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Artemia Changement d’eau

Développement larvaire

‘ Nauplius Zoea Mysis I Post-larve I
Jo J J3 J5 J7 J9 J11 J13 J15 Ji7 J19
[ [ | ] —————-
empérature 29-30C 130-150 larves/| 100-120 PL/I

ensité 180-200 nii/l

Antibiotique

- Introduction def\rtemia a J5

- Début des changements d’eau a J9... mais tributage de
antibiotigues dans les 9 premiers jours



[’élevage larvaire : un milieu propice aux bactéries

EDM
An Pas de changement
nimaux ) .
d’eau pendant 9 jours
Aliments

Contrainte : Eviter l'installation de bactéries pathogénes dans le milieu par

traitements physiques de I'eau (décantation, filtration, stérilisation...)

traitement chimique de 'eau (chlorain, antibiotique)

Propice a l'installation et le développement de bactéries opportunistes
et/ou résistantes dans le milieu d’élevage

* Protocole inadapté ...sirien de plus
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Quelle stratégie adopter ?

Favoriser l'installation de bactéries bénéfiques au dépend des bactéries
pathogénes 2 Controle biologique

Définition d’un probiotique :

micro-organisme vivant avec effets bénéfiques sur ’hote

en modifiant les communautés microbiennes locales ou associées a cet hote;

en améliorant la disponibilité de la nourriture ou sa valeur énergétique;

en stimulant la réponse immunitaire de I'hdte vis-a-vis d’'une maladie ou de
pathogenes;

en améliorant la qualité de 'environnement de ’'hote considéré (Veschuere

et al., 2000).

Existe t'il des bactéries marines locales probiotiges ?



" Sélection de bactéries 4 potentiel probiotique

Recherche d’activité antagoniste vis-a-vis

de V. nigripulchritudo.

Sélection of 7 souches :

NC72, NC197, NC201, NC203, NC204,
NC257 et NC297
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Approche Expérimentale

Probiotique Potentiel

» Test d’inhibition iz vitro
> Test d’'innocuité

> Test d’efficacité en élevage larvaire




" Essai d’inhibition de croissance de V. harveyi ORM4-

Lecture de la fluorescence
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Excellente activité antagoniste de 6 des 7 isolats envers V. harveyi

ORM4-GFP



Innocuité des candidats probiotiques

Tests de pathogénicité a une concentration finale de 10°

CFU/mL :
- Mysis 2 sur 48 heures
- PL9 sur 72 heures

> Pas d’effet sur la survie
I I > Pas de déformations des animaux
| 257 | 197 |

220

Stade Mysis

204 203

Pas de pathogénicité des souches testées
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souches



"""Efficacité des probiotiques en élevage larvaire :
De nauplius a P9

Artemia Changement d’eau

Développement larvaire

v =
Nauplius Zoea Mysis I Post-larve I
J1 J1 J3 J5 J7 J9 J11 J13 J15 J17 J19
_—__—_—__—_’
a2 A a2 a2
Tenjpératurg 29-30C L40-160 taesn 100-12DPLs!

Densité 180-200 nii/l

Antibiptique

Probiotique

» Tests en triplicat :
» Témoin vs antibiotique vs NC201vs NC203vs NC201+NC203
> Antibiotique (érythromycine) (2,5g/fnha J3, J5, J7 et J9

> Probiotiques ajoutés tous les deux jours (conceotrdinale 18 CFU/m) jusqu’en fin d’élevage



Efficacité des probiotiques en élevage larvaire :
De nauplius a P9

Administration seule ou combinée de 2 probiotiques
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NC201 203 201+203

Amélioration de la survie avec NC201
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Efficacité des probiotiques en élevage larvaire :

De nauplius a P9

Administration seule ou combinée de 2 probiotiques

80% — 0,6
60% - + 0,5
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Amélioration de la croissance avec NC201



""Efficacité de NC201 en élevage larvaire :
ATéchelle pilote

Administration du NC201 tous les 2 jours en bacs de 2m?

B NC201 M Antibiotique
70% -

60% -

50%

40% -

30%

20% ~

10% -

0% -
C1 c2 C3

Survie del. stylirostrisa J19 en élevage larvaire de2arod 13-03).

Reproductibilité des résultats en bacs de 2m3



T Impact du probiotique sur la post-larve:

Charge en Vibrio

Estimation de la concentration en Vibrio a J9 et J19 chez'animal sur milieu TCBS.

1LE+HOS

LIRY NC201

b

1LE+04

LE+03 -

C'FU animal

LE+02 -

LE+01

LE+HO0 -

T L
J9 J19

Concentration en Vibrio dans I'animal a J9 et J1%omction des
traitements. T: témoin; A: antibiotique; NC201: piatique.

Diminution de la flore vibrionacée dans 'animal avec NC201



Impact du NC201 sur la santé chez les juvéniles

‘ * *
60% ss3
—e—PP3
g 40%
20% \
0% 0/
Oh 12h  24h 48h  72h
Temps

Influence d'un choc osmotique sur la survie derileé de 0,49 deé.
stylirostris ayant recu ou no du probiotique. SS 3 : animauz san
probiotique transférés directement de 35 a 3; PBnBmaux ayant
recu des probiotiques transférés directement de335 a

30%0 —®— SSinf | ]
PP inf

20%
SS
§ 10%
o /

Ooh 48h 72h

Temps

Mortalité deL. stylirostris de 0,4g en infection expérimentale par

balnéation & 'AM101. SS: témoin non infecté; PRimaux sous
probiotique non infectés; SS inf : témoin infed®inf : animaux
sous probiotique infectés.

Test de chocs salins :

Animaux soumis a des transferts directs de
35 ppt a 35ppt, 15 ppt, 3 ppt et 1,5ppt.

Meilleure résistance des
animaux sous probiotique

Test de challenge bactérien :

Animaux soumis a balnéation de>10
cfu/ml pendant 2h ¥. penaeicidae

Tendance a une meilleure
résistance des animaux
sous probiotique



Impact sur la physiologie des juvéniles

Mesure de I'expression du géne codant
pour les lysozymes par Q-PCR

(o

Modulation de I'expression du lysozyme
avec NC201 en condition de stress

D

Eprsd oo rlai G Lipon e pu i pocst & EF7

o

&3 Congrp SEAMI01 PP Sontrel PP AT

Niveau de transcrits du géne codant le lysozyme temn
branchies de juvéniles 24h aprés infection pardaion pav.
penaeicida (AM101). . SS: témoin non infecté; PP : animaux
sous probiotique non infectés; SS AM101 : témofadté,;
PPAM101 : animaux sous probiotique infectés.

60% - Mesure du pourcentage de NC201 parmi la
flore hétérotrophe totale de 'hémolymphe de
40% -
la crevette
20% | () ) L) ) ) )
] Colonisation rapide mais provisoire de
0% \ \ \ \ \ ’
0 T Te Tir To4 de 'hémolymphe de la crevette par
NC201

Pourcentage de NC201 dans I'némolymphe des jugédile.
stylirostris de 8g apres une administration dé ¢fi/ml dans
l'eau.



Mais qui est NC2017?
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Caractérisation / identification

() '
Approche biochimique w “”1 " b"\"' i'\

GBELI GLu ®MAN INO SOR™ RHA SAC MEL ™ AMY ARA

Galerie API 20E KG Primer

&
<«

v

203 72 204 220 201 257 297 197 M

Approche moléculaire

T
(1

AP-PCR

Genre Pseudoalteromonas -
Plusieurs espéces avec des propriétés anti-
7 bactériennes, antifongiques et anti-algales.

204

Pseudoalteromonas piscicida (T) IAM 12932 AB090232

297

—— Pseudoalteromonas peptidolytica (T) F12-50-A1 AF007286
257

H
0.001



Premieres conclusions

Les antibiotiques, ce n'est pas automa

Alternatives possible aux traitements natibiotiques dans les écloseries de NC

NC201 est un bon candidat potentiel

L’administration tous les deux jours permets de stabiliser les résultats en élevage
larvaire

NC201 améliore la santé globale chez la crevette L. stylirostris mais les résultats
doivent étre confirmés sur d’autres parametres physiologiques

Le ou les modes d’action doivent étre recherchés



Perspectives




These en cours

Politique de site UNC/Ifremer : Louis SORIEUL 2014 2017

Mode d’action et impact d’un probiotique potentlalsouchd’seudoalteromonas

NC201, sur I'état physiologique au cours de I'ontogenghez la crevette bleue,
Litopenaeus stylirostris, en Nouvelle —Calédonie
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- Détermination des genes d’'intérét “~.,/

................

Activité inhibitrice des fraction

issues de colonnes HLB

- Les modes d’action possibles de NC201

enmm

-En fonction du stade de développement de f
'animal U,;

FT

_ L’ i m paCt d e N C20 1 : part de méthanal dans ['éluant en %

-Sur le milieu d’élevage (modifications biotiquesahiotiques)

-Sur I'animal (immunite, statut oxydatif, digestion...)



Montage d’un Projet Européen

Obijectif :

Production a I'échelle industrielle du probiotiqueisaine forme &=l
commercialisable b1/

Moyens :

- Partenariat entre Nouvelle-Calédonie, France,mdigne, Pays-Bas,

Irlande

- Budget européen compris entre 1,5 et 3 millionsrdgu
Retombeées :

- Probiotique calédonien en remplacement des antijoiesi en écloseries de
NC

- Application sur d’autres especes de crevettes etcaigs

- Développement d’'une entreprise calédonienne prddaate probiotique



Merci de votre attention

Et a tous ceux qui ont contribué de pres
ou de loin a ces resultats...

LEAD NC, UNC,CTA, GFA,

Moyens techniques : PFV, IPNC
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Couvernement de NC, Province des lles, Province Noy&rovince Sud






