alimest répartie le long du tapis et le distributeur
est enclenché (la distribution dure environ 4h).

Tous les jours les poissons morts et/ou moribondsretirés de la cage a I'aide d’'une
épuisette. Les individus morts sont comptabilisés.

Toutes les observations sont notées sur les fitleésvage.

De maniére périodique
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Rapidement aprés linstallation des cages et diets n mer, les algues et les coraux
(biosalissures) colonisent les mailles du filet iemgées. Cette colonisation réduit le passage
du flux d’eau dans la cage. Lorsque les biosalessobstrues les mailles du filet, ce dernier
est remplacé par un filet propre. Cette opératgirdélicate et stressante pour les poissons.

Une fois le filet chargé en biosalissures il estisie la zone d’élevage et suspendu par
les quatre coins pour étre nettoyé a I'eau douaejgiaa haute pression. Une fois les
biosalissures éliminées, il est séché a I'air litirest ensuite plié et rangé dans un fat & I'abri
de la lumiére, de I'hnumidité et des animaux nuesbl

Lors des échantillonnages, le volume de la cageéekiit (remontant une partie du
filet) pour concentrer les poissons et pouvoir affer un prélevement homogéne. Les
poissons sont alors placés dans des poubelles diéré® contenant de I'eau de mer et
oxygénée (par bullage d’oxygene pur). Pendantalesport les poubelles sont fermées. Une
fois a terre, les poissons sont anesthésiés avéd31@22 a 50 ppm. Aprés les mesures de
poids et taille, les poissons sont réveillés dane poubelle contenant de I'eau de mer
oxygéneée (oxygene pur). Une fois que tous les pogssont rétablis et nagent correctement,
ils sont ramenés dans leur structure d’élevageagira.
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6. Discussion — Conclusion

Cette convention a permis a I'agent du SPE de seefiodans un premier temps aux
techniques d’analyse d’histologie, de bactériolagide biologie moléculaire en accédant a la
plate forme technologique du centre Ifremer de fTadti en bénéficiant de I'expertise
technique du Laboratoire Biotechnologie et Quatieé la Perle (Convention SPE-Ifremer
n°6.0034). Le choix de la technique d’analyse egtartant car il détermine I'efficacité et la
justesse du diagnostic porté. D’autre part, pouenter le diagnostic, il est primordial
d’observer les symptébmes et/ou les lésions présemnteles poissons. Cela présuppose une
connaissance des comportements et des conditiétesvadle des poissons. C’est pourquoi
cette formation technique a été complétée non seule par une formation théorique de
détection et d’identification des principaux organes pathogénes et/ou opportunistes mais
aussi par une formation zootechnique. Seule la ocmargmn de ces connaissances permettra a
'agent du SPE d’acquérir 'autonomie suffisanteupeffectuer une surveillance sanitaire
efficace.

Selon I'hypothese infectieuse émise, les technigdesdétection ne seront pas
identiques. Chaque technique possede des spé&sfopiiant aux méthodes de prélevements et
aux meéthodes d'analyses. Enfin chacune de ces itee® permet lidentification d’'une
catégorie différente d’agents pathogenes : ellas@mmplémentaires les unes des autres.

Sans mortalité, I'état frais est la premiere teghaiutilisée. Un frottis de I'épithélium
et/ou de l'organe lésé est effectué et observéctéimgent au microscope photonique pour
rechercher la présence éventuelle de parasitedertification des parasites se fait par
comparaison morphologique. Parallelement, des ye#iénts de I'épithélium et des plaies
peuvent étre effectués pour un étalement sur mileeaulture en bactériologie. Deux milieux
sont utilisés actuellement, I'un non sélectif (MariAgar) et I'autre sélectif (TCBS) pour les
bactéries du gennéibrio. L'identification des souches bactériennes penat ghénotypique et
est réalisée par des techniques biochimiques ootyggique et est réalisée par des techniques
de biologie moléculaire.

En cas de mortalité, les états frais et les teclesgle bactériologie sont complétées
par I'histologie. Aprés dissection et observatias aaractéristiques de chaque organe, des
prélevements de tissus sont réalisés. L'analysetig®ss permet de détecter les anomalies
présentes (parasites, kystes...). Une lamothéquiisdes sains et parasités des deux especes
de poissons lagonaires a été créée. Elle consptue, la premiére fois, un référentiel pour
I'ensemble des anomalies tissulaires observéesadsedeux especes.
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Les diagnostics effectués au cours de cette foomatnt porté essentiellement sur les
épisodes de mortalités qui survenaient au courgléeages de. orbicularisetP. sexfilisdu
SPE au COP. La mise a disposition par le SPE dyentaaffecté au programme de recherche
sur la prophylaxie des poissons lagonaires a pedraisggmenter considérablement I'effort
analytique. Ainsi une quarantaine d’expertisesététréalisées durant cette convention. Elles
ont permis d’'observer, comme les années précédatgsdactérioses, des parasitoses et une
virose.

Divers organismes ont été diagnostiqués en 2006cipalement des ectoparasites et
des infections bactériennes secondaires. Ces atifast sont souvent présentes au sein des
élevages piscicoles. Elles sont généralement aesoéi des mauvaises qualités d’eau et des
conditions d’élevage « stressantes » (manipulatéorrgpétition, densité élevée, qualité et
quantité des aliments....). Ces problemes récurrpatsrzent étre limités par de bonnes
pratiqgues zootechniques. La limitation du stress, gxemple, réduit considérablement les
risques de prolifération des parasites. Un effantipulier a été réalisé pour développer la
prévention. Ainsi, I'hygiéne des élevages a étés#mablement améliorée en affectant a
chaque salle un personnel responsable, en meftathee un systeme de séparation physique
des installations, en installant dans les sallékedage des pédiluves, en mettant a disposition
du personnel des produits désinfectants....ll esbrtapt de rappeler que ces mesures ne sont
efficaces que si elles sont réalisées au quotidienprenant conscience de leur rble et
nécessité. Elles ont été complétées par un digpadsifiltration et de stérilisation de I'eau de
mer aux UV. Ces traitements permettent d’évitededimiter la contamination des élevages
par les organismes présents dans I'eau de mewutlinoter 'absence, en 2006, de mortalités
dues auNodavirusdans les élevages larvaires Beorbicularis Cette absence d’infection
virale peut étre directement associée aux eff@addises depuis 2005 pour biosécuriser les
élevages. Ces résultats encourageants devront fdisutétre validés sur plusieurs
prélevements et années.

La biosécurisation des élevages est basée sucHarohe d’'une séquence spécifique
de I'ADN viral dans les produits génitaux des gémis (males et femelles) par PCR
quantitative. Cette recherche n’est toutefois pdessjue si les individus sont matures. Les
produits génitaux sont prélevés par pression sinapidominale ou par cannulation. Les
géniteurs sont essentiellement des poissons sauvsgies du milieu naturel. Cette source
d’approvisionnement n’est pas satisfaisante pousi@lirs raisons : délais d’adaptation plus
long des poissons sauvages aux conditions d’élegagailieu confiné et hétérogénéité de
'age, de la qualité et de I'état sanitaire desspoins prélevés. Il en résulte un nombre
important de prise de poissons jeunes « non maturBses de 30 % des poissons étaient
immatures a leur arrivée au COP. La détectionNdaavirus est alors impossible et doit
souvent étre différée.

Nous souhaiterions optimiser la technique de biasgation en choisissant d’autres
tissus cibles pour rechercher la présenceNddavirus (nageoires, sang...). Ce projet est
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inscrit dans une demande de financement au Migigter|'Outre-Mer. Il s’agit d'un projet
transversal fédérant différents laboratoires (Magtie, Réunion, Tabhiti, et Palavas-les-flots).
L'objectif est de développer un test de dépistage différents génotypes déodavirus
affectant les espéces élevées (Ombrine, Bar, Paraha et Mo’i). De plus, pour limiter
I'approvisionnement en géniteurs sauvages une tieuseatégie a été choisie. Un pool de
poissons issus des élevages larvaires sera élevdien protégé (zone biosécurisée) jusqu’a
leur maturité sexuelle. Ce pool sera la sourcecjpale de géniteurs. Cette démarche
enclenchera le processus de domestication du Pagraba par la mise en place d'une
sélection raisonnée.

Enfin des fiches de prélévements ont été définies ponserver les données relatives
aux épisodes de mortalités (pourcentage de mertaliésence ou non de Iésions, diagnostics,
traitements...). Une base de données qui regroupmfi@snations d’élevage ainsi que ces
données sanitaires devrait étre mise en place’'@guipe zootechnique SPE-Ifremer. Elle
permettra d’améliorer la tracabilité des élevagesde conserver un bon historique des
pathologies.

Un relevé mensuel des expertises (diagnostic,etrahts éventuels, épisodes de
mortalités) est réalisé et présenté a I'ensemblBédeaipe zootechnique SPE-Ifremer. Cette
démarche permet de coordonner les différentes veméons pour tenter de résoudre
efficacement les problémes rencontrés.
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Annexe 1 : Fiche d’'intervention

Fiche d'intervention
N° fiche :
date :
personne :

Espece : objet intervention :
lot :

élevage : manip :

classe d'age :

Fait marquant :
comportement : alimentation :
signes macroscopiques :
condition élevage :
date derniére manip :
mortalité :
estimation
autre lot atteint
autre site atteint

Prélévement : Résultat :
nb individus prélevés
Etat frais peau saine
blessure
branchie
autres :

Bactériologie peau saine
blessure
branchie
autres :

Histologie organes :

Biologie moléculaire

gonade
nageoire
sang
autres :
Conclusion
sacrifice Observations
traitement
prophylaxie
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Annexe 2 : Fiche de traitement pathologique etui\d guotidien

Fiche de traitement Pathologique

Fiche pathologique

objectif
tratement
dose volume bassin|
durée
méthode gté

début du traitement le v
dernier jour du traitement
condition d'élevage

débit d'eau mer 10 L/ 15s
débit d'eau douce 0 L/s
débit oxygene L/s

alimentation (moule)
purge quotidienne au moins 40 cm

suivi hebdomadaire
pendant et aprées le traitement

appétance mange pas, peu, pas du tout, recrachgenwut

comportement nage calmement, nage vite quand e acaché dans le bullage
couleur de la livrée  foncée (noire) , claire (glare)

état des blessures zone : flan, téte, nageoire

couleur : perte écaille, rouge, orange, rose claire
ampleur : entourer sur le poisson
aspect : lisse, apparition d'une croute, pustulesamguinolante

v
Céoté Gauche Cété Droit

Bilan a la fin du traitement
efficacité

Suivi apres le traitement

-55 -



Rapport final de la convention n°6.0034 du 16 jan006
« Prophylaxie des poissons lagonaires en élevage »

Fiche de suivi quotidien
suivi quotidien
pendant et apreés le traitement
appétance mange pas, peu , pas du tout, recrachge raut
comportement nage calmement, nage vite quand ive acaché dans le bullage
couleur de la livré  foncée (noire) , claire (griaint)
état des blessures  zone : flan, téte, nageoire
couleur : perte écalille, rouge, orange, rose claire
ampleur : réduction ou augmentation
aspect : lisse, apparition d'une croute, pustulesanguinolante
lot de poissons
date
jour
heure traitement

appétance
comportement
couleur de la livrée
état des blessures
couleur :
ampleur :
aspect :

autres observations complémentaires

suivi quotidien
lot de poissons
date
jour
heure traitement

appétance
comportement
couleur de la livrée
état des blessures
couleur :
ampleur :
aspect :

autres observations complémentaires

Cété Droit
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Liste des figures

Figure 1 : Principe de I'amplification génique oCR (Polymerase Chain Reaction).
La courbe mauve représente la variation de la tesyo@ en fonction des cycles de
PCR.

Figure 2 : Principe de la PCR en temps réel. AurBes expérimentale et théorique
du logarithme d’ADN cible en fonction du nombre dgcle de PCR. B : Schéma
d’insertion du fluorochrome aspécifique SYBR Gréms d'un cycle de PCR.

Figure 3: Images obtenues en microscopie optiqueedlarve infectée par le
Nodavirus apres coloration a I'hémalun/éosine (A, B). A tams la présence de
nombreuses vacuoles au niveau de I'ceil (0) et deeae (c)(x200). B : vacuolisation
au niveau des tissus rétiniens (x600). C : marguragertant au niveau de la présence
de I'ceil (0) et du cerveau (c) (x200). D : marquagportant au niveau de la rétine. La
mélanine est signalée par une fleche.

Figure 4 :Polydactylus sexfilisatteints de Vibriose. A, B : poissons présentad d
hémorragies au niveau de la téte. C : poisson®mas des plaies importantes au
niveau des flancs.

Figure 5 : Etalement sur deux milieux de cultusécgiques au milieu marin : marine
agar (MA) non sélectif et sur TCBS (TCBS) séledtifgenreVibrio.

Figure 6 : Etat frais montrant un copépode du g@alegus(barre = 10 pm)

Figure 7. Cycle de reproduction du gen@Galigus sp.(source: TRENDS in
Parasitology)

Figure 8 : Etat frais montrant un parasite aduliegdnreNeobenedenia sgx 200).
Les fleches indiquent les crochets qui permetteriaasite de se fixer sur le poisson.

Figure 9: Photographie d'une lésion de [I'ceil asmmca une infection au
Neobenedenia sghez urPlatax orbicularisadulte. L'ceil présente une hémorragie et
une opacification.

Figure 10 : Cycle de reproduction @eyptocaryon irritans(Maunier, 2002)
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Figure 11: Observation de points blancs au nivealadéte d’'urPlatax orbiculariset
de kératite

Figure 12: Etat frais montrant une cellule @eyptocaryon spau stade trophonte
(x 630)

Figure 13 : Plan de la zone d’élevage

Figure 14 : Plan de la salle de quarantaine

Figure 15 : Schéma décisionnel de la stratégieaitement
Figure 16 : Plan de la salle de maturation

Figure 17 : Plan de salle larvaire

Figure 18 : Plan de la salle de sevrage-nurserie
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