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Introduction

Parmi les formes de vie présentes sur Terre, l@scrobes » (champignons unicellulaires,
bactéries et virus) sont de loin les plus abonddms océans contiendraient par exemple
environ 18° virus, I'ensemble des sols de la planéte 4 a*rhicrobes (hors virus), un seul
gramme de terre environ 2,5/ ®actéries. Ces « microbes » représenteraient 096ide la
biomasse présente sur Terre (Sireghal. 2009). Quelgues uns de ces microbes ont depuis
longtemps été « domestiqués » de facon empiriqnewt leur devons - par exemple - le vin,
le pain, ou le fromage.

Bien que ces chiffres soient trés spéculatifs, stime qu'il existerait entre 1@t 10 espéces
bactériennes et prés de®lspéces de levures (Hawksworth 2001) colonisgeudpres tous

les écosystémes de la Terre, témoignant ainsiueldréme diversité biologique.

Ensemble complexe d’environ £(cellules eucaryotes, le corps humain héberge caudni
environ 10° bactéries, dont environ Tohabitent le tube digestif. Ces’¥@ellules humaines

« cohabitent » donc, le plus souvent en bonneliggelce, avec environ 100 fois plus de
bactéries. Au niveau de la diversité, on estimaee®0 et 1000 le nombre d'espéces
bactériennes qui colonisent le corps humain. De epéenmatériel génétique bactérien hébergé
par I’hnumain pourrait représenter 100 fois le matégénétique humain lui-méme (Savage
1977; Xu & Gordon 2003; Backhest al. 2004; Backhectt al. 2005; Rajilic-Stojanoviet al.
2007).

Le microbiote associé aux animaux est de plus @s pbuvent considéré a I'égal d'un
« organe » et étudié pour son rdle dans la digegtigdrolyse de composés réfractaires aux
enzymes d’origine animale), dans I'apport nutrdgifantitatif mais surtout qualitatif par la
synthese de composés indispensables, mais aussfidanunité de la peau et des muqueuses
(Krutmann 2009; Mason & Huffnagle 2009; Slaekal.2009). Chez les invertébrés, dont le
milieu intérieur peut lui-méme contenir des baeria participation significative de celles-ci

a 'immunité est maintenant une hypothése trestaent partagée et étudiée (Haine 2008).

Ainsi, les quelques centaines d’especes de baxtpathogenes ne constituent qu'une tres
faible minorité de I'immense monde bactérien. Ttite du fait des maladies parfois graves

dont elles sont responsables, c’'est vers ces Exigathogénes que les microbiologistes ont
porté leur plus grand intérét. Les épidémies higties de peste ou de choléra - par exemple -

ont progressivement reculé dans les pays richascipalement grace aux progrés du
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diagnostic et de I'hygiéne mais aussi a la décdavdes antibiotiques. Elles ressurgissent
toutefois régulierement, notamment dans les paydegaloppement. Avec l'accroissement des
phénomenes de résistances aux antibiotiques, deeaox types d’épidémies, impliquant

I'expansion de clones de bactéries multi-résissar@emmencent a voir le jour et font craindre

gue les antibiotiques ne puissent pas constituesahution éternelle.

Parmi les bactéries pathogénes, quelques espenestsotement inféodées a 'homme et
aucun autre mode de vie ne leur est connu (par geeNeisseria gonorrhoeadagent
étiologique de la blennorragie). Néanmoins, la attipe ces bactéries pathogénes ne sont pas
des pathogenes obligatoires de I'homme. Certainestrd elles parviennent a 'homme a
I'issue d’'un cycle complexe impliquant d’autresdgtvertébrés et/ou invertébrés (par exemple
Yersinia pesti$agent étiologique de la peste). D’autres enfauyent avoir une vie en dehors
de toute espece hbéte et sont véhiculées par -\vantvdans - I'environnement (par exemple

Vibrio cholerael’agent étiologique du choléra).

Enfin, une méme bactérie pathogéne pourra, cheaingindividus d’'une population d’hétes,
provoquer une maladie sévere voire mortelle magsinfection bénigne voire inapparente chez
d’autres. Le nombre (dose infectante), la virulepiagre ou la voie par laquelle ce pathogene
est parvenu a infecter son hote font souvent pdegeéléments expliquant ce polymorphisme
clinique. Toutefois, I'état physiologique ou immtaiie de cet h6te, comme certains facteurs
génétiques, contribuent également a expliquer dédftrence de sensibilité.

Ainsi, lors de l'étude d’'une maladie humaine, arleana ou méme veégétale - d’origine
bactérienne, a coté des éléments liés a la via thadtérie dans son héte (pathogénie) et aux
facteurs qui lui sont propres et conduisent a l&adia (virulence ou pathogénicité), on voit la
nécessité d’intégrer dans les connaissances aracdeg éléments liés a la vie de la bactérie
pathogene hors de son hote d'intérét, tout comnsefaeteurs expliquant ou prédisant la
sensibilité individuelle de I'hdte (Waldvogel 2004)

Le premier modéle sur lequel jai travaillé, aunseie I'Institut Francais de Recherche et
d’Exploitation de la Mer (IFREMER) était celui déxioses affectant les élevages de crevettes
Litopenaeus stylirostrign Nouvelle-Calédonie. Ces élevages se déroubarg des bassins a
fond de terre construits a l'arriere des mangrategui sont remplis d’eau de mer pompée a
proximité. LesVibrio sont des bactéries ubiquistes des écosystémessnedréstuariens et ont
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des modes de vie qui peuvent étre tres variésaggles / planctoniques, benthiques, formant
des biofilms a la surface de supports inertes obigmues a la surface d’animaux ou de
végeétaux marins. Certaines especed/iieio sont connues pour étre symbiotiques chez des
animaux marins et c’est également dans ce gentérimac que des phénomeénes tels que la
luminescence ou le quorum sensing ont été mis @terdse et le plus étudiés. Certaines
especes de ce genre ont des représentants qunterésen pouvoir pathogéne pour I’homme
ou les animaux marins. L&8brio développent également des formes de résistanciessdsmus

le nom d’états « viables non cultivables ».

Nous avons, pour étudier ces vibrioses, développ@ragramme pluridisciplinaire étudiant
non seulement legibrio pathogenes, mais également les facteurs liésravatte (physiologie

et génétique) et a I'écosysteme d’élevage. Lesatraxauxquels j'ai contribué sont présentés

sous forme d’articles.

Mon projet de recherche actuel concerne la leptospj une zoonose (maladie commune aux
humains et aux animaux) qui est contractée parithe aupres d’'un réservoir animal ou de
I'environnement. L'épidémiologie de cette maladactérienne comporte donc également une
forte composante environnementale. Cette maladieasactérise par un polymorphisme
clinique remarquable, allant de formes pseudo-giggp a guérison spontanée a des formes
graves, qui peuvent étre fatales. La sensibilitd’ltide apparait donc également comme un
élément majeur pour la compréhension de cette nealsidn projet de recherche propose donc
également une approche multifactorielle, abord&st guestions concernant le pathogéne, la
sensibilité de I'hdte et I'écologie de la bactédi@ns I'environnement. Les différents volets

ainsi que les travaux en cours dans ce cadre ¢resposeés.
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2005 :Passage en catégofiadre de Recherche Illde I'Institut Francais de Recherche
et d’Exploitation de la Me(I[FREMER) aprés examen d’un dossier personnel par un

jury externe.

1993-95 :Volontaire a l'aide technique au Centre Océanolagidu Pacifique (IFREMER) a
Tahiti en Pathologie des Pénéides :

Microbiologie marine, histologie, modélisations éxmentales d'infections, élevages
larvaires.
1990-93 : Gardes, remplacements et exercice en cliniquesinagit®s canines, rurales et
mixtes.

|.C. Formations suivies durant la vie professionnel le

2009 :Formation « Manager son équipe au quotidien » ifiagee).

2008 :Formation a la bio-informatique (4 jours de cour§e).

2001 :Cours de Microbiologie Générale de I'Institut Pastie Paris
(300 heures de conférences et de travaux pratgurekétude de la virulence chez les
Bacillus pathogénes). Mention TB (moyenne 17,33 / 20)axtsd 2 sur 24.

1998 : "Shrimp pathology short course” a I|'University Afizona : Monographie des
pathologies des crevettes d'élevage, anatomielpgtfoe, hybridationn situ...
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I.D. Production scientifique et indicateurs de noto riété

I.D.1. Reviewer d’articles, comités de lectures et  expertise de projets
+ Expert externe pour un projet repondant a I'appefre Europble Mer axe 1 « Génomique

Marine et Chimie bleue » de Mars 2008
+ Comité de lecture et comité éditorial de I'ouvrag®lectif : Herbland, A. Harache, Y.
(coord.) Santé de la crevette d’élevage en Nowgdliedonie. Editions Quae, 2008, 143
pages.
+ Reviewer pour des articles dans
Aquaculture (22 manuscrits entre 2007 et 2009)
Fish and Shellfish Immunology (1 manuscrit en 2007)
Diseases of Aquatic Organisms (2 manuscrits en)2007
FEMS Microbiology Ecology (2 manuscrits en 2002@09)
Journal of Microbiological Methods (2 manuscrits2808)
Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (1 maeritsen 2009)
Journal of Emergencies, Trauma, and Shock (1 mahesc2009)
BMC Genomics (1 manuscrit en 2009)
BMC Microbiology (1 manuscrit en 2010).

[.D.2. Theses

Thése vétérinaire :

Goarant C. (1998) Contribution a I"étude des pdjfria de mérous brung&pinephelus marginatiis
dans le bassin méditerranéen occidental par I"étludpolymorphisme enzymatique. These

pour le dipléme de docteur vétérinaire. 56 pages.

Thése de doctorat de sciences :
Goarant C. (2000) : Epidémiologie et facteurs dalehce des bactéries du geMierio responsables
de mortalité de crevettes d’élevage en Nouvell&é@atie. Perspectives de lutte. Thése pour le

dipléme de docteur vétérinaire. Thése de doct@a&alences. 174 pages.

|.D.3. Articles dans des revues a comité de lecture

Dans les listes ci-aprés apparaissngrasles thésards et post-docs encadrés ou co-encadres,
gras et italiqueles étudiants encadrés (stages, DEA, Masters)utresapersonnels en cours de
formation scientifique (VCAT).
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1. Berlioz-Arthaud A., Guillard B., Goarant C. & SopatheH., (accepté) Surveillance active de la
leptospirose humaine en milieu hospitalier au Caigbo Bulletin de la Société de Pathologie

Exotigue

2. Vernel-Pauillac F. & Goarant C. (2010) Differentiaftokine gene expression according to
outcome in a hamster model of leptospirosis. PLe§lécted Tropical Diseasdse582.

3. Walling E., Vourey E., Ansquer D., Beliaeff B. & @ant C. (2010)ibrio nigripulchritudo
monitoring and strain dynamics in shrimp pond sedits._Journal of Applied Microbiology
Sous presse.

4. Vernel-Pauillac F., Ratsima EH., Guillard B., Gawud R., Lethezer C., Hem S., Merien F., &
Goarant C. (2010) Correlation between antibiotisceptibilities and genotypes Meisseria
gonorrhoeadrom different geographical origins: determinamtsnitoring by real-time PCR as
a complementary tool for surveillance. SexuallynBraitted InfectionsSous presse.

5. Ko A., Goarant C. & Picardeau M. (2009) Leptostahe dawn of the genomic era. Nature
Reviews Microbiology7:736-47.

6. Goarant C., Laumond-Barny $erez J, Vernel-Pauillac F., Chanteau S. & Guigon A. (2009
Outbreak of leptospirosis in New Caledonia: Diagadéssues and Burden of Disease. Tropical
Medicine and International Health4: 926-929.

7. Vernel-Pauillac F., Hogan T., Tapsall J. & Goardht (2009). Quinolone-resistance in
Neisseria gonorrhoeaeRapid genotyping of QRDRs gyrA andparC genes by melting curve
analysis predicts susceptibility. Antimicrobial &gs and Chemothera®3(3): 1264-1267.

8. Page S. Vernel-Pauillac F.Q’'Connor O, Bremont S., Charavay F., Courvalin P., Goarant C.
& Le Hello S. (2008) RT-PCR detection giyrA and parC mutations fromStreptococcus
pneumoniaddNA extract. Antimicrobial Agents and Chemotherap3(11): 4155-4158.

9. Vernel-Pauillac F., Nandi S., Nicholas, RA. & Gaar&. (2008) Genotyping as a tool for
antibiotic resistance surveillance Nkisseria gonorrhoeaeé New Caledonia: evidence of a
novel genotype associated with reduced penicillisceptibility. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy52(9): 3293-300.

10. Goyard E., Goarant C., Ansquer D., Broutoi F., BRinde Decker S.Dufour R., Galinié C.,
Mailliez JR., Peignon JM., Pham D., Vourey E., Biatd. & Harache Y. (2008) A case study of
R&D for small isolated aquaculture industries: ganenanagement of the domesticated
Litopenaeus stylirostrishrimp population of New Caledonia. Aquaculturedpe 33(2):5-11.

11. de Lorgeril J., Gueguen Y., Goarant C., Goyard E., Mugnier Cevé&i J., Piquemal D. &
Bachere E. (2008). A relationship between antinti@iopeptide gene expression and capacity
of a selected shrimp line to survivé&/dorio infection._Molecular Immunology5: 3438-3445

12. Goyard E., Goarant C., Ansquer D., Brund® Decker S.Dufour R., Galinié C., Peignon JM.,
Vourey E., Harache Y. & Patrois J. (2008) Crossbieg of different domesticated lines as a
simple way for genetic improvement in small aquagel industries: Heterosis and inbreeding
effects on growth and survival rates in the Pacliloe shrimpLitopenaeus stylirostris
Aquaculture?78:43-50.

13. Reynaud Y, Saulnier D., Mazel D., Goarant &.Le Roux F. (2008) Correlation between the
detection of a plasmid and high virulenceMitbrio nigripulchrituda a pathogen of the shrimp
Litopenaeus stylirostrisApplied and Environmental Microbiology4: 3038-3047.

14. Mugnier C., Zipper E, Goarant C. & Lemonnier H. (2008) Combined effectexternal
ammonia and hypoxia on the blue shrilripppenaeus stylirostrisurvival and physiological
response in relation to molt stage. Aquacult@il, 398-407.

15. Goarant C.,Reynaud Y, Ansquer D.,de Decker S.& Mérien F. (2007). Sequence
polymorphism-based identification and quantificatmf Vibrio nigripulchritudo at the species
and subspecies level targeting an emerging clortbogan for cultured shrimp in New
Caledonia. Journal of Microbiological Methofg 30-38.
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16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Saulnier D.Reynaud Y, Arzul I., Miossec L., Le Roux F. & Goarant C. (A) Emergence de
maladies chez les organismes d'intérét aquacalelqaes scénarios illustrés d'exemples. INRA
Prod. Anim 20, 207-212.

Goarant C.,Reynaud Y, Ansquer D.,de Decker S. Saulnier D. & Le Roux F. (2006)
Virulence and molecular epidemiology ¥fibrio nigripulchritudo a pathogen for cultured
penaeid shrimp Litopenaeus stylirostrjs in New Caledonia._Systematic and Applied
Microbiology 29,570-580.

Goarant C., & Merien F. (2006). Quantification\iibrio penaeicidathe etiological agent of
Syndrome 93 in New Caledonian shrimp farming, bgl teme PCR using SYBR Green |
chemistry. Journal of Microbiological Methofg, 27-25.

Goarant C., Ansquer D., Herlin Dpmalain D, Imbert F. & de Decker S(2006) : “Summer
Syndrome” inLitopenaeus stylirostrisn New Caledonia: Pathology and epidemiology @& th
etiological agentyibrio nigripulchrituda Aquaculture253 105-113.

Lemonnier H., Bernard E., Boglio E., Goarant C. &ard J-C (2004) Influence of sediment
characteristics on shrimp physiology: pH as priacgffect. Aquaculture240,297-312.

Goarant C.Brizard R. & Marteau AL. (2000) A white spot disease-like dyome in the
Pacific blue shrimpl{itopenaeus stylirostr)sas a form of bacterial shell disease. Aquaculture
183,25-30.

Goarant C. & Boglio E. (2000) Changes in hemocybeints in the shrimg.itopenaeus
stylirostris subjected to sublethal infection and to vaccimatidournal of the World
Aquaculture Societ$1,123-129.

Goarant C.Herlin J., Brizard R, Marteau AL., Martin C. & Martin B (2000) Toxic ¢tors of
Vibrio strains pathogenic to shrimp. Diseases of Aquat@ganisms10,101-107

Saulnier D., Haffner P., Goarant C., Levy P. & AmsgD (2000) Experimental infection
models for shrimp vibriosis studies : a review. Aqulture191,133-144

Goarant C., Mérien F., Berthe F., Mermoud |. & Ratré® (1999) Arbitrarily Primed PCR to
type Vibrio spp pathogenic for shrimp. Applied and Environraémdicrobiology 65, 1145-
1151.

Goarant C.,Régnier F, Brizard R. & Marteau AL (1998) Acquisition of susceptibilitp
Vibrio penaeicidan Penaeus stylirostripostlarvae and juveniles. Aquacultug9,291-296.

Mermoud |., Costa R., Ferré O., Goarant C. & Haffige (1998) Syndrome 93 in New
Caledonian outdoor rearing pondsReénaeus stylirostrishistory and description of the three
major outbreaks. Aquacultud&4,323-335

[.D.4. Ouvrage

Goarant C., Harache Y., Herbland A. & Mugnier C0(2). Styli 2003. Trente ans de

crevetticulture en Nouvelle-Calédonie. Ifremer. éscte Colloques® 38. 280 pages.

I.D.5. Chapitres d’ouvrages, articles dans Actes de colloque

1.

Vernel-Pauillac F., Goursaud R., Merien F., NickoR., Tapsall J. & Goarant C. (2009)
Phenotypic and molecular study of antimicrobialgtesce inNeisseria gonorrhoeaeollected
by a New Caledonian sentinel network. In Proceediogthe Pacific Science Intercongress.
ISBN N°978-2-11-098964-2
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2. Goarant C., Vernel-Pauillac F., Guigon Aerez J. Brescia F., Picardeau M., Nato F. &
Chanteau S (2009) Leptospirosis as a major puleladtin concern in New Caledonia: the need
for a multidisciplinary approach. In Proceedingstlvé Pacific Science Intercongress. ISBN
N°978-2-11-098964-2

3. Majorel-Loulergue C., Maggia L., Wabete N., Goar@nt Lebrun M., Amir H. & Angue JC.
(2009) The regional genomic core research fadglitor life science in New-Caledonia « Plate-
Forme du Vivant de Nouvelle-Calédonie : PFV-NC” Bnoceedings of the Pacific Science
Intercongress. ISBN N°978-2-11-098964-2

4. Beliaeff B., Chim L., Della Patrona L., Goyard Herlin J., Labreuche Y., Walling E.,
Ansquer D., Brun P., Castex M., Coatanea D., Cesid@., De Lorgeril J., Dufour R., Frappier
J., Goarant C., Huber M., Lemaire P., Lemonnier ll&,Roux F., Loubersac L., Lucas R.,
Patrois J., Peignon J.-M., Pham D., Ramage Y.,&duB., Vic M., Vourey E., Wabete N.
(2009) DEDUCTION: A Research Project for Shrimp rRisrgy Sustainability in New
Caledonia. ISBN N°978-2-11-098964-2

5. Chim L., Goarant C., Lemonnier H., Mugnier C., W&bHl., Ansquer D., Brun P. & Lemaire
P. (2008) Le Syndrome 93. In « Santé de la crevB@ievage en Nouvelle-Calédonie ». Ed.
QUAE. ISBN-13 978-2-7592-0080-1

6. Goarant C., Lemonnier H., Mugnier @e Decker S.Courties C., Della Patrona L., Herbland
A., Herlin J.,Reynaud Y. & Ansquer D. (2008) Le Syndrome d’été. In « Saaeéa crevette
d’élevage en Nouvelle-Calédonie ». Ed. QUAE. ISBN-478-2-7592-0080-1

7. Goyard E., Chim L., Della Patrona L., Castex Mlie, Decker S.Goarant C., Herbland A.,
Patrois J., Pham D., Wabete N. & Brun P. (2008jiSoe la crise : recherche de solutions. In «
Santé de la crevette d’élevage en Nouvelle-CalédeniEd. QUAE. ISBN-13 978-2-7592-
0080-1

8. Herbland A., Goarant C., Goyard E., Chim L. & DdHlatrona L. (2008) Synthése. In « Santé
de la crevette d’élevage en Nouvelle-Calédonied» BJAE. ISBN-13 978-2-7592-0080-1

9. Lefévre J, Lemonnier H., Goarant C. & Blanchot J. (2004) ltion des paramétres physico-
chimiques et biologiques de bassins d’élevage devette soumis a deux régimes de
renouvellements en eau avant et pendant des nstale type « Syndrome 93 ». In : Styli
2003. Trente ans de crevetticulture en Nouvell&@aiie. Nouméa - Koné, 2-6 juin 2003. Ed.

Ifremer, Actes Colloq., 38. p 158-166. ISBN-10 £483-134-3

10. Goarant C., Herlin J., Ansquer Brizard R. & Marteau AL. (2004)Vibrio penaeicideet le
Syndrome 93 dans les fermes de crevettes de Net@alédonie : revue et perspectives. In:
Styli 2003. Trente ans de crevetticulture en Ndev€khlédonie. Nouméa - Koné, 2-6 juin
2003. Ed. Ifremer, Actes Collog., 38, 203-209. ISBN 2-84433-134-3

11. Goarant C., Herlin J., Ansquer Dlmbert F., Domalain D. & Marteau AL. (2004).
Epidémiologie deVibrio nigripulchritudo dans le cadre du Syndrome d'été : résultats
préliminaires du programme DESANS. In: Styli 200Bente ans de crevetticulture en
Nouvelle-Calédonie. Nouméa - Koné, 2-6 juin 2008. Eremer, Actes Collog., 38, 210-215.
ISBN-10 2-84433-134-3

12. Saulnier D., Goarant C., Charlier J., Ansquer Deyy} P., Labreuche Yde Lorgeril J.,
Bachére E., Aguirre-Guzman G. & Cochennec-Laureau(2004). Apports d’'un modele
d’infection expérimentale de crevettes naives piétude d’'une vibriose. In: Styli 2003. Trente
ans de crevetticulture en Nouvelle-Calédonie. Nauméoné, 2-6 juin 2003. Ed. Ifremer,
Actes Collog., 38, 216-222. ISBN-10 2-84433-134-3

13. Primot P.,Herlin J., Ferré O., Sadonés Hoomalain D. & Goarant C.(2004). Stratégies
d’épidémiosurveillance et d’épidémiovigilance ptaifiliere crevettes de Nouvelle-Calédonie :
présentation des résultats de la campagne 20031yh:2003. Trente ans de crevetticulture en
Nouvelle-Calédonie. Nouméa - Koné, 2-6 juin 2008. Eremer, Actes Collog., 38, 229-235.
ISBN-10 2-84433-134-3
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14.

15.

Goarant C., Lemonnier H., Mugnier C. & Herbland ®004). Synthése provisoire sur
I'approche pluridisciplinaire du syndrome d’étérqgramme DeSanS). In: Styli 2003. Trente
ans de crevetticulture en Nouvelle-Calédonie. Naumdoné, 2-6 juin 2003. Ed. Ifremer,
Actes Collog., 38, 255-260. ISBN-10 2-84433-134-3

Le Moullac G.,Phillip de Laborie L, Saulnier D., Goarant C. & Dehasque M. (1998)
Principles and problems involved in the evaluatidrimmunostimulants on juvenile shrimp.
Memorias IV Simposium Internacional de Nutricionuepla 15 al 18 de Noviembre de 1998,
La Paz, BCS, México, pp. 1-10.

[.D.6. Articles a destination des professionnels

1.

I.D.7.

Guigon A. & Goarant C. (2008). Pendant I'épidémeedgngue, n’oublions pas la leptospirose !
Bulletin Médical Calédonien et Polynésien, Numétopage 29. Mai 2008.

Vernel-Pauillac F., Goursaud R., Lethezer C.; Méiie & Goarant C. (2007) Gonococcies:
Peut-on encore préconiser la pénicilline ? Bulldiédical Calédonien et Polynésien, Numéro
49 Spécial IST, pages 11-13. Décembre 2007.

Patrois J., Goarant C., Goyard E., Harache Y., &rith & Bador R. (2007). Blue shrimp
guarantined in New Caledonia. Genetic variabilitpgram. Global Aquaculture Advocate
10(5), 90-92

Goyard E., Peignon JM., Vonau V., Goaranti@bert F, Pham D. & Patrois J (2004) Genetic
Improvement of Pacific Blue Shrimp Addresses Syn@ro93 in New Caledonia. Global
Aquaculture Advocate 7(2):86-87.

Lemonnier H., Bernard E., Boglio E., Goarant C. &cBard JC (2004) Sediment Quality
Affects Shrimp Physiology in New Caledonia Resealobal Aquaculture Advocate 7(5):86-
87.

Bador R. & Goarant C(2000) En Nueva Caledonia, una enfermedad comgigjaamardn
azul. Panorama Acuicola, May/june 2000, p.48.

Collogues, congrés, conférences et posters

Présentations orales

1.

Le Roux F, Labreuche Y, Xue H, Goarant C, IgbalMit M, Reynaud Y Saulnier D, Mangenot S,
Médigue C, Polz M, Waldor M & Mazel D. (2009) Moldar mechanisms in emergence of Vibrio
nigripulchritudo as a shrimp pathogen. Vibrio 20B% de Janeiro, Brazil, 4-6 Novembre 2009. Keynote
lecture. Book of abstract, page 48.

Majorel C., Maggia L., Wabete N., Goarant C., LebiM., Amir H. & Angue J-C. (2009) La Plate-
Forme du Vivant de Nouvelle-Calédonie : un outijiodal performant pour la recherche dans les
Sciences du Vivant. Eleventh Pacific Science lotargress, 02 — 06 March 2009, Tahiti — French
Polynesia. Book of abstracts page 65.

Goarant C., Vernel-Pauillac F., Guigon Rerez J, Brescia F., Picardeau M., Nato F. & Chanteau S.
(2009) Leptospirosis as a major public health com@ge New Caledonia: the need for a multidiscipina
approach. Eleventh Pacific Science Inter-congi@as; 06 March 2009, Tahiti — French Polynesia. Book
of abstracts page 74.

Goyard E., Ansquer D., Brun Rle Decker S.Dufour R., Goarant Cde Lorgeril J., Patrois J., Peignon
JM., Pham D. & Harache Y. (2005) : Breeding & Gé&®in the New Caledonian prawn industry based
on Litopenaeus stylirostris. Rideley Aqua-Feed falgin Prawn & Barramundi Conference. Brisbane,
Aot 2005.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Mugnier C., Patrois Jde Decker S& Goarant C. (2004) Interaction betwe¥ibrio infection and stress
on the blue shrimfpitopenaeus stylirostrisworld Aquaculture Society. Book of abstracts Aalstsian
Aquaculture 2004. p. 210.

Lemonnier H., Boglio E., Goarant C., Legrand A. &dbard J-C. (2004) Influence of sediment
characteristics on prawn physiology: pH as principffect. World Aquaculture Society Annual
Conference, Hawaii, Book of abstracts p. 346.

Goyard E., Peignon JM., Goarant Gnbert F., Pham D. & Patrois J. (2004) Selection for resistato
Vibrio penaeicidain the blue shrimpLitopenaeus stylirostrisBook of abstracts World Aquaculture
Society annual conference 2004. p. 235.

Goyard E., Coatanéa D., Goarant C., Peignon JMroiBal., Pham D. & Harache Y (2004) Integrating a
genetic approach into the new caledonian shrimpstrgl for biological and economical sustainability:
past, present and future. World Aquaculture SociBtyok of abstracts Australasian Aquaculture 2004.
p. 146.

de Lorgeril J., Janech M, Goarant C., Goyard E., Bo D., Xiang J., Tassanak#&jo Somboonwiwat
K., Bachere E. & Piqguemal D. (2004) Analyse of immawgene expression in shrimps: a tool for health
monitoring or genetic selection. European AquacaltBociety. Book of abstracts of the Aquaculture
Europe 2004, p. 284.

Goarant C., Lemonnier H., Mugnier C., Herbland AH&rache Y. (2003). A multidisciplinary approach
of the summer syndrome in New Caledonian shrimpnifag. World Aquaculture Society. Book of
abstracts Asian Pacific Aquaculture 2003. pp. 2883.

Saulnier D., Goarant C., Charlier J., Ansquer eyy.P., Labreuche Yde Lorgeril J., Bachére E.,
Aguirre-Guzman G. & Cochennec-Laureau N (2003)r&tsd’un modele d'infection de crevettes naives
par une bactérie pathogénébrio penaeicida: étude de la pathogénie ; confirmation et caresztton

de facteurs de virulence et recherche des mécasidmééfense de I'hdte. Colloque Styli 2003, 2i6 ju
2003, Nouméa, Nouvelle-Calédonie.

Primot P., Herlin J., Ferré O., Sadoneés Homalain D. & Goarant C. (2003) Stratégies
d’épidémiosurveillance et d'épidémiovigilance pola filiere crevette de Nouvelle-Calédonie
présentation des résultats de la campagne 200lq@el Styli 2003, 2-6 juin 2003, Nouméa, Nouvelle-
Calédonie.

Lefévre J, Lemonnier H., Goarant C. & Blanchot J. (2003) Ktion des paramétres biologiques et
physico-chimiques des bassins d'élevage de creagtat et pendant des mortalités de type syndrome
93. Colloque Styli 2003, 2-6 juin 2003, Nouméa, Melle-Calédonie.

Herbland A., Goarant C., Lemonnier H. & Mugnier(2003) Synthése sur I'approche pluridisciplinaire
du syndrome d’été (programme DeSpanColloque Styli 2003, 2-6 juin 2003, Nouméa, Nelle-
Calédonie.

Goarant C., Herlin J., Ansquer Dmbert F. et le personnel du LAC (2003) Epidémiologie \diério
nigripulchritudo dans le cadre du Syndrome d'été : résultats prieliles du programme DeSAn
Colloque Styli 2003, 2-6 juin 2003, Nouméa, Nouedllalédonie.

Goarant C., Herlin J. & Ansquer D (2008)brio penaeicidaet le Syndrome 93 dans les fermes de
crevettes de Nouvelle-Calédonie : revue et persmsctColloque Styli 2003, 2-6 juin 2003, Nouméa,
Nouvelle-Calédonie.

Goarant C., Lemonnier H., Mugnier C., Herbland AH&rache Y (2003) A multidisciplinary approach
of the summer syndrome in New Caledonian shrimpnifag. World Aquaculture Society. Book of
abstracts Asian Pacific Aquaculture 2003. pp. 2883.

AQUACOP, Cuzon G., Robin J., Goarant C. & Saulfie(1999) Incidence of red heads during shrimp
processing: a nutritional origin? Book of abstraatsrld Aquaculture Society annual conference (1999)
p.194.

Le Moullac G.,Phillip de Laborie L.& Goarant C. (1998) Principles and problems inedhin the
evaluation of immunostimulation on juvenile shrimplemorias IV Simposium Internacional de
Nutricién Acuicola 15 al 18 de Noviembre de 1998 ,Raz, BCS, México.

Le Groumellec M., Goarant C., Haffner P., BertheGosta R. & Mermoud | (1996) "Syndrome 93 in
New Caledonia" : Investigation of the bacterial biyyesis by experimental infections, with referetwe
stress-induced mortality. Book of abstracts, secoernational conference on the culture of Penaeid
prawns and shrimps, Seafdec. pp. 46-47.
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21. Le Groumellec M., Haffner P., Goarant & Berthe, F. (1995). Bacterial challenges on Pen&aiimp.
International Workshop on shell disease in manmneitebrates : environment-host-pathogen intemagtio
Brest, mars 1995 (Proceedings, p 29)

Posters

1. Guigon A., Vernel-Pauillac FPerez J. Chanteau S., & Goarant C. (2009) The 2008 lejrtosip
epidemic in New Caledonia: weather context, diagndsirden of disease and future research. Eleventh
Pacific Science Inter-congress, 02 — 06 March 20@$jti — French Polynesia. Book of abstracts page
289.

2. Goyard E., Goarant C., Brun P., Herlin J., PhamBgljaeff B., Harache Y., Loubersac L., & Patrais J
(2009) Genetic improvement strategy in small agltac industries : the New Caledonian shrimp
experience. Eleventh Pacific Science Inter-congrégs— 06 March 2009, Tahiti — French Polynesia.
Book of abstracts page 284.

3. Vernel-Pauillac F, Goursaud R, Mérien F, NicholgsTBpsall J, & Goarant C. (2009) Phenotypic and
molecular study of antimicrobial resistanceNeisseria gonorrhoeaeollected by a New Caledonian
sentinel network. Eleventh Pacific Science Intemgress, 02 — 06 March 2009, Tahiti — French
Polynesia. Book of abstracts page 290.

4. Nandi, S., Zhao, S., Vernel-Pauillac, F., Goarént& R. Nicholas. (2008). Identification of noveitrR
andpenBmutations inN. gonorrhoeagsolates from New Caledonia. Presented at the [béénnational
Pathogenic Neisseria Conference, Rotterdam, 7{if2isder 2008.

5. Walling E., Ansquer D., Vourey E., & Goarant C. (8) Shrimp pathogen detection in the farming
environment : Analysis of pond water and sedimemh@es using molecular tools. Book of abstracts
Seventh Symposium on Diseases in Asian AquaculB2-€6 june 2008, Taipei, Taiwan.

6. Reynaud Y, Saulnier D., Mazel D., Goarant C., & Le Roux B0@7) Identification of a plasmid
associated with virulence Mibrio nigripulchritudg a pathogen of the shrimptopenaeus stylirostris
Book of abstracts Vibrio 2007.

7. de Decker S.Ansquer D., & Goarant Q2006) Vibrio nigripulchritudg a pathogen of the cultured
shrimp in New Caledonia: virulence, physiology amidemiology. Poster, World Aquaculture Society,
Firenze, Book of Abstracts, p.228.

8. Reynaud Y, Saulnier D.,Goarant C., &Le Roux F. (2006) Molecular epidemiology ®fibrio
nigripulchritudo, a Litopenaeus stylirostrishrimp pathogen isolated in New Caledonia. Po$t&rnld
Aquaculture Society, Firenze, Book of Abstract3,7g.

9. Reynaud Y, Saulnier D., Goarant C., Faury N., & Le Roux Z0(@5) Searching for genetic markers of
virulence in Vibrio nigripulchritudg a Litopenaeus stylirostrisshrimp pathogen isolated in New-
Caledonia. Vibrio2005 November 7-8, 2005 Het P&stignt, Belgium. Book of abstracts pp 115-116.

10. Goarant C., Ansquer D., Herlin J., @ Decker S(2005) Epidemiology of two seasonal vibriosis in
New Caledonian shrimpLitopenaeus stylirostrjsgrowout ponds. Book of abstracts 6th Internationa
Crustacean Congress. pp. 182. University of Glasgditor. International Crustacean Council. 2005.

11. de Lorgeril J., Janech M, Goarant C., Goyard E., Bo D., Xiang J., Tassanak#&jo Somboonwiwat
K., Bacheére E., & Piqguemal D. (2004) Analyse of iomma gene expression in shrimps: a tool for health
monitoring or genetic selection. European Aquacalt8ociety. Book of abstracts of the Aquaculture
Europe 2004, p. 284.

12. Herbland A., Goyard E., Goarant C., Chim L., Lemient., Patrois J., Coatanea D., Herlin J., Harache
Y., & Martin JLM. (2004) : Aquaculture de crevettes durabilité : 'exemple Calédonien. Colloque
Bordeaux Aquaculture, septembre 2004.

13. Goarant C., Lemonnier H., Mugnier C., Herbland & Harache Y, (2004). Approche pluridisciplinaire
du syndrome d’été affectant la crevetticulture daiéenne dans le cadre du programme Desans. Assises
de la Recherche Frangaise dans le Pacifique, 2672004, Nouméa, Nouvelle-Calédonie.

14. Lemonnier H., Boglio E., Goarant C., Legrand A., @chard J-C. (2003) Influence of sediment
characteristics on shrimp physiology: pH as a ppiziceffect. Colloque Styli 2003, 2-6 juin 2003,
Nouméa, Nouvelle-Calédonie.

15. Goarant C., & Saulnier D. (1999). Syndrome 93 irwNealedonia: Research review and perspectives.
Book of abstracts World Aquaculture Society anragaiference (1999). p.289.
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19.

20.

21.

22.
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Saulnier D., Goarant C., Le Moullac G., Avarre J{evy P., & Ansquer D. (1999). Pathogenicity of
Vibrio penaeicidastrain AM 101 isolated from New Caledonia. Bookatistracts World Aquaculture
Society annual conference (1999). p.678.

Goarant C., Boglio E., Lemonnier H., & Della Patdn (1997). Shrimp disease "Syndrome 93" in New
Caledonia: The effects of water exchange rateshenbtcterial flora of shrimp ponds and on shrimp
survival; and selection of disease-resistant arim&reliminary results. Book of abstracts du céagte
I'EAS, Martinique, Mai 1997. p. 143

Goarant C., Mermoud I., Costa R., Haffner P., & Bode. (1996) Study of episodes of mortality
observed in reared Penaeus stylirostris since 19®8w Caledonia : I. Biotechnical impact and gross
signs in diseased prawns. Book of abstracts Wodda&ulture Society annual conference (1996). pp.
139-140.

Le Groumellec M., Goarant C., Haffner P., Mermoud& Costa R. (1996). Study of episodes of
mortality observed in reared Penaeus stylirosirises1993 in New Caledonia : IV. Investigation bét
bacterial hypothesis by experimental infectionsthwieference to stress-induced mortality. Book of
abstracts World Aquaculture Society annual confeegi996). pp. 144.

Boglio E. & Goarant C(1996). Haemolymph magnesium as a measure of ptwyt&ological stress in
wild broodstockPenaeus monodoand cultured broodstocRenaeus stylirostrisBook of abstracts,
second international conference on the cultureeofaeid prawns and shrimps, Seafdec. p 101.

Mermoud I., Costa R., Goarant C., & Haffner P. @R9Mortalities observed in cultured Penaeus
stylirostris in New Caledonia. Book of abstractscand international conference on the culture of
Penaeid prawns and shrimps. Book of abstracts,ndeatternational conference on the culture of
Penaeid prawns and shrimps, Seafdec. p 45.

Le Groumellec M., Goarant C., Haffner P., BertheGosta R., & Mermoud I. (1996) "Syndrome 93 in
New Caledonia" : Investigation of the bacterial bipesis by experimental infections, with referetwe
stress-induced mortality. Book of abstracts, sedoternational conference on the culture of Penaeid
prawns and shrimps, Seafdec. pp. 46-47.

Rapports de projets et rapports références

Gourinat AC,Perez J Guigon A, Goarant C. (2010) Bilan de la surveitla de la leptospirose en
Nouvelle-Calédonie et la région du Pacifique insalaannée 2009. in Rapport annuel 2008 d’activités
du Centre National de Référence de la Leptospirose.

Guigon A, Goarant C. (2009) Bilan de la surveillarde la leptospirose en Nouvelle-Calédonie et la
région du Pacifique insulaire, année 2008. in Répponuel 2008 d'activités du Centre National de
Référence de la Leptospirose.

Le Roux F, Nicolas JL, Goarant C, Saulnier D, JAcdPaillard C, & Mazel D. (2007\pproches de

génomique soustractive et de post-génomique pour lidentification de genes de virulence de VVibrio

pathogénes d’espéces aquacoles. Rapport final du contrat GIS génopole ouest (200873, 40 p.

Goyard E, Goarant C, Ansquer D, Broutoi F, Brurd®,Decker SDufour R, Galinié C, Mailliez JR,
Peignon JM, Pham D, Vourey E, Harache Y, & Patdoi2007) Introduction en Nouvelle-Calédonie de
la souche de crevetlgatopenaeusstylirostris domestiqguée a Hawaii : Bilan de I'opération apiésx
années de testage de performances des crevetigsedegénétiques « Calédoniennes», « Hawaiiennes »
et « Hybrides ». Rapport Scientifique et Technifremer/DAC/RST 2007-01.

Le Roux F, Saulnier D, Nicolas JL, Paillard C, GodrC, Faury N, Garnier M, & Ansquer D (2004)
Développement d'une collection de vibrions pathegédiespéces marines d'intérét aquacole. Rapport
Interne IFREMER DRV / RST / RA. Rapport de fin dmtrat d'une opération financée par un contrat du
Ministére de la Jeunesse, de 'Education et desizhBrche, Décision d’aide n°02G0643.

Goarant C, Herlin J, Ansquer CDomalain D, Imbert F, & Marteau AL. (2003). Bases des
connaissances sur I'épidémiologie\dbrio nigripulchritudg agent étiologique du Syndrome d'été chez
les crevettes d'élevage en Nouvelle-Calédonie. &appREMER DRV/RST/RA/LAC 2003-02.

Goyard E, Goarant C, Bacheredg Lorgeril J, Mugnier C, Ansquer D, Broutoi F, Brun Pnbert F,
Justou C, Mailliez JR, Patrois J, Pham D, & Peigdbh (2003). Amélioration génétique expérimentale
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10.

11.

12.

13.

14.

de la crevette d'élevage de Nouvelle-Calédonidecdién d’'une population de. stylirostrisrésistante a
la bactérie pathogeénébrio penaeicidaRapport IFREMER DRV/RST/RA/LAC 2003-14.

Goyard E, Arnaud S, Vonau V, Bischoff V, Mouchel Gpguenheim J, Goarant C, Pham D &
AQUACOP (2002) Evaluation de la variabilité génégqdeP. stylirostris disponible en Nouvelle-
Calédonie. Rapport IFREMER DRV/RST/RA/COP 2002-02.

Présentations a workshops / groupes de trava il

Goarant C, & Gourinat AC. (2010) La surveillance dela leptospirose
en Nouvelle-Calédonie et les activités de recherghBIPNC. Atelier des territoires Francais du
Pacifique, Nouméa, 22-25 février 2010.

Goarant C, & Gourinat AC. (2010) Les outils diagimpses de la leptospirose. Atelier des territoires
Francais du Pacifique, Nouméa, 22-25 février 2010.

Goursaud R, Goarant C, & Gourinat AC. (2009) Pandéta Grippe A/H1N1v et réle du laboratoire de
référence : Lecons apprises en Nouvelle-Calédagmglgnt I'hiver Austral. Communication orale a « IP
H1N1v meeting: HIN1 what is at stake? ». 3 & 4 Spfitre 2009, Institut Pasteur de Paris.

Goarant C,Reynaud Y, Ansquer D,de Decker S & Merien F (2007) The multiple challenges for
qguantifying pathogenic Vibrios in a marine aquaatdtsystem. Roche User Group, Taupo, New Zealand,
1-3 november 2007.

Goarant Cde Decker SAnsquer D et coll. (2006) : Travaux en patholadgas le cadre du programme
DeSanS. Communication orale a I'Atelier de Bilaisghthese des Travaux de Recherche Aquacole.

Goarant Cde Decker SAnsquer DReynaud Y, & Herlin J (2006) : Proposition d'un programme de
surveillance deVibrio nigripulchritudo et du Syndrome d'été dans les fermes de grossisgede
crevettes de Nouvelle-Calédonie. Communicationeodal’ Atelier de Bilan et Synthése des Travaux de
Recherche Aquacole.

de Decker S Ansquer D, Goyard E, & Goarant Q005) Virulence specificity ofVibrio
nigripulchritudo a pathogen for farmed shrimp in New CaledoniaPNdt Newletter 23, lettre
d’information du programme européen Disease InteEnag and Pathogen exchange between farmed and
wild aguatic animal populations, a european NETwork 2 pages.
(http://www.dipnet.info/newsletters/NL_23.pJf

Goarant C, Ansquer D, Pham D, & Mailliez JR (20B&)ching-Survival rates of Litopenaeus stylirostris
exposed to different concentrations of Antimicréliteptides. EC project Immunaqua final meeting,
Montpellier, 1-2 Juillet 2005.

Goarant C, Ansquer Qe Decker & Herlin J. (2005) : Développement des Vibrio fgines dans le
milieu — épidémiologie. Atelier « Ecosystémes eév@tticulture en Nouvelle-Calédonie», 22-24 Juin
2005, IRD Nouméa. Communication orale.

Goyard E, Goarant C, Ansquer D, Brund® Decker $Patrois J, Peignon JM, & Pham D. (2005)
Survival in rearing ponds affected by the « Synd¥o®3 » as a selection criteria in the blue shrimp
Litopenaeus stylirostrisEC project Immunaqua final meeting, Montpellies2 Juillet 2005.

Goarant C, Ansquer D, Pham D, & Mailliez JR (20@3atching-Survival rates of.itopenaeus
stylirostris exposed to different concentrations of AntimiceddPeptides. EC project Immunaqua final
meeting, Montpellier, 1-2 Juillet 2005.

Goarant C, Ansquer Dle Decker S& Herlin J (2005) Développement des Vibrio patbogs dans le
milieu — épidémiologie. Atelier « Ecosystemes etv@tticulture », 22-24 Juin 2005, IRD Nouméa.

Paillard C, Goulletquer P, Vigneule M, Nicolas Jeparant C, & Le Roux F (2004) le CRB :
Constitution d’'une Collection de bactéries path@ged 'espéces marines aquacoles (Financements
CNRS, Ministére de la Recherche et Ifremer (2002420 Pérennisation de la collection aprés
accomplissement du projet. Présentation a la Cogiomis/alorisation sur les projets souchotheques de
I"UEM-UBO. Novembre 2004.

Le Groumellec M, Haffner P, Goarant C, & Berthe1®95) Bacterial challenges on Penaeid Shrimp.
International Workshop on shell disease in manmneitebrates : environment-host-pathogen intemagctio
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Brest, mars 1995.

1.D.10. Recherches de financement

2009. Goarant C (coordinateur) Mise en place d’'un grodperecherche sur la leptospirose dans le
RIIP : méthodes diagnostiques, importance en spabfique. Demande de financement a la
Direction des Affaires Internationales de I'InstiRasteur. Financement obtenu.

2008. Goarant C (coordinateur) Mise au point et valolatd’'un Test de Diagnostic Rapide de la
Leptospirose. Demande de financement au Secrétfitat a I'Outre Mer. Financement obtenu.

2008. Goarant C (coordinateur) Mise au point et valolatd’'un Test de Diagnostic Rapide de la
Leptospirose. Demande de financement a la Direclies Affaires Internationales de I'Institut
Pasteur, appel d'offre ACIP 2008. Financement abten

2008.Goarant C (coordinateur) Opportunités et bénéfimssibles de I'acquisition d'une plateforme de
PCR quantitative a débit accru pour les activittsanté publique et de recherche. Financement
obtenu.

2006. Goarant C (coordinateur) Purification et carastiion d’exotoxines d¥ibrio pathogénes de
crevettes en Nouvelle-Calédonie. Demande de firmaeneau Secrétariat d’Etat & I'Outre Mer.
Financement obtenu.

2000. Goarant C (coordinateur) Recherche de bactérigshagsociés au¥ibrio pathogenes de
crevettes. Collaboration avec la James Cook Uriiyer$ownsville, Queensland, Australia.
Demandes de financements au Fonds Pacifique eAgerite Francaise de Développement.

Financements obtenus.

|.E. Collaborations

La plupart des travaux menés m’ont amené a étalelg collaborations externes a mon

laboratoire d’affectation. Parmi les collaborateyes ne citerai ici que les responsables

d’équipes, méme si le travail mené avec ces équippkquait un nombre plus important de

personnes :

Au cours de mon affectation a I'lfremer :

« Dr E. Bachere, Ifremer, CNRS, Université de Morlipell, UMR 5119 Ecosystémes Lagunaires,
Montpellier, France.

- Dr F. Berthe, Ifremer, Laboratoire Génétique ethBlaigie et Laboratoire de Référence de I'OIE
sur les maladies des Mollusques, La Tremblade,certan

« Dr F. Le Roux, Ifremer, Laboratoire Génétique ethBlngie, La Tremblade, France puis Unité
Plasticité du Génome Bactérien, CNRS URA 2171jtliridPasteur, Paris, France.
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Au

Pr D. Lightner, Aquaculture Pathology Laboratoryepartment of Veterinary Science and
Microbiology, University of Arizona, et Laboratoide Référence de I'OIE sur les maladies des
Crustacés, Tucson, Arizona, USA.

Dr D. Mazel, Unité Plasticité du Génome Bactéri@RS URA 2171, Institut Pasteur, Paris,
France.

Dr F. Mérien, Institut Pasteur de Nouvelle-Caléédoni

Pr L. Owens, School of Veterinary and Biomedicae8ces, James Cook University, Townsville,
Queensland, Australia.

Dr P. Pérolat, Institut Pasteur de Nouvelle-Caléelon

Dr D. Saulnier, Ifremer, Centre Océanologique duifRpie, Vairao, Tahiti, Polynésie Francaise

puis Laboratoire Génétique et Pathologie, La Trewhs| France.

cours de mon affectation a I'Institut PasteuiNieivelle-Calédonie :

A Amadou, CERMES, Institut membre du Réseau Inteznal des Instituts Pasteur, Niamey,
Niger.

Dr Franck BERGER unité d’épidémiologie, InstitusRair de Guyane

Dr Pascal Boisier, laboratoire d’épidémiologie etsainté publique, Centre Pasteur du Cameroun
F. Brescia, Institut Agronomique néo-Calédonien.

Dr B. Guillard, Institut Pasteur du Cambodge.

Dr S. Guyomard-Rabenirina, laboratoire d’analysiedogiques et médicales, Institut Pasteur de
Guadeloupe

Dr A. Ko, Médecin chercheur, Weill Medical Collegé Cornell University, New York, USA et
Oswaldo Cruz Foundation, Salvador, Brésil

Dr K. Kouadio, Médecin Environnementaliste, IndtRasteur de Cote d’lvoire

Dr F. Nato, Institut Pasteur, Plateforme 5 Modutedpction d’Anticorps Monoclonaux, Paris,
France.

Pr R. Nicholas, University of North Carolina at @ke&Hill, North Carolina, USA.

Dr M. Picardeau, Institut Pasteur de Paris, Un@diblogie des Spirochetes et Centre National de
Référence de la leptospirose.

Dr A. Talarmin, Institut Pasteur de Madagascar.

Pr J. Tapsall, WHO Collaborating Centre for STD ati¥, Department of Microbiology, The

Prince of Wales Hospital, Sydney, Australia.

Ces collaborations se sont parfois faites dansabirec de projets ayant donné lieu a des

financements spécifiques et ayant conduit a laatémade rapports de contrats. Parmi ceux-ci,

je citerai les suivants :
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2009-2011Programme &lise en place d’'un groupe de recherche sur la $pptose dans le RIIP :
méthodes diagnostiques, importance en santé pebliguCollaborations avec le Centre
National de Référence de la Leptospirose, 'unitddgjie des Spirochetes de I'lP Paris et 5
instituts du Réseau International des Institutstdems (Cambodge, Cameroun, Cote
d’'lvoire, Guyane et Guadeloupe) pour mettre en glat standardiser les techniques
diagnostiques (sérologiques te moléculaires) dedeospirose. Coordination des actions,
référence pour le diagnostic moléculaire et retetiavec la Direction des Affaires
Internationales de I'Institut Pasteur, bailleurmptogramme.

2008-2009.Programme « Mise au point et validation d'un TéstDiagnostic Rapide de la
Leptospirose ». Collaborations avec le Centre Matiale Référence de la Leptospirose,
I'unité Biologie des Spirochetes de I'lP Paris,n@dule « production d’anticorps » de la
plateforme 5 de I'lP Paris et le CERMES, institiganien membre du Réseau International
des Instituts Pasteur. Coordination des actioneelations avec le Secrétariat d’Etat a
I'Outre Mer et la Direction des Affaires Internateles de I'Institut Pasteur, bailleurs du
programme.

2008-2009.ACIP « Mutations ponctuelles au sein des gépesA et penA de Neisseria
gonorrhoeaeliées a une sensibilité diminuée a la pénicillinenise en place d'une
surveillance moléculaire par PCR en temps réel gausieurs zones géeographiques. ». Ce
projet a été initié et coordonné par le LRB deNI® Collaborations avec I'lP Madagascar
et 'lP Cambodge, relations avec la Direction dd$aifes Internationales de l'Institut
Pasteur, bailleur du programme.

2003-2006. DéSanS : Défi Santétylirostris: Programme de recherche quadriennal de
I'lfremer-Nouvelle-Calédonie visant a comprendrgetvenir les phénomenes de mortalité
saisonniere des crevettes d'élevage. Coordinaties aktions liées a la collecte et
I'archivage de souches issues des crustacés.

2002-2005 Programme Européen : Immunaqua INCO-DEV (ICA9®00236)
"Antimicrobial immune effectors in marine invertabes: characterisation and application
for disease control in aquaculture". Coordinatiogs cactions de I'lfremer Nouvelle-
Calédonie dans le cadre de ce programme.

2002-2004.Approches de génomique soustractive et de posirgiguie pour l'identification
de genes de virulence débrio pathogenes d’espéces aquacoles. GIS "Institutade |
Génomique Marine". Coordination des actions corarnes Vibrio pathogenes de
crevettesy. penaeicidatV. nigripulchrituda

2002-2004.CRB : Développement d'une collection de vibrioashpgenes d'espéces marines
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d'intérét aquacole. Demande de financement paontrat du Ministére de la Jeunesse, de
I'Education et de la Recherche. Coordination dé®mas liées a la collecte et I'archivage de
souches issues des crustaces.

2002. Recherche de bactériophages associés a la vieulegmez lesVibrio pathogenes des
crevettes d’élevage en Nouvelle-Calédonie. Collatiam Ifremer Nouvelle-Calédonie et
James Cook University, Townsville, Australia. Finament par le Fonds Pacifique et

I’Agence Francaise de Développement.
|.F. Encadrement et enseignement

I.F.1. Encadrement d’équipes de recherche

Au cours de mon activité professionnelle a I'lfrenj&@i encadré une équipe composée de 2 a
5 titulaires (cadres débutants, techniciens supésiéngénieur) incluant 5 Volontariats Civils a
I’Aide Technique, ainsi qu’un certain nombre degsaes (cf. infra). J'ai par ailleurs assuré la
mise en place d'un réseau d’épidémiosurveillanceladdiliere aquacole de crevettes en
Nouvelle-Calédonie et assuré le transfert de gaoresbilité a I'ingénieur en charge de cette
tache pour I'lfremer.

Depuis mon affectation a I'Institut Pasteur de NallesCalédonie, j'encadre une petite équipe
de recherche (une ingénieure et une Volontairel€Cavi’Aide Technique de niveau Master 2)
et accueille au sein de 'unité une Volontaire @i I'Aide Technique de I'lfremer détachée a
4/5° de temps a I'Institut Pasteur. En relation avepHarmacienne biologiste responsable du
secteur, je participe a I'encadrement des deuwnteigmnes en charge du diagnostic biologique
de la leptospirose. Enfin, en tant que responsdibiaté, jassure un réle de référent dans le

domaine de la biologie moléculaire au sein de fitnsPasteur de Nouvelle-Calédonie.

Production scientifique associant les jeunes scient ifiques encadrés dans ce contexte (en gras) :
Articles dans des revues a comité de lecture

1. Goarant C., Laumond-Barny erez J, Vernel-Pauillac F., Chanteau S. & Guigon A. (2002itbreak
of leptospirosis in New Caledonia: Diagnosis issaed Burden of Disease. Tropical Medicine and
International Healthl4: 926-929.

2. Page S., Vernel-Pauillac F3’Connor O., Bremont S., Charavay F., Courvalin P., Goarant&CLe
Hello S. (2008) RT-PCR detection gyrA and parC mutations fromStreptococcus pneumoni@ENA
extract._ Antimicrobial Agents and Chemotherap®(11): 4155-4158.

3. Mugnier C.,Zipper E., Goarant C. & Lemonnier H. (2008) Combined effecesfernal ammonia and
hypoxia on the blue shrimpitopenaeus stylirostrisurvival and physiological response in relation to
molt stage. Aquacultur@74,398-407.

4. Goarant C., Reynaud Y., Ansquer Be Decker S.& Mérien F. (2007). Sequence polymorphism-based
identification and quantification ofibrio nigripulchritudo at the species and subspecies level targeting
an emerging clone pathogen for cultured shrimp éwNCaledonia. Journal of Microbiological Methods
70, 30-38.

5. Goarant C., Reynaud Y., Ansquer @de Decker S, Saulnier D. & Le Roux F. (2006) Virulence and
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molecular epidemiology dfibrio nigripulchritudg a pathogen for cultured penaeid shrimhjppopenaeus
stylirostris) in New Caledonia. Systematic and Applied Micrdbgy 29,570-580.

6. Goarant C., Ansquer D., Herlin JQomalain D. Imbert F. & de Decker S. (2006) : “Summer
Syndrome” inLitopenaeus stylirostrin New Caledonia: Pathology and epidemiology &f ¢tiological
agent,Vibrio nigripulchrituda Aquaculture253 105-113.

7. Goarant C.Brizard R. & Marteau AL. (2000) A white spot disease-like dymme in the Pacific blue
shrimp (itopenaeus stylirostrjsas a form of bacterial shell disease. Aquaculti®® 25-30.

8. Goarant C.Herlin J., Brizard R., Marteau AL., Martin C. & Martin B (2000) Toxic ¢tors ofVibrio
strains pathogenic to shrimp. Diseases of Aquatga@isms10,101-107

9. Goarant C.,Régnier F, Brizard R. & Marteau AL (1998) Acquisition of susceptibilityo Vibrio
penaeicidan Penaeus stylirostripostlarvae and juveniles. Aquacultur@9,291-296.

Chapitres d’ouvrages, articles dans Actes de colloq ue

1. Goarant C., Vernel-Pauillac F., Guigon Rerez J, Brescia F., Picardeau M., Nato F. & Chanteau S
(2009) Leptospirosis as a major public health com@e New Caledonia: the need for a multidiscipiina
approach. In Proceedings of the Pacific Scienardongress.

2. Lefévre J, Lemonnier H., Goarant C. & Blanchot J. (2004) ltion des paramétres physico-chimiques
et biologiques de bassins d’élevage de crevettmisoa deux régimes de renouvellements en eau avant
et pendant des mortalités de type « Syndrome 98 ».Styli 2003. Trente ans de crevetticulture en
Nouvelle-Calédonie. Nouméa - Koné, 2-6 juin 2008. Eremer, Actes Collog., 38. p 158-166

3. Goarant C., Herlin J., Ansquer RBrizard R. & Marteau AL. (2004)Vibrio penaeicidaet le Syndrome
93 dans les fermes de crevettes de Nouvelle-Calkédaavue et perspectives. In: Styli 2003. Trearis
de crevetticulture en Nouvelle-Calédonie. Noum&ané, 2-6 juin 2003. Ed. Ifremer, Actes Collog., 38
203-209.

4. Goarant C., Herlin J., Ansquer Dmbert F., Domalain D. & Marteau AL. (2004). Epidémiologie de
Vibrio nigripulchritudo dans le cadre du Syndrome d'été : résultats pnéfimes du programme
DESANS. In: Styli 2003. Trente ans de crevettia@tan Nouvelle-Calédonie. Nouméa - Koné, 2-6 juin
2003. Ed. Ifremer, Actes Collog., 38, 210-215.

5. Primot P., Herlin J., Ferré O., Sadonés HDomalain D. & Goarant C. (2004). Stratégies
d’épidémiosurveillance et d'épidémiovigilance pola filiere crevettes de Nouvelle-Calédonie :
présentation des résultats de la campagne 2003tyih2003. Trente ans de crevetticulture en Ndave
Calédonie. Nouméa - Koné, 2-6 juin 2003. Ed. lfremetes Collog., 38, 229-235.

6. Le Moullac G.,Phillip de Laborie L., Saulnier D., Goarant C. & Dehasque M. (1998) ¢ipies and
problems involved in the evaluation of immunostianik on juvenile shrimp. Memorias IV Simposium
Internacional de Nutricion Acuicola 15 al 18 de Monbre de 1998, La Paz, BCS, México, pp. 1-10.

Articles a destination des professionnels

1. Goyard E., Peignon JM., Vonau V., Goarant [npert F., Pham D. & Patrois J (2004) Genetic
Improvement of Pacific Blue Shrimp Addresses Synird®3 in New Caledonia. Global Aquaculture
Advocate 7(2):86-87.

Colloques, congres, conférences : Présentations ora  les

1. Goarant C., Vernel-Pauillac F., Guigon Rerez J, Brescia F., Picardeau M., Nato F. & Chanteau S.
(2009) Leptospirosis as a major public health com@ég New Caledonia: the need for a multidisciptina
approach. Eleventh Pacific Science Inter-cong@3s; 06 March 2009, Tahiti — French Polynesia. Book
of abstracts page 74.

2. Mugnier C., Patrois Jde Decker S.& Goarant C. (2004) Interaction betwe¢ibrio infection and stress
on the blue shrimfpitopenaeus stylirostrisworld Aquaculture Society. Book of abstracts Aalstsian
Aquaculture 2004. p. 210.

3. Goyard E., Peignon JM., Goarant Gnbert F., Pham D. & Patrois J. (2004) Selection for resistato
Vibrio penaeicidain the blue shrimpLitopenaeus stylirostrisBook of abstracts World Aquaculture
Society annual conference 2004. p. 235.

4. Primot P., Herlin J., Ferré O., Sadonés Hpmalain D. & Goarant C. (2003) Stratégies
d’épidémiosurveillance et dépidémiovigilance pola filiere crevette de Nouvelle-Calédonie
présentation des résultats de la campagne 200lq@el Styli 2003, 2-6 juin 2003, Nouméa, Nouvelle-
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Calédonie.

Lefévre J,, Lemonnier H., Goarant C. & Blanchot J. (2003) tion des parametres biologiques et
physico-chimiques des bassins d’élevage de creagtiat et pendant des mortalités de type syndrome
93. Collogue Styli 2003, 2-6 juin 2003, Nouméa, Melle-Calédonie.

Goarant C., Herlin J., Ansquer Dmbert F. et le personnel du LAC (2003) Epidémiologie \dierio
nigripulchritudo dans le cadre du Syndrome d'été : résultats prélires du programme DeS&n
Colloque Styli 2003, 2-6 juin 2003, Nouméa, Nouwellalédonie.

Le Moullac G.,Phillip de Laborie L. & Goarant C. (1998) Principles and problems inedhin the
evaluation of immunostimulation on juvenile shrimplemorias IV Simposium Internacional de
Nutricion Acuicola 15 al 18 de Noviembre de 1998,Raz, BCS, México.

Colloques, congres, conférences : Posters
1. Guigon A., Vernel-Pauillac FPRerez J, Chanteau S., & Goarant C. (2009) The 2008 lejrtos

epidemic in New Caledonia: weather context, diagndsirden of disease and future research. Eleventh
Pacific Science Inter-congress, 02 — 06 March 20@%ijti — French Polynesia. Book of abstracts page
289.

de Decker S, Ansquer D., Goarant ¢2006)Vibrio nigripulchritudg a pathogen of the cultured shrimp
in New Caledonia: virulence, physiology and epiddogy. Poster, World Aquaculture Society, Firenze,
Book of Abstracts, p.228.

Goarant C., Ansquer D., Herlin J., @ Decker S.(2005) Epidemiology of two seasonal vibriosis in
New Caledonian shrimplLitopenaeus stylirostrjsgrowout ponds. Book of abstracts 6th Internationa
Crustacean Congress. pp. 182. University of Glasgditor. International Crustacean Council. 2005.

Rapports de projets et rapports référencés

1.

Goarant C, Herlin J, Ansquer Domalain D, Imbert F, & Marteau AL. (2003). Bases des
connaissances sur I'épidémiologie\dbrio nigripulchritudg agent étiologique du Syndrome d'été chez
les crevettes d'élevage en Nouvelle-Calédonie. &PREMER DRV/RST/RA/LAC 2003-02.

Goyard E, Goarant C, Bachére E, de Lorgeril J, Nerg@&, Ansquer D, Broutoi F, Brun Bnbert F,
Justou C, Mailliez JR, Patrois J, Pham D, & Peigdbh (2003). Amélioration génétique expérimentale
de la crevette d'élevage de Nouvelle-CalédonidecEién d’'une population de. stylirostrisrésistante a

la bactérie pathogenébrio penaeicidaRapport IFREMER DRV/RST/RA/LAC 2003-14.

Présentations a workshops / groupes de travalil :

1.

Goarant C,Reynaud Y, Ansquer Dde Decker S & Merien F (2007) The multiple challenges for
qguantifying pathogenic Vibrios in a marine aquaatdtsystem. Roche User Group, Taupo, New Zealand,
1-3 november 2007.

Goarant Cde Decker S Ansquer D et coll. (2006) : Travaux en patholodges le cadre du programme
DeSanS. Communication orale a I'Atelier de Bilarsghthése des Travaux de Recherche Aquacole.
Goarant Cde Decker S Ansquer D,Reynaud Y, & Herlin J (2006) : Proposition d'un programme de
surveillance deVibrio nigripulchritudo et du Syndrome d'été dans les fermes de grossisgede
crevettes de Nouvelle-Calédonie. Communicationecdal’ Atelier de Bilan et Synthése des Travaux de
Recherche Aquacole.

de Decker S Ansquer D, Goyard E, & Goarant @005) Virulence specificity ofVibrio
nigripulchritudo, a pathogen for farmed shrimp in New CaledoniaPNdt Newletter 23, lettre
d’information du programme européen Disease InteEnag and Pathogen exchange between farmed and
wild aquatic animal populations, a european NETwork 2 pages.
(http://www.dipnet.info/newsletters/NL_23.pJf

Goarant C, Ansquer Qe Decker S & Herlin J. (2005) : Développement des Vibriolpagénes dans le
milieu — épidémiologie. Atelier « Ecosystémes ee@tticulture en Nouvelle-Calédonie», 22-24 Juin
2005, IRD Nouméa. Communication orale.
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I.F.2. Encadrement de Masters (DEA, DESS)

1997
Jérome LefévreDESSEnvironnement, Sols, Eaux continentales et Eauxirids, Université
de Caen et Rouen. Co-encadrement avec I'équipecemament de I'lfremer et 0J. Blanchot,
IRD Nouméa.
Leféevre J. (1997). Dynamigue des communautés phytoplanctesiqdans des bassins
d'élevage de crevettes en saison froide, en relatiec les épisodes de mortalité du ” syndrome
93 “. Rapport de stage du DESS Environnement, &adsx continentales et Eaux Marines,
Université de Caen et Rouen. 140 p.
Patrick Lapouyade, DESS Exploitation des ressources vivantes cotiéres, tabwe de
biologie et biotechnologies marines, Université @aen. Co-encadrement avec |'équipe
écloserie de I'lfremer.
Boher F, Cadet P, &apouyade P.1996. Etude bibliographique sur les pathologiespinéides
: description des pathologies/systéme immunitaiopipylaxie et diagnostic. DESS "Exploitation
des ressources vivantes cotieres”, Laboratoireiaedie et biotechnologies marines, Université
de Caen, 87 pp.
Lapouyade P. 1996. Recherches d'accompagnement en zootecheweties et conditions
favorisantes du syndrome 93. Validation d'un nowagibiotique en élevage larvaire. DESS
"Exploitation des ressources vivantes cotieres"bokatoire de biologie et biotechnologies

marines, Université de Caen, 67 pp + annexes.

2004
Yann Reynaud DEA Océanologie Biologique et Environnement Marin. @isren 2004. Co-
encadrement avec JL Nicolas du Laboratoire de Bloggie des Invertébrés de I'lfremer de
Brest et I'équipe écloserie de I'lfremer de Nougdllalédonie.

Reynaud, Y. (2004) : Utilisation de bactéries probiotiques acmnsubstituts aux antibiotiques,

en élevage larvaire de crevetitopenaeus stylirostris34 pages.

Sophie de DeckeDEA Exploitation Durable des Ecosystemes - Univerd#gd.a Rochelle. 5
mois en 2004. Co-encadrement avec les équipesgibgs et génétique de l'lfremer de
Nouvelle-Calédonie.
de Decker, S(2004) Résistance de la crevdtitopenaeus stylirostris la bactérie pathogene
Vibrio penaeicida: Physiologie, immunologie et pathologie comparééame population
sélectionnée sur un critére de survie aux épisddesortalité et d’'une population témoin non

sélectionnée. 64 pages.
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de Decker, S.(2004) L'aquaculture de crevettes : Pathologiesoéitions envisageables. 16

pages.

Production scientifique associant les jeunes scient ifiques encadrés dans ce contexte (en gras) :

Articles dans des revues a comité de lecture

1. Goyard E., Goarant C., Ansquer D., Broutoi F., BRunde Decker S, Dufour R., Galinié C., Mailliez
JR., Peignon JM., Pham D., Vourey E., Patrois Ha%ache Y. (2008) A case study of R&D for small
isolated aquaculture industries: genetic managewietite domesticatetitopenaeus stylirostrishrimp
population of New Caledonia. Aquaculture Eur@3€2):5-11.

2. Goyard E., Goarant C., Ansquer D., Brund&,Decker S, Dufour R., Galinié C., Peignon JM., Vourey
E., Harache Y. & Patrois J. (2008) Cross breedihdifferent domesticated lines as a simple way for
genetic improvement in small aquaculture industriésterosis and inbreeding effects on growth and
survival rates in the Pacific blue shrimjiopenaeus stylirostrisAquaculture?78:43-50.

3. Goarant C., Reynaud Y., Ansquer Be Decker S.& Mérien F. (2007). Sequence polymorphism-based
identification and quantification ofibrio nigripulchritudo at the species and subspecies level targeting
an emerging clone pathogen for cultured shrimp éwNCaledonia. Journal of Microbiological Methods
70, 30-38.

4. Goarant C., Reynaud Y., Ansquer e Decker S, Saulnier D. & Le Roux F. (2006) Virulence and
molecular epidemiology dfibrio nigripulchritudg a pathogen for cultured penaeid shrimhjppopenaeus
stylirostris) in New Caledonia. Systematic and Applied Micrdbgy 29, 570-580.

5. Goarant C., Ansquer D., Herlin J., Domalain D., éml. &de Decker S(2006) : “Summer Syndrome”
in Litopenaeus stylirostrisn New Caledonia: Pathology and epidemiology o# #tiological agent,
Vibrio nigripulchrituda Aquaculture253 105-113.

Chapitres d’ouvrages, articles dans Actes de colloq ue

1. Goarant C., Lemonnier H., Mugnier @g Decker S, Courties C., Della Patrona L., Herbland A., Herli
J., Reynaud Y. & Ansquer D. (2008) Le Syndromed'& « Santé de la crevette d'élevage en Nouvelle-
Calédonie ». Ed. QUAE.

2. Goyard E., Chim L., Della Patrona L., Castex M, Decker S, Goarant C., Herbland A., Patrois J.,
Pham D., Wabete N. & Brun P. (2008) Sortir de laecr recherche de solutions. In « Santé de leetiev
d’élevage en Nouvelle-Calédonie ». Ed. QUAE.

3. Lefévre J., Lemonnier H., Goarant C. & Blanchot J. (2004) ltion des paramétres physico-chimiques
et biologiques de bassins d’élevage de crevettmisoa deux régimes de renouvellements en eau avant
et pendant des mortalités de type « Syndrome 98 ».Styli 2003. Trente ans de crevetticulture en
Nouvelle-Calédonie. Nouméa - Koné, 2-6 juin 2008. Eremer, Actes Collog., 38. p 158-166.

Colloques, congrés, conférences : Présentations ora  les

1. Goyard E., Ansquer D., Brun Rle Decker S, Dufour R., Goarant C., de Lorgeril J., PatrojP&ignon
JM., Pham D. & Harache Y. (2005) : Breeding & Gé&in the New Caledonian prawn industry based
on Litopenaeus stylirostris. Rideley Aqua-Feed falgin Prawn & Barramundi Conference. Brisbane,
Ao(t 2005.

2. Mugnier C., Patrois Jde Decker S.& Goarant C. (2004) Interaction betwe¢ibrio infection and stress
on the blue shrimjitopenaeus stylirostrisworld Aquaculture Society. Book of abstracts Aalstsian
Aquaculture 2004. p. 210.

3. Mugnier C., Patrois, Jde Decker, S. & Goarant C. (2004) Interaction betwe¥ibrio infection and
stress on the blue shrimpitopenaeus stylirostrisWorld Aquaculture Society. Book of abstracts
Australasian Aquaculture 2004. p. 210.

4. Lefevre J., Lemonnier H., Goarant C. & Blanchot J. (2003) ltion des parameétres biologiques et
physico-chimiques des bassins d’élevage de crearettat et pendant des mortalités de type syndrome
93. Colloque Styli 2003, 2-6 juin 2003, Nouméa, Melle-Calédonie.

Colloques, congres, conférences : Posters

Habilitation & Diriger les Recherches - Cyrille GOARANT page 26



1.

de Decker S, Ansquer D., Goarant €2006)Vibrio nigripulchritudg a pathogen of the cultured shrimp
in New Caledonia: virulence, physiology and epiddody. Poster, World Aquaculture Society, Firenze,
Book of Abstracts, p.228.

Goarant C., Ansquer D., Herlin J., @ Decker S.(2005) Epidemiology of two seasonal vibriosis in
New Caledonian shrimplLitopenaeus stylirostrjsgrowout ponds. Book of abstracts 6th Internationa
Crustacean Congress. pp. 182. University of Glasgditor. International Crustacean Council. 2005.

Rapports de projets et rapports référencés

1.

Goyard E, Goarant C, Ansquer D, Broutoi F, Brurd® Decker S Dufour R, Galinié C, Mailliez J-R,
Peignon J-M, Pham D, Vourey E, Harache Y, & Patdi$2007). Introduction in New Caledonia of a
population ofLitopenaeus stylirostrislomesticated in Hawaii : Report on reproductiorfggenances of

the Hawaiian population reared in New Caledoniara?t years of testing. Ifremer/DAC/RC 2007-02, 9
pp.

Goyard E, Goarant C, Ansquer D, Broutoi F, Brurd®,Decker S Dufour R, Galinié C, Mailliez JR,
Peignon JM, Pham D, Vourey E, Harache Y, & Patdoi2007) Introduction en Nouvelle-Calédonie de
la souche de crevetlgatopenaeusstylirostris domestiquée a Hawaii : Bilan de I'opération apiésx
années de testage de performances des crevetigsedegénétiques « Calédoniennes», « Hawaiiennes »
et « Hybrides ». Rapport Scientifique et Technitftemer/DAC/RST 2007-01.

Présentations a workshops / groupes de travail :

1.

Goarant C,Reynaud Y, Ansquer Dde Decker S & Merien F (2007) The multiple challenges for
quantifying pathogenic Vibrios in a marine aquaatdtsystem. Roche User Group, Taupo, New Zealand,
1-3 november 2007.

Goarant Cde Decker S Ansquer D et coll. (2006) : Travaux en patholodges le cadre du programme
DeSanS. Communication orale a I'Atelier de Bilaisghthése des Travaux de Recherche Aquacole.
Goarant Cde Decker S Ansquer D, Reynaud Y, & Herlin J (2006) : Propiosi d'un programme de
surveillance deVibrio nigripulchritudo et du Syndrome d'été dans les fermes de grossisgede
crevettes de Nouvelle-Calédonie. Communicationecdal’ Atelier de Bilan et Synthése des Travaux de
Recherche Aquacole.

de Decker S Ansquer D, Goyard E, & Goarant @O005) Virulence specificity ofVibrio
nigripulchritudo a pathogen for farmed shrimp in New CaledoniaPNdt Newletter 23, lettre
d’'information du programme européen Disease InteEnas and Pathogen exchange between farmed and
wild aguatic animal populations, a european NETwork 2 pages.
(http://www.dipnet.info/newsletters/NL_23.pJf

Goarant C, Ansquer Qe Decker S & Herlin J. (2005) : Développement des Vibriolpagénes dans le
milieu — épidémiologie. Atelier « Ecosystémes eev@iticulture en Nouvelle-Calédonie», 22-24 Juin
2005, IRD Nouméa. Communication orale.

Goyard E, Goarant C, Ansquer D, Brund® Decker $ Patrois J, Peignon JM, & Pham D. (2005)
Survival in rearing ponds affected by the « Synd¥d®3 » as a selection criteria in the blue shrimp
Litopenaeus stylirostrisEC project Immunaqua final meeting, Montpelli&s2 Juillet 2005.

Goarant C, Ansquer e Decker S & Herlin J (2005) Développement des Vibrio patbogs dans le
milieu — épidémiologie. Atelier « Ecosystémes et\@tticulture », 22-24 Juin 2005, IRD Nouméa.

I.F.3. Accueil de post-doctorants

2007

Séverine Page(2007). Co-encadremenost-doctorante a I'Institut Pasteur de Nouvelle-

Calédonie, accueillie 6 mois en 2007. Mise au pdadinine technique de génotypage des

déterminants chromosomiques de la résistance anrlgoes chestreptococcus pneumoniae

par PCR en temps réel.

Page S., Vernel-Pauillac F.Q'Connor O, Bremont S., Charavay F., Courvalin P., Goarant G.& Le
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Hello S. (2008) RT-PCR detection gfyrA and parC mutations fromStreptococcus pneumonid@NA
extract._ Antimicrobial Agents and Chemotherap®(11): 4155-4158.

2004

Mike Janech. (2004) Co-encadremenRost-doctorant a I'unité mixte Ifremer — CNRS —
USTL Montpellier (DRIM) apres une these au Medidaiversity of South Carolina (MUSC),
accueilli pendant 2 mois. Infections expérimentaleslarves et postlarves ddtopenaeus
stylirostris avec la souche deVibrio penaeicida AM 101. Recherche de génes

différentiellement exprimés au cours de I'ontogendis systeme immunitaire.

de Lorgeril J.Janech M, Goarant C., Goyard E., Bo D., Xiang J., Tassanak#&gq Somboonwiwat K.,
Bachére E. & Piquemal D. (2004) Analyse of immureney expression in shrimps: a tool for health
monitoring or genetic selection. European Aquacaltsiociety. Book of abstracts of the Aquacultureope
2004, p. 284. Poster.

|.F.4. Co-encadrement de doctorants

2004-2007
Yann ReynaudSoutenue en avril 2008
Thése en co-encadrement Ifremer La Tremblade m#reNouvelle-Calédonie et bénéficiant
d’un cofinancement Ifremer — gouvernement de lawdtia-Calédonie.
« Recherche de facteurs de virulence exprimésvgaro nigripulchritudo pathogene

de crevettes pénéides et application a des éttidé&rét épidémiologique. »

Articles dans des revues a comité de lecture

1. Reynaud Y, Saulnier D., Mazel D., Goarant &.Le Roux F. (2008) Correlation between the detecti
of a plasmid and high virulence &fibrio nigripulchritudg a pathogen of the shrimpitopenaeus
stylirostris Applied and Environmental Microbiology4: 3038-3047.

2. Goarant C.Reynaud Y, Ansquer D., de Decker S. & Mérien F. (2007). Seme polymorphism-based
identification and quantification ofibrio nigripulchritudo at the species and subspecies level targeting
an emerging clone pathogen for cultured shrimp éwNCaledonia. Journal of Microbiological Methods
70, 30-38.

3. Saulnier D.Reynaud Y, Arzul |., Miossec L., Le Roux F. & Goarant C. (0) Emergence de maladies
chez les organismes d'intérét aquacole : quelqésasos illustrés d'exemples. INRA Prod. Anizg,
207-212.

4. Goarant C.Reynaud Y, Ansquer D., de Decker S., Saulnier D. & Le Roux2006) Virulence and
molecular epidemiology dfibrio nigripulchritudg a pathogen for cultured penaeid shrirhjppopenaeus
stylirostris) in New Caledonia. Systematic and Applied Micrdbgy 29,570-580.

Chapitres d’ouvrages, articles dans Actes de colloq ue

1. Goarant C., Lemonnier H., Mugnier C., de DeckerCurties C., Della Patrona L., Herbland A., Herlin
J., Reynaud Y. & Ansquer D. (2008) Le Syndrome d’été. In « Sadeé la crevette d’'élevage en
Nouvelle-Calédonie ». Ed. QUAE.
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Colloques, congres, conférences : Posters

1. Reynaud Y, Saulnier D., Mazel D., Goarant C., Le Roux F.(Q®2p Identification of a plasmid
associated with virulence Mibrio nigripulchritudg a pathogen of the shrimptopenaeus stylirostris
Book of abstracts Vibrio 2007.

2. Reynaud Y, Saulnier D.,Goarant C., &Le Roux F. (2006) Molecular epidemiology &fibrio
nigripulchritudo, a Litopenaeus stylirostrishrimp pathogen isolated in New Caledonia. Po$t&rnld
Aquaculture Society, Firenze, Book of Abstract3,7g.

3. Reynaud Y, Saulnier D., Goarant C., Faury N., & Le Roux Z0(@5) Searching for genetic markers of
virulence in Vibrio nigripulchritudg a Litopenaeus stylirostrisshrimp pathogen isolated in New-
Caledonia. Vibrio2005 November 7-8, 2005 Het P&staent, Belgium. Book of abstracts pp 115-116.

Présentations a workshops / groupes de travalil :

1. Goarant C,Reynaud Y, Ansquer D, de Decker S, & Merien F (2007) The tipld challenges for
quantifying pathogenic Vibrios in a marine aquaatdtsystem. Roche User Group, Taupo, New Zealand,

1-3 november 2007.

2. Goarant Cde Decker S, Ansquer IReynaud Y, & Herlin J (2006) : Proposition d'un programme de
surveillance deVibrio nigripulchritudo et du Syndrome d'été dans les fermes de grossisgede
crevettes de Nouvelle-Calédonie. Communicationecaal’ Atelier de Bilan et Synthése des Travaux de

Recherche Aquacole.

2002-2004
Julien de Lorgeril Soutenue fin 2004.
Thése en co-encadrement UMR Ifremer-CNRS-Univergigé Montpellier [l « Drim » /
Ifremer-COP Tahiti / Ifremer-DAC Nouvelle-Calédonie
« Recherche d'effecteurs immunitaires et physiglogg intervenant dans la résistance

ou la sensibilité de la crevette stylirostrisa deux vibrioses sévissant en Nouvelle-

Calédonie. »

Articles dans des revues a comité de lecture

1. de Lorgeril J., Gueguen Y., Goarant C., Goyard E., Mugnier Ceyé&i J., Piquemal D. & Bachere E.
(2008). A relationship between antimicrobial peptgene expression and capacity of a selected shrimp
line to survive &/ibrio infection. Molecular Immunologyl5: 3438-3445

Chapitres d’ouvrages, articles dans Actes de colloq ue

1. Saulnier D., Goarant C., Charlier J., Ansquer eyy P., Labreuche Yde Lorgeril J., Bachére E.,
Aguirre-Guzman G. & Cochennec-Laureau N. (2004)pdys d’'un modéle d’infection expérimentale de
crevettes naives pour I'étude d'une vibriose. ltyli003. Trente ans de crevetticulture en Nowerell
Calédonie. Nouméa - Koné, 2-6 juin 2003. Ed. lfremetes Collog., 38, 216-222.

Colloques, congrés, conférences : Présentations ora  les

1. Goyard E., Ansquer D., Brun P., de Decker S., Dufey Goarant Cde Lorgeril J., Patrois J., Peignon
JM., Pham D. & Harache Y. (2005) : Breeding & Gé&®in the New Caledonian prawn industry based
on Litopenaeus stylirostris. Rideley Aqua-Feed falgn Prawn & Barramundi Conference. Brisbane,
Ao(t 2005.

2. Saulnier D., Goarant C., Charlier J., Ansquer eyy P., Labreuche Yde Lorgeril J., Bachére E.,
Aguirre-Guzman G. & Cochennec-Laureau N (2003)r&tsd’un modele d'infection de crevettes naives
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par une bactérie pathogénébrio penaeicida: étude de la pathogénie ; confirmation et carasztton
de facteurs de virulence et recherche des mécasidmééfense de I'hdte. Colloque Styli 2003, 2i6 ju
2003, Nouméa, Nouvelle-Calédonie.

Colloques, congres, conférences : Posters

1. de Lorgeril J., Janech M, Goarant C., Goyard E., Bo D., Xiang J., Tassanak#& Somboonwiwat
K., Bachére E., & Piguemal D. (2004) Analyse of ioma gene expression in shrimps: a tool for health
monitoring or genetic selection. European AquacaltS8ociety. Book of abstracts of the Aquaculture
Europe 2004, p. 284.

Rapports de projets et rapports référencés

1. Goyard E, Goarant C, Bachére dg Lorgeril J, Mugnier C, Ansquer D, Broutoi F, Brun Ppbert F
Justou C, Mailliez JR, Patrois J, Pham D, & Peigdbh (2003). Amélioration génétique expérimentale
de la crevette d'élevage de Nouvelle-Calédonidecdién d’une population de. stylirostrisrésistante a
la bactérie pathogenébrio penaeicidaRapport IFREMER DRV/RST/RA/LAC 2003-14.

|.F.5. Encadrement d’étudiants d’autres niveaux

2008
Guillaume Habault : stage volontaire de fin de licence, Universitéude Bernard Lyon I.

Essais d’optimisation de la PCR diagnostique degdtospirose.

2005-2006
Olivier Brunel : stage de césure au cours d’un cursus d’'ingénfemois en 2005-2006. Mise
en place d’'une base de données de pathologie mgu@gle sur le logiciel Access.
Participation aux activités de I'équipe patholodieavaux préliminaires sur la physiologie des
Vibrio pathogénes de crevettes.
Brunel. (2006) : « StyliVib », base de données atndlogie Expérimentale. Base de Données
MS Access.
Brunel. (2006) : Rapport de stage : Contributionpathologie pour I'étude des mortalités
saisonniéres dans les élevages de crevattgsenaeus stylirostri90 pages.
Brunel. (2006) : « Stage dans un laboratoire deen@bhie aquacole », Diaporama sonorisé pour

la féte de la science 15 minutes.

Etienne ZIPPER Ecole Nationale Vétérinaire de NantesStage de fin d’étude de 6 mois
dans le cadre de la spécialisation « aquacultu@o»encadrement avec les équipes éco-
physiologie et environnement de l'lfremer. Interactde 'ammoniaque et I'hypoxie sur la
physiologie de la crevette stylirostris

Zipper E. (2005) Interaction de deux facteurs environnemeqtBammoniaque et I'hypoxie,

sur la physiologie de la crevette Litopenaeus retstiis. Rapport de stage du DE
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« Aquaculture, pathologie aquacole et environnemenEcole Nationale Vétérinaire de

Nantes. 42 pages.

Articles dans des revues a comité de lecture

Mugnier C., Zipper E, Goarant C. & Lemonnier H. (2008) Combined effectesternal
ammonia and hypoxia on the blue shrilippenaeus stylirostrisurvival and physiological
response in relation to molt stage. Aquacult@iit, 398-407.

2004
Ramona GUTIERREZ Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse. Stage d'initiation a la
recherche. Rapport de stage : « Caractérisatiopodiage du virus IHHNV chez différentes

lignées de crevettastopenaeus stylirostris.»

Laurent FILLON Ecole Nationale Vétérinairede Toulouse. Stage d'initiation a la recherche.
Rapport de stage : « Essais d’'isolement et d’ifleation de souches environnementales de

Vibrio penaeicida».

Hugues GOSSUIN Intechmer. 4 mois en 2004. Co-encadrement avec I'équipeiplogse
du LAC. Rapport de stage : « Suivi in situ d’'unvélge de crevettes en Nouvelle-Calédonie

exposé au Syndrome 93. ».

2003
Cyrile FRANCOIS, Ecole Nationale Vétérinaire de Nantes. 6 mois en 2003. Co-
encadrement avec I'équipe écloserie du LAC. Stagdird d’études ayant débouché sur la
rédaction d’une these vétérinaire.
Francois C.(2003) : Etats des lieux biologique et réglemeatde I'utilisation d’antibiotiques
en écloseries d’'Invertébrés. Rapports intermédiait@ et 25 pages. Présentations orales au
Groupement des Fermes Aguacoles.
Francois C. (2003) : Recherche d'un antibiotique préventifsdbstitution a I'érythromycine
en écloserie de crevettes. Rapport de stage dedfdtedes DE « Aquaculture, Pathologie
Aquacole et Environnement ». 70 pages.
Francois C. (2003) : L'élevage larvaire de crevettes en Ndev€lalédonie. L'oxytétracycline
et l'association Triméthoprime — Sulfadiazine emttegu’alternatives a I'emploi de

I'érythromycine en écloserie. Thése pour le dipla@iaelocteur vétérinaire. 112 pages.

Guillaume MERLAUT, ISTOM. 8 mois en 2002. Co-encadrement avec I'équipeséd® du
LAC. Travaux préliminaires sur la recherche d'urtil@intique préventif de substitution a

I’érythromycine en écloserie de crevettes. Rapgerstage. 44 pages.
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Merlaut, G. (2002). Subtitution de I'érythromycine par le Tsg8en en élevage larvaire de la

crevettePenaeus stylirostriRapport de stage de fin d’étude ISTOM.

I.F.6. Rédaction de supports pédagogiques, formatio  ns, enseignement

Enseignement dans le cadre du DEUST aquacultute/N€ : L’aquaculture de crevettes en
Nouvelle-Calédonie et la Station Ifremer de Saimcént. Maladies des crevettes en élevage,
techniques d’études. Enseignement théorique deiesen 1999.

Séquences de formation des personnels technicgeRsstitut Pasteur de Nouvelle-Calédonie
sur la PCR en temps réel et ses applications : qR@Rtitative, études d’expression génique,

génotypage.

Référent sur la biologie moléculaire au sein daslitut Pasteur de Nouvelle-Calédonie.

Préparation de plaquettes, posters et documemf®iiation pour les évenements publics :
féte de la science, féte du cerf et de la crevet®yr divers sujets, notamment
« Le diagnostic bactériologique en aquaculture deettes. Préparation de démonstrations

pour la féte de la science.

Les Vibrio et les maladies des crevettes en élev@agricule.

Histoire de la PCR et technique : de la PCR coneenelle a la PCR en temps réel. Poster.

La leptospirose en Nouvelle-Calédonie : diagnasdtitavaux de recherche de I'Institut

Pasteur. Poster.

La leptospirose en Nouvelle-Calédonie : travauxedberche a I'Institut Pasteur. Conférence
a I'occasion de I'exposition sur les 120 ans daskitut Pasteur a la mairie de Nouméa.

[.F.7. Jury de these

Examinateur du jury de thése didien de Lorgeril : Recherche d'effecteurs immunitaires et
physiologiques intervenant dans la résistance senaibilité de la crevette stylirostrisa

deux vibrioses sévissant en Nouvelle-Calédonie.
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Il. Résumeé des travaux antérieurs

[I.LA. Résumé des travaux au cours de la these

Article 1 : Les crevettes ne sont pas affectées ava  nt un certain stade de
développement.

Aguaculture

EIR Aguaculture 165 (1598) 251196

Acquisition of susceptibility to Vibrio penaeicida in
Penaeus stylirostris postlarvae and juveniles

Cyrille Goarant *, France Régnier, Raphaél Brizard,
Anne-Laure Marteau

Laboratoire de Recherche Aguacole IFREMER em Nowvelle-Calédonie, Station d Aquaculnme de Saint
Fincent, BP 2035, 95543 Noumea Cedex, New Caladonia

Accepted 18 Angust 1993

Abstract

Wibrigsis 1s a major disease problem in shnmp aguaculture, affecting all developmental stages,
from larvae m hatchery tanks to juveniles and broodstock m growount poends. However, bactenal
strains responsible for vibresis in the successive stages are usually considered to be different, and
vinlence specificity has been reported both at the species and at the stage levels. The so-called «
Syndrome 93 » 15 a seasonal juvenile vibriosis caused by [ibrie penameicida which affects
Pengens stylivostris m growout ponds and broodstock tanks in New Caledomia. This pathology
does not cause any meortality m hatchery or nursery phases. An experimental mfechion design
using balneation of postlarvae and early juvemles m V. pengeicida suspensions was used to
evaluate the developmental stage at which shnmp become sensitive to this vibriesiz. We
demonstrated that the acquisifion of susceptibility to this pathogen is very sudden and correlated
with the acqusition of the defimitive restral formula, and from this draw conclusions regarding
vinlence mechanisms of 17 penasicida m F. splirostriz. © 1998 Elsevier Science B.V. All rights
reserved.

Eeywords: Penaeus solivoswis; Fibvie sp.; Diseases and thelr control—erustacsans

1. Introduction
Vibriosis 13 a major disease problem in shrimp aguaculture, causing high mertalities

and severe economic losses in all producing countries (Brock and LeaMaster, 1992;
Lightner, 1983; Mohney et al.. 1994). It is most often considered as an opportunistic

" Comesponding auther. Tel.: +33-687-28-51-71; Fax: +33-687-28-73-37; E-mail- goarantiiifremer ne

0044-8486,/98 /5 - see Sont matter £ 1998 Elsevier Science BV, All nghts reserved.
FI: 50044-8486(98)00380-9
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Article 2 : Epidémiologie moléculaire des

affectant les crevettes en élevage

APFLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, Mar, 1999, p. 1145-1151
0992240087504 00 +0

Wal. 65, No. 3

Copyright © 1999 American Society for Microbiclogy. All Rights Reserved.

Arbitrarily Primed PCR To Type Vibrio spp.
Pathogenic for Shrimp

CYRILLE GOARANT,! FABRICE MERIEN,? FRANCE BERTHE.” ISABELLE MERMOU*
amn PHILIPFE PEROLAT*

Labormaire de Recherche Aquacole IFREMER en Nowvelle-Calddonde, Sravion d ' dguwsculwre de Sabmr Vincenr, Q8846
Novrnda Cedex,' and Laboraroire des Leprospives, Instivur Pasveur de Nowvelle-Calédonte,” and CIRADEMVT,
Frogramme Elewvage,* 95545 Nouméa Cedex, New Caledonia, and Laborwoire Blologle et Ecologle des Invertébris
Marins, IFREMER Siziton de La Tremblade, Ronce les Batns, 17390 La Tremeblade, Fromce®

Received 9 February 1995{Acce pbed 4 January 1999

A molecular typing study on Fibrio strains implicated im shrimp disease outbreaks in New Caledenia and
Japan was conduacted by using AP-PCR (arbitrarily primed FCR). It allowed rapid identification of isolates at
the gensspecies level and siudies of infraspecific population stroctures of epidemislogical interest. Clusters
identified within the species Fibrio peageicida were related te their area of origin, allowing discriminatien
hetween Japamese and New Caledenian isolates, as well as betwesn those frem two different bays in New
Caledonia separated by only 50 km. Other subelosters of New Caledonian V. pavaeicide iselates cowld he
identifiedd, but it was met possible to link those differences to accurate epidemislogical features. This centri-
batien of AP-PCI to the study of vibriosis in penaeid shrimps demonserates its high discriminating power and
the relevance of the epidemiological imformation previded. This approach would contribute to better knowledze
of the ecology of Fibrio spp. and their implication in shrimp disease in aquacaltore.

Vibriosis is a major disease problem in shrimp aquaculture,
causing high mortality and severe economic loss in all prodoc-
ing countries (5, 17, 21 Vibrdo spp. are most often considered
opportunistic pathogens in shrimp, but primary disease cansed
by highly viralent strains has also been reported (9, 13, 27). On
the basis of phenotypic data, the major species causing vibricsis
in shrimp are Vibrio alghmobwicus, Vo angallarm, Vo harvew,
and V. paraheermolricns (14 17, 18).

In Mew Caledomia (South Pacific), shrimp aquaculmra B
based on the complete cycle of Fenaeus swilrosis in a semi-
intensive farming system in earthen ponds. Located betwesn
latitudes 1975 and 2375, New Caledonia has a tropical oceanic
climate with a hot season from mid-November to mid-April.
The average minimum and maximmm morning water temper-
atres in shrimp ponds are 20.5°C in July and 28.2°C in Feb-
roary. Since 1993, shrimp farms have been affected by a dis-
ease, named syndrome 93, causing mass mortality with a
significant decrease in yields and survival rates. Mortality epi-
sodes frequently cocor during the southern winmter, from
mid-May to mid-Zeptember. Moribund prawns display a wide
spectrum of clinical signs, including disoriented swimming,
lethargy, weakness, and abaormal coloration of the body and
appendages. High numbers of bacteria belonging to the genus
Fibrio are systematically isolated from diseased shrimp hemo-
kymph, revealing bacterial septicemia (20). Based on pheno-
typic and genotypic studies (ribotyping and DMA-DMNA hybrid-
izaticn) (6, the species involved in syndrome 93 belong to the
genospecies V. alginabvicus, Vo harvel, V) migripulchriiudo, and
V. penaelclda. Since 1994, V. penasickida and V. wigripulchriiuda
were the most frequently isclated, and their high pathogeniciny
was demonstrated in an in vivo experimental infection system
in P smyliroseds (11).

Phenotype-based identification of marine bacteria relies on

* Corresponding aothor. Present address: Institabe Pasteur, BF 61,
QA5 Mouméa, Mew Caledonia. Phone: 637 27 02 30, Fax: 687 27 33
0. E-mail: perclat pastenridcanl no.

time-consuming techniques that have limited discriminating
power (1, 2. The corent gencmic approaches wsed for the
identification and the typing of Fifvia strains, such as DINA-
DMA hybridization and sibotyping (1, 13, 23), are useful for
taxonomic smdies and identification to the sobspecies level
However, reliable tocls for strain differentiation are essential
for studying epidemiclogy and pathogenicity. Arbitrarily primed
PCR (AP-PCR) generates fingerprints that can be used to
compare microsorganisms at the species level and within a spe-
cies with high discriminating power (30, 31). This method,
which has successfully been applied to numerous bacterial spe-
cies and straime (19, 24, 25, 32), is very reliable, does not
require any previous knowledge of DMA sequences in the
genome to be analyred, and needs much less DMNA than cue-
rent molecalar genotyping methods. The purpose of this sdy
was 1o characterize and differentiate the Vibelo isolates in-
volved in syndrome 93 by using fingerprints obtained with
AP-PCR with regard to their geographic origins and the
motechnical practices nsed at the corresponding shrimp farms

MATERIALS AND RMETHODS

Bacterial sralns. Both reference srins and wild-type isalites were culiured
in accordance with sandard procedures (1).

il) Reference siralns. Four P srains, from the Collsction of the Pasteur
Irexitute Paris, France), representing the major speaes previoushy identified in
sendrome U3 moraline cutbreaks were included in this sudy (Tablf 1 W
_pnunr.ln'n EH-1T iwhich was isclated from Peracus japevsices in Japany, V.

mhricus CIP 1083367 (= ATCC 17740), V. J.\?W&E‘EP 1031937 (= ATOC
261, and ¥ migripad it CIP 1031927 (= ATCC ZT043).

(II] Wild-type Isalates. Fiftwthres field isolates from MNew Caledonia were
seleied as mepre sencative of the scrains imvolesd in cutbreaks of vibrices | 2m-
drome 53) From January 1994 1o Jure 1905 (Table 130 Fory-five were isolated
from diss msed shrimp during chree monalivy peaks that coomed between barch
ad Jume 199 in fowr different shrimp famms (Fig. 13 The eight reu:ulnlng STHINS
afe Tep ne of previoms outhreals. In arder 10 compa d:algeur: ¥
pesaicita isales From New Calsdomia with or.hersﬁel-d!:r.:lu:. apanss
V. penawicite sraims (KOL1, ET-1, and PLUA) isclated from dlwsed? FapEil-
cus shrimp were Dduded I the audied sei Mew Coledonion el sirans were
isalated from hemohmoph of diseased shimp with vibricsis as the only or major
marphorype. A single stram wis comenved IPr each individual shimp. All of the
strams were Boloted on Manne Agar 216E (Difeo Laboravories, Dietrod,
Ifich. . except smin F14 (TCES Agar; Difoc). Identification 1o the species level

1145
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Article 3 : Une voie d’entrée possible du  Vibrio dans la crevette : la
pénétration trans-cuticulaire

Aguaculture

ELSEYIER Aquacnlmre 183 (20000 25-30

www.elsevier.nl /locate Saqua-cnlins

A white spot disease-like syndrome in the Pacific
blue shrimp (Litopenaeus stylirostris) as a form of
bacterial shell disease

Cyrille Goarant *. Rapha#l Brizard, Anne-Laure Marteau

Labararaire de Recherche Aquacole IFREMER en Nouvelle-Calddonie, Station d Aguaculmure de Saint
Fincens, BF 2079, 88347 Nowméq Cedex, New Caiedonia

Accepted 7 Augnst 1998

Abstract

In May 1997, some white lesions evoling the white spot syndrome disease were observed m
Litgpenaeus stylivosnis broodstock in New Caledonia. The occumrence of these lesions was netther
associated with moertality, nor with lustological evidence of white spot syndromee baculovinus
(WSBV). The evidence suggests that these lesions result from a form of bacterial disease and are
associated with an increased bactznial flora om the owuter surface of the cuficle, a3 well az an
mncreased incidence throughout the melt cycle. A mucroscopic observation of these lesions allows
them to be differentiated from WSBV-associated lesions. © 2000 Elsevier Science BV, All rights
reserved.

Egywords: Litopenaens siyiirazfriz; Diseases and their control — cmstaceans

1. Introduction

There have been a number of cases reporting the presence of white spot lesions on
shrimp shells (AQUACOP, 1984; Lee et al., 1996; Limsuwan, 1997). Most of these
cases were associated with mortalities cavsed by vituses of the white spot syndrome
baculovimus complex (Takahashi et al.. 1994; Chou et al., 1993; Wang et al., 1993),
which cavse severe losses in shrimp famms, the major gross sign in diseased shrimp

" Corresponding author. Tel: +687-28-31-71: fax: +687-28-78-57; e-mail: cgoarant/iifremer fr

0044-B486 /00,5 - see fromt matter © 2000 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
PI: SO044-34E6(08100284-7
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Article 4 : Exotoxines des
crevettes en élevage

m—

Vol 40y 101-107, 3000

DISEASES OF AQUATIC DRGANISMS
Diis Agual Org

Published March 14

Toxic factors of Vibrio strains pathogenic to shrimp

Cyrille Goarant'®, José Herlin', Raphaél Brizard', Anne-Laure Marleau’,
Claude Martin® Bernard Martin®

"Labopatalie de Bocherchs Aguacols IFREMER &n Nouvelle-Calédanie, Statioe d'Aquacullure de Sainl Vincesl, B0 2040,
845 Noumea Cedex, New Caledonia

"Laboratoire de Biologie Cellulaire, Universile Frangaise du Paciligue, Contre Universitaice de Palynasia Frangaise,

BF 6570, FAA'A Adroporl. Tahlll. French Palynosia

ARSTRACT Vihnows is = major doesse problem in abrimp aguastuiun Syndroms U1 i & voasanal
purenide wiiitarn caissed Dy Vibem penaesicils wihich sffeots Liopanseas srplirmsin in grow ol puoda
ih New Caladonis This siudy sssesced the Mool sOfivites of evizseallular proderts (L CFa fraem V
petsesrads, V. abnsofyteces sral Voo ko itueds oilng B dive ingactinns i healhy juvenile L syl
fuoirts {= Peneess shrilinosfrsg and in viine dsssye on shimp primany oFll callutes and the fah osll line
spithefoma papuieam cyprimd fEPC] Tosic sftedts of ECPy were demaniiialed for sl pethigenie
Voo st beateed beoth fn wiver a0 sifra, bt fod Alurunp cndy, 0d efindt s obaarvod on (he Enb ol
bime ECF tomcrty for New Caledonian V' pendsscild wid lound ooy after culiivaiisn af b tempers
lane [ 20°C] and ool sl loober lempetature (00 This pednts to tha ey thad Lyadiome 11" epmcdes are
trgppered by teoiperstare drops The dttdvy ihid hito démamiratd (e wbafilness of primaty shomp

el eultures 14 stody wirwlence paihamsms o shimg pahogens Dasinrs

KEY WORDS Vibrie - Vilelo pendesicida - Shnmp - Estracallular prochacts - Tempatalare

INTRODUCTION

Vibriosis 16 a major diséease problem i shrimp aqua-
culture {Lightner 1988, Brock & LeaMaster 155,
Mohney el al. 1994}, 'Syndrome 93" is a seasonal vih-
Hiosis cawsed by Vibmo penaeicida which alfects juve-
milo Lifoponacus siylirosing (= Penacus siplirosins in
grow-out ponds in New Caledora, Litlle s known
about virulence factors of Vibro strams pathogenic to
shnmp, despite exiensive studies on other Vibeio
spacies, including species pathogenic to humans and
some species pathogenic to hsh or shelllish (Brown &
Roland 1984, Nottage & Birkbeck 1986, 1987, Fouz w
al. 19594, Pederien el al, 1997 A exotoxin olleén play
a major role in the pathogenesis ol bacterial diseases
(Finlay & Falkow 1947), this study was aimed at assess.
ity the tomic activithes ol extracellular products (ECPs)
of V. almnolyticus, V penasicida and V. pigripulchn-
tudo siraind pathogenin to shrimp, dsing o v injec.

*E.mml conarprtildremer fr

C imtor-Researrn N
Ercaip of Null @ITecfe Aol parmmeied

ticsma in haalthy jwvamile L atvlirostim, and U witno assays
ot shrimp primary cell cultures and the tah cell Line
apithelloma papulesum cyprin (EPC),

MATERIAL AND METHODS

Bacterial strains, culture conditions and preparation
of loxie extracts. Viboo alginolyticus stramm 5F 5, W
penasicida strain AM 101 and V. mgrpulchntedo strain
AM 10T (Cosla ot al, 1998) were used o this study
Each strakn was cultured in brain heart infusion |Bio
Meéneux, France) becauss this rich mediuom has heen
shown (o promote the exprossion of exctoxins io some
Vibno strains (Nishibuchi & Seidler 1983) Salimty of
this cullure medium was acjusted o 25 ppt by the adds-
tion of artilicial seaswabor sall |Insiant Ocean®) Cul
tares were carried out 1 B mil o mediom placed in
sloped 215 ml screw -capped culiure tubes for 48 h al
dilferent lemperatures (osually 25°C, see belowi under
conbinuois shaking (prelminary tnals showed that 2 d
ol cultunes had the most loxic supernstant (luidsi. The
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II.B. Principales contributions au Défi Santé  stylirostris

Article 5 : Description générale du Syndrome d’été et identification de

I'agent étiologique

Awailable online at www sciencedirect.oom

tﬂlﬂﬂﬂl@ﬂlﬂlﬂ'l" Aqmlm

ELSEVIER Acuacubure 253 (2005} 105113
wwny ehevier comylocateagma-anline

“Summer Syndrome” in Litopenaeus stvlirostris in New Caledonia:
Pathology and epidemiology of the etiological agent,
Vibrio nigripulchritudo

Cynlle Goarant *, Dominique Ansquer, José Herlin, David Domalamn,
Frédéric Imben, Sophie De Decker
IFREMER, Déparsemen Aquacuiiere en NowvelleLalfdonis, BF M50, 03388 Nouméa codex, New Caledonia

Reozivesd 3 Moy 205 receved in revised form 5 July Z0K5; accemied 15 Jaly 20405

Alstract

The Sumnmer Syndsoane iz 2 new shrimp dizesse that has beon affecting & shrimp growout faan in New Caledonds sines end
of 1997, It was recognized to be cansed by & systemic vibriosiz due © Fibdo migripdehringds, This new disease turmed out
almoat immedistely enzootic in the shrianp Brm involved and has affecied sll ik crops over since. Since the yesr 2000, F
migripuke heiude straing have bozn found in several shrivp fanms, slfhough Summer Syndrome is still lmied © one particular
area, affocting, since 20083, rwo adjoining farms. As pert of @ multidisciplinary msparch program, 2 high-frequency survey was
carried out during the sumner 20022003 @ two slrimp finns: one affoced fann and snoder one i which pathopenic strains
conld be isolated but without sny discsse ovent It pemitied 2 good descripfion of P adgrisulehritiode dynsmics in sheimg and
e ocosyetem in both Fanms. The study of virulence chers cteristics of some isolates showed et pathogenic and mon-pafwogeric
airaing oconr in the shring fams environment snd thet both may he foond st the ssme time in one famm. Our resuls stronehy
suggest 3 persistence of pathogenic strains in wet zones of the pond sediment &t bow concentrations between crops in the
affected farm, and their development during the rearing eycle & a cage of shrimp infection,

& 2005 Ekevier B.Y, All rights reserved,

Keywords: Shrimp; Diseases and e cmiml; Viodo, Epidemial agy

L Introducton {Lightner and Lewis, 1975 Takahashi ¢t al, 985
Lightner, 1985:; Brock and Leabaster, 19927 Mohney

Vibniosis 15 a major disease poblem nalmost all and Lightner, 19%4). However, it has only meceived
farmed manne mimals, nchiding penasid shrimp poor mesearch attention 20 very poor knowledge has
been gained on this pathology. This & dus, inopart, to

* Comepanding mnbar. Tel - {687 28 §171; fax: 468728 7 57, the authority given to treat with antibiotics in many
E-mai§ adefress - Cyrille CGoanemgltifremen. fr . Coarani). producing countries. Mevertheless, the massive use of

O04d-F4R5% - ga fremi mater © 2005 Flsevier BV All rights e=semved
a1 L1071 45 adquacn Hure, N0 S07031
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Article 6 : Epidémiologie moléculaire et pathologie expérimentale du
syndrome d’été : une souche hautement pathogene mis e en évidence

Avallabile onling al waww scliencedirect. com

7 S - SYSTEMATIC AND
ScienceDirect FRED R

Sysiematic and Appled Micnohiology 29 (3006) ST0-580

www elbeverds isvapm

Molecular epidemiology of Vibrio nigripulchritudo, a pathogen of cultured
penaeid shrimp (Litopenaeus stylivostris) in New Caledonia

Cyrille Goarant™™, Yann Reynaud®®, Dominique Ansquer®, Sophie de Decker®,
Denis Saulnier”, Frédérique ke Roux®

MEREMER, Deipartennent .ﬁ,wuﬂlfl‘_'.re eir Noelle- Calddonie, BP NS0 0558 Nownda coder, Nomele-Calddonie
SIFREMER, Lavwrartoire de Geénétipue of Patholgie BP 133, 17390 La Tremblade, France

Bocewed 28 Movember 30

Absitract

A collection of 57 isolates of Vibris migripwlchriteds from either diseased or healthy shrimp and from shrimp farms
environmentwas studied in order to gain a better understanding of the epidemiology of this pathogen, notably izola ted
from two distinet shrimp disease complexes, Molomlar typing wsing two different techniques arbitrarily primed PCR
(AP-PCR) and multilocus ssquence typing (MLST), studied together with experimental pathology data allowed a
relevant epideminlogical insight mito this possibly emerging pathogen. Additionally, results obtained with the two
mokcular typmg technigues were congruent and allowed dizcriminatng the strains associated with the **Summer
Syndrome” from strains solated from other contexts, especially the other shrimp vibniosis “Syndrome 937, These
resulis highlight that the *“Summer Syndrome” is most probably caused by an emergent clonal pathogen that therefore
deserves surveillance and that AP-PCR can satisfactorily be used for that purpose.
a0 2005 Elsevier GmbH . All rights reserved.

Keywordse Vibnoas Mancilire; A P-PCH; MLST: Typang: Epedemmiology; Vorulenos

Introd uction

Shrimp aguaculture has been constantly increasing
over the last decades, providing now half of the world
shrimp supplics [3]. However, this rapid increase in
culture has often been impeded by very sovere epizrootics
[1%. 34} Warldwide, viruses am major problems, hemg
responsible for the mos spectacular lesscs among
shrimp [23,33] However, vibriosis iz ako an important
dizcaze among penacid shrimp [3.21222636], but this
has yet only received little research attention. Therefore,
hrmited knowledge has been gained on these pathologies

*Carrespanding authar. Tel - +&87 2851 T1; fax: + 68T ZE TR ST
Ermail addrgps: Cyvrile. Goaranisgdfremerdir (C Goarant)

L NS - see front matier & 2005 Ebeveer GmbH. All nghis reserved
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and littke 15 known concerning the epdemiology of
Fibrio spp that are pathogenic to farmed shrimp.

Mew Caledonia {a 430 » 30 km wide Eland in the
South Pacific between 1975 and 23°8) is a small
producer regarding world global trade. However, this
ndustry has gained considerable economic importance
mn the last three decades, now representing the second
major export sector of the country. Actually, the shrimp
farming induwstry has majer advantages, mamely a
tropical oceanic climate, a domesticated [itopenaes
siplirogiriz line rearsd in closed eyele for almiest 25 years,
an almost vire-free status, infectious hypodermal and
hematopoictc necrosis virus (IHHMNV) being the only
kmown  virus present and  the domestic stock of
L siplivosiris being resiztant to it [40]. ¥et this industry
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Quantification of Vibrio penaeicida. the etiological agent of
Syndrome 93 in New Caledonian shrimp, by real-time
PCR using SYBR Green | chemistry

Cyrille Goarant ®, Fabrice Merien ™*
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At et

Shrimp Brming is 2 small but growing industry in New Caledonia. Since 1993, “Syndome 939 has beon affecting Mew
Caledonian shrinp fiming industry every cold sesson, causing severe epipootic mortalifies in grow-out ponds and significant
losses. Highly pathogenic strains of Fbdo pengatcids are comsidered the stiological agent of the disease in Liropenaeus stlinsins,
On one hand, studies danonsirated that heslthy shrimp may cary F pengaicide for weeks with a high overall prevalence,
repardless of sty seasonal patern of temperature conditions. On the other hand, larvae are froe of 1 pangeie’da snd are also
resistant fo experimental mfection. F pengelefds & frequently detected in incoming water punped from the bays, which was
shown, by a molocular typing stdy, @ be the infections sounce. This particular epidemiclogical paten highlighs fhe major role of
the faciors that trigger and aggravate the disssse n grow-out ponds, where shrimp populations cary the pathomen all year mound, Tn
order to gain a beter understanding of * Syndrome 93" epi demiclogy, quantification of ¥ penasicdda both in sheimp and the shrinmg
farm ecosysizin is mocossary, This anticle doscribes the steps in the successful development of & real-fime PCR guanti fication assay
of F pengsicids in shrimp besmolymph, scawater (from ponds or hays) and sediment pore water, including the choice of an
accurste extraction echnique. The entire detection method;, including sample processing, DINA extraction snd real-time PCR
amplification, can be completed within 4 b
© 20045 Elsevier BV AT rights reserved.

Keywoardr Extaction techmiqoes; Marcolure; Cuamtification; Real-time PCR; #¥ihno; Vibmasis

1. Introduction

Whrio species are widely distributed in manicultur:
facilities troughout the world, Vibriosis i a major
diszase problem in almost all farmed marine animals,
inclading penasid shomp (Lightner and Lewis, 1975
Takahaghi et al, 1985; Lightmer, 1988 Brick and

* Comesponding amither.
Femadl addnesy - [merenZnasenrnc (F Menen)

D157-M12E - sew fromt matier £ 2006 Blsevier BV, All oghts reserved.

daiz10 10165 rmmed 2006 02 013

LeaMaster, 1992; Mohney and Lighimer, 199%4), Our
kmowledge of the physiopathology of vibrosis in
shrimp remaing very lmited, Indeed, very little
knowledge has been gained on this pathology and littke
15 known concerning virulence factors in Fibrio spp. that
are pathogenic to famed morine imvertebrates. A= an
altermative to conventional zootechnical practices,
samitation measures could be conceivable to minimiz
the imtroduction of pathogenic Fibrio in a non-imfectsd
shrimp rearing ecosystem. Still, to meet this objective o
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Vibrio nigripulchritude at the species and subspecies level targeting
an emerging pathogen for cultured shrimp in New Caledonia
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Ahstrast

I a previoas study, we demonstrated the exisimoe of an emergmy claster of #ibris mgnpalchnsdo that proved to be associted with shomgp
mymiality svems in New Caledonin. TVsing 3 & nence polymomibisms evidenosd. m thiz previcas Mok Locos Seqoenos Typmg stady, we develonad
two mew quantimive PCR assays pemitting the dedection and qaant ficion of B nipripulchriado atthe genmpecies kevel using SYHE (Green [
chemisty and = the emegng clastes level usmg Floorsicmoo Resomuke Fnergy Tonsfer technology with hybridmton pobes

The sz of fhis malecnlr dogmnatic toal evidenoed the colomimtem of the shrmp pond ecosyvitem by the mthopenic duster s lemi ot the

omet of te disease. This new too] will allow betier m

gt of fhe dy

ics of this hacteria] pathogen m the shrimp farm ecoystem.

& 2007 Elsevier B, AT rights reserved.

Kevwords: R i POR; Maroduee; Paboges; Flvio, (honerspee e Skmg

1. En pothaiee tioa

Fibier apocies are widely distibated bacteria that colondes
aguatic habdisis, and ae notably pretend in and 2round
mariculnre e ilities. Vibooas, diseases emsed by Fibdospociey,
are known W be major disesse prohloma in fommed merine
animals, including penseld shwimp, i which they have boen
recopnized as palential pathogens since the beginning of shrimp
farming sctivities {Lighiner and Lewis, 1975, Bonded -Reantaso
et al, 20605, Howeve, disgnostic wols allowing to swdy
vilrioas in sheimp have agldom boen developed. Conventional
lahar zsiney methods based on bacterial cultire and Bolstion from
the ahrimp or 18 envitenient demrend the wse of pdteble culiuse
mixts snd sobwequent identi fcation. Moseover, fhoy are time-
consimning and requine several davs b obisn confimmatory
results. Additionally, the concept of “infoctive dose™ is of panti-

* Comespoading o Labomioee de Recherche en Bamd modogse, |2snmm
Piezear of Mew Cdedopin, BP &1, 52845 Mouss oeder, Mew Caledoniy
E-mall addmar cgoarmainiveser (. Goamar)

DEST-TOLLS - e fom mamney © X007 Frever BLY. AN sphe masred
diod:[ 0L EO L | evdeeest 200105 DOT

cular comtern in Fileio infoctions (Lobite ot al, 20000, and was
notably confimed in sheimp vibross (Ssolnder of =, 20600
Thercfore, the development of reltshle, quentitsti ve snd sensitive
methods for the detection of bacterial shrimp mthopens b
esaential both for reesrch stodies or o concedoe and comiral
sanitization practices.

Conventional polymersse chain resction (PCR) method had
the podendial to meke & dramatic mpec in dizgnosing infectious
diseases. More recently, the use of roal-fime POCR has made the
detection and goanti feation of bacerl much more rapdd and
was anccemlully spplied to & number of Hbeis species
(Bladciong et al, 2003, Panicker et al, 2004} including shrimp
pathagns (Goarant snd Mdédon, 20d6).

Additionally, itis recomnteed that strsins belonging toths seme
Hbdo spocies can have diffienent virnulence patiens to shrimp
{0kdeey and Orevens, 2(dMk; Hermender @nd Olmos, 20064, Goarant
elal | 2(06a). However the knowladee of the pathophysiokegy of
vilrioss in slrimp remaing Bmdied sand litle & koown conceming,
viralence faclors in Fibrio dhat are pathogenie to shrimp, As a
cmaaquencs, there 13 frequenily a lack of gendmic data that woald
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Correlation between Detection of a Plasmid and High-Level Virulence
of Vibrio nigripulchritudo, a Pathogen of the Shrimp
Litopenaeus stylirostris”

Yann Reynaud,'” Denis Saulnier,' Didier Mazel,?
Labormoke de Géniriquie e Padhologle, [remen, 17390 La Tremblage, Framce';
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CNRS URA 2171, Insnivur Pasiewr, 25 Rue du Dr. Roux, 75724, Paris, Fraonce®

Received 27 Movember 2007 Accepted 2 March 2003

Vibrie nigripulchrimdo, the etislogical agent of Liwpengenus seplirosiris summer syndrome, is respsnsible for
mass mortalities of shrimp in Mew Caledenia. Epidemiological soudies led to the sngmestion that this disease
is caused by am emergent group of pathogenic strains. Genomic subtractive hybridization was carried out
between two isolates exhibiting low and high virulence. Our subtraction library was constimted of 521 specific
fragment=; 55 of these were detected in all virulent iselates from our cellection o = 323, and 13 were detected
only in the isolates demonstrating the highest pathogenicity im = 1%), soggesting that they conld be used as
penetic markers for high virulence capacity. Imterestingly, 10 of these markers are carried by a replicen of 11.2
kbp that contains sequences highly similar o these of a plasmid detected in Fibrio shilonii, a coral pathogen.
The detection of this plasmid was correlated with the highest pathogenicity status of the isolates from onr
collection. The erigin and consequence of this plasmid acquisition are discassed.

Wibrioses are important disesses threatening the snstainable
development of the penaeid shrimp aquaculwre industey (6,7,
0, 21). However, little research attention has been paid to
these diseases, mostly becavse viruses are considered the most
significant diseases in crustacean aquaculture (22). As a result,
soluticns o control vibriosis remain scarce. The massive nse of
antibictics is certainly not a snstainable control strategy, since
it favors the emergence of antibiotic-resistamt strains (17)
Moreover, antibictics are often banned from agquaculiure
ponds for commercial reasons and becanse of the increasing
concem aboot residoe isoes. Additionally, vaccination is not
poasible in iovertebrates, limiting the ways to reduce disease
impact in shrimp colture (2). Therefore, there is a need to
understand the environmental, physiological, and bacterial
conditions leading to the expression of the disease in order to
determineg ecclogical or zootechnical methods that could in the
end control these dissases (16). One step consists of diagnosing
and quantifying the eticlogic agent of the disease, both in the
cultivated animal and in its environment.

It is recognized that strains belonging to the same Fifvio
species can have different virolence patterns ranging from
highly pathogenic (HF) strains to nonviralent ones (8, 13, 195
Therefore, the diagnosis often neads to be infraspecific, ie.
based on epidemiclogically relevant sequence polymorphisms
that can be regarded as genetic markers of virulence (9, 25).

Suppressive subtractive hybridization (S5H) has been soc-
cessfolly and exersively vsed in a wide range of bacterial

* Corresponding author. Mailing sddress: Unité Plasticitd du Gé-
nome Bactérien, CHRS URA 2171, Institul Pasteur, 2 me du Dir.
Poowne, 75724, Paris, France . Phone: 33 1 4061 32 57, Fax: 33 1 45 65 &8
34, E-mail: flerowoa pastear fr.

1 Present address: LEE, Institut Pasgteur de Nowuwells Calédonie, BF
61, #8845 Mouméa Cedex, Mew Caledonia.

" Published ahead of print cn 21 March 2008,
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species 1o identify strain-specific genes (14, 32, 330 In com-
patiscns of virulent and nonviralent strains, the different genes
evidenced may encode virlence factors. Moreover, identifying
these strain-specific regions can help to bring to light the traces
of horizontal gene transfers, which are known to provide se-
lective advantages and to be implicated in the emergence of
new pathogens (4, 10, 24).

In Mew Caledonia (South Pacific; 1975, 25°W, a disease
called “summer syndrome™ has occurred seasonally in penaeid
shrimp farms since 1997 and cavses seve e epizoctic mortality.
A multidisciplinary research program aiming at a global un-
derstanding of this disease was set up, bringing together rear-
ing technology, pond ecosystem studies, shrimp physiology and
immunology, outrition and genetics, pathology, and bacteriol-
ogy approaches (11). Epidemiological smdies have revealed
that this disease i a vibriosis due to HP Fibddo migripulchriiudo
isolates (7, 8). To the best of our knowledge, this is the first
reported disease associated with this Fibwlo species. Because
the New Caledonian shrimp production is also affected by
another vibricsis, namely, syndrome 93, cocurring during, the
cool season (6), the spreading of the summer syndrome o
other shrimp farms would undoubtedly threaten the sostain-
able development of the Mew Caledonian shrimp industey.
Freliminary studies based on a collecticn of F wmigripuichrinda
isolates have brought to light different virolence levels, acoord-
ing to experimental-infection results (7). The genetic stroc-
tores of 58 selected V. migripulchriudo isolates were studied
weing arbitrarily primed PCE { AP-PCR) and multilocus se-
quence fyping (MLST) (8} These two typing methods gawe
congroent resulis, revealing a clustering of HP and moderateby
pathogenic isolates (MP). Mone of the nonpathogenic (NF)
isolates was present in this cluster. The hypothesis that this
particular cluster of pathogenic V. wigripulchrimido jsolates
emerged within a shrimp farm emvironment has been pro-
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Introduction

Abstract

Adrma: A description of bacterial pathogens in shrimp ponds i necessary o
understand their pathogenesis. Vibno nigrpelchrinads was shown to codtain
saprophytic and pathogends strang emong MNew Caladonbm isohies. We extab-
Hehed 3 method to map the development of V. migripuldritnd in pond sedi-
mems ot three different genetic levele the species level, then at the pathogeiric
chester level and fnally at the plismid level, present ondy in ol highly pathe-
genie nokites.

Methods and Results: PCR methods were applied to shimp pond sediments
both bekie and after 3 mortality outhresk. Using cnude smples, the species
V. nigripuddrritieds is not detected at st (042 samples ot day 56 post 4 tock-
ing) but appears frequently in the saliments afber the mortdity event {30742 2t
day 107). The distribution of straim fom the chester of V. migri-
puldhrinudy aleo follvws this pattem . [n contrast, the pSFnl vindence-staoci ted
plasmidd was detected in ome ample at diy 56 and none ot day 107, An enrich-
ment method was developed to lower the detection brmits of our sstays Afer
enrichment, the species V. nigripudehritedo was deected in ol samples ot both
dates. The mumber of samplet positive for pSFnl was 4270 amples ot day 56
and 29442 at day 107

Conclusions: These results ahow that the seliments madin V. migripelennds,
rurtabdy pathogendc straing. Sumpritingly, the virudense-ssadated plasmid pSFnl
fonenad i @l V. migripulchrineds ikl fom motbend shrimp appesn b
Frequently in sediments, poasibly being useless or even detrimental o it recipi-
ent bacters in this emdmiment

Significance and Impact of the Study: This study conficmes the praence of
pathogendc V. nigripulchrtudo  straine o shimp pond sediment befre a
maortality euthresk complying with a previows that sedimets coudd
be the infecting reservoir. After the outhrek, both total V. sigripulchritudo and
pathagenic strains popubitions have largely incresed, poasibly contribusting to
the fecurtent moctality oheerved in this shrimp vibriosiz.

figue &b des Ehedes  Eomomigues,  htpeffwwns e ne)
Although the production & small compared to the wodd

In MWew Caledonds, located in the Souwth Pacific Ocomn,
shrimp pond Bming # bated on the cultute of the
domesticated Pacific blue shrimp Lippenaens splimetrs.
Simce 1980, production has increased from monedstent o
o tevbnl of mhout X0 bosncries per yeur { brstitiet de by stans-

00 The Authen

shoimp poosducion (246 million  toones o
shomp, httpofwww fremer frisquacnbuee), in Mew Cale-
domtin, this inchesry it the second export business on the
iand. However, dheimp squaculture in New Caledomnia
aunt be threatened by ditese outhrela

Jiasrmial compd aton € 2009 The Socaty for Appled Mok, ommal of Appd Wi diolegy 1
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Influence of sediment characteristics on shrimp
physiology: pH as principal ettect
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Abstract

Penagid shrimp reared in earthen ponds are exposed o sediment, which can, in some instances,
induce a stress. In seawater, the osmore gulatory capacity (hyporegulation) is a useful ol 10 compare
the physiological condition of shrimp exposed to various stressors, By keeping some shrimp in capes
at different locations of a single pond heterogeneous in terms of sediment quality, it was possible,
using osmotic pressure (OP), o wdentify some locations where the stress was maximum and some
others where it was minimum. Simultaneously, sediment samples were taken and analvsed inorder to
evaluate some physico-chemical pammetess that could be related to the stress observed in the
shrimps kept in the cagas. This approach allowed to show a significant positive comrelation batwesn
the pH of the sediment surface and the shrimp osmotic pressune. This result was confirmed in a study
carfed out in experimental 70-1 tanks, where osmotic pressure decreased significantly as water pH
decrzased fom 7.0 to 6.5, The methodology developed in this study may be useful o evaluate the
strass cansed by sediment in shrimp farms,

2004 Elsevier BV, All rights reserved.

Keywards: Shrimp physiology; Osmotic pressure; Stress; Sediments; pH

* Corresponding author, Tel.: =687 28 51 T1; faoc; +687 28 T8 57.
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Combined effect of exposure to ammonia and hypoxia on the blue shrimp
Litopenaeus swlirostris survival and physiological response in
relation to molt stage
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Alvstract

‘The effect af ambient arrmonia, hypacia and conshination of both on survival and fhe phydalogical and mmmunoloegieal reponde of the hloe
shrlang Lispenaeus sdfiroserss in relation fo mol stge was dudied Shrimg were sulmmsied 1o 88 0-715 mi T fotsl s N comsipaiding
tor 2.0 mg I ' undoniced ammsonis NH-N andior o 15 nag O 171 (4.3 KPa) for 24 bows. Survival was recarded and the mol steges of hoih desd
and gurviving shrimp detemmed. Only shrmp in mienmolt ood pressalt depes were sanmpled for o lysis of hasmobaoph. Hesmolyonph was
aasayed fof oanorerulstory capacity (00), mapneauwn jon (Me"), cakdum don (027"}, lotal protens, axovh vanm, betate, glosots and total
hasmacye oot (THOL

Lovw matalities were recordad for shrimp submitie d mdependendly to anmmis or hypoxis. Seventy five perosnt of dead dhirinp wers m early
st manl (dape A) in anmmonts trestment, while hypoxia affectsd mednly lste premoli andmek (itrs Do) A symerge effect o snmamis and
hypoda combimation (A4 (b teatne ) on mortality was ohaerved, affecting nesrly exclugvely shemnmp in lete premolkt sape Do

Anabyids of molt st repartition af the emd of the experiment dugirests that smmonia freatment may have accslerated molting.

The comrxm phystokgical respomie of ghrimp to the different trestusants was characterizsd by o reducsd 00 and an incoease in Ca™ . Increse
in 80 combd nod be vsliduted by the statistical dmlyeis, 23 well a3 plycsetis variations. Plasmatc lsctsie level increased sud THC decreased in
abrimy subnadtted o hypooda and the combmation of hyposda and smmiemis. Tedal prodeins concentration was redocsd in snmmomis and A +04
ireatents. The effiect wis nere ronounced i bte premnh shrimp than o inermoll shrimp. Combmation of snmmonds and hypoda led do 2

phyaiakvgos] responie drmper than this observad for srmonis-alones and/or hyposda-alone treatments, encept for oxyhis moeyanin.
The effect of ewch external fiocdor (pmecmis, hypaiz) and the combimation of hoth, end imemal one (nsolt stege) are diicussed

€ 2007 Hsevier BY. All rghis reserved

Kavwordn Ammonin; Hasmohvmph cormtuents, Hypon; Lop e sivlronrin Mol stage; Penaad shrimp; Siress; Sorvival

1. Introduction

Faming of shrinp n somi-intensive celture system may be
subjectad to environmenial variations such as fuctwations of
dissolved ooy gen, temperature, or accomulation of potentially
tonic compownds like ammaonia or nitrite (Chien, 1992 ), Varia-
tions of environmental fctors are pot necessanily independent
af gach other, and combination of several factors which may be
stressful for shrimp could be encountered at the same time in a

* Comespondmg muthor Tel: +657 14 25 T; B +6ET X8 78 57,
Email addvery comagnienf ifmmer fr (C Mugnder)

O 4ESE AT - pee foot motter © 2007 Elsevia BV All sgphis masmved
dloiz 10 101 &'j aqmoacaktere OOT_ 11033

pond. A consequence of shrimp being stressed may be a de-
crease in immune defence and an increased susceptibility to
pathogens (Le Moullac and Haffner, 2000; Horowitz and
Homonwite, 2001,

L stylirestris is the only species cultivated im Mew Cale-
donia. It is the sacond exporied product of the country, but-its
culiure is still a developing indusiry, Those shrimp benefit an
almost virs-free status but ane commonly exposed to seasonal
martalities dwe to vibriosis either during the cold or the wam
seavons { Costa et al, 1998, Goarmnt et al, 2006). Variations in
environmental faciors seem 1o have an impact on the monalities
ahserved (Memoud ot al, 1998).
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be even higher than in traditional spricelure. Many experimental
genetic inmprovement programs have been developed during the pas

During the secomd pan of the 20ch century, genetls simwved lage
improvemants in agricultwral industries (poultry for example)
Aquacuinere could benefit from the uwse of such methodologies as
well (Gledrem, 1997; Argue and AlcharWarren, 2000.) Because
domestication in modern aquaculiure b5 stlll recent and wot fully
aclieved, the aquacultured andmals are not totzlly sdapted © rearing
conditions yer: therelore the bensfits of genetics in aquaculiune @uld
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10-15 years at different kevels and in different parts of the workd lor
mothscs, finflshes and orustaceans (Gjeen and Banmen, 1957; Maxg
2002). They all aim at helping squaculture industies to be
competichie and sustalnabde in their own soci-sconomical and bio-
techndcal oondescts. Bt & gene tic improvemsnt strategy which proved
o be elficlent in 2 given context on a given ologiaal maodel & mot
ne@sarly elffident in another antext

The R&D prograns on domestication and selection of the white
slrimp Fenoeus [ Lirapenaaus) vamane! during the last decade were
implemented to supgort the growing industry exploiting this species
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Understanding of antimicrobial defence mechanisms of penacid shimp should help in the design of effi-
cient strategies for the management and disease contral in aquaculture, Inthis shady;, we have spacifically
analysed the expresson in circulating hemocy tes of antimicrobial peptides (AMPs) encoding geres, such
as PENZ and PEN2, ALF, crustin, lysozyme and a putative cysteins-rich peptide, We evidenced a relation-
ship between the lewel of expression of some AMFPs and the successful response of the shrimp, Litopenaeus
stptirostris, bo circurme=nt 2 pathogenic Vv penaeicida infection. Additionally, significant differences in
some AMP transcript amounts are evidenced betwesn control, non-selected shrimp line and the third
generation breeding of shrimp selected for theit survival to natural V. penoeicida infections. On the basis
of these results, it will now be of great intzrest o determine if these AMPs are directly involved in the
resistamce of shrimp ta infection or if they only reflsct ather acquired defence mechanisms whizh can

1M mune respons: confer a resistance,

Penacidins
Lysoryme

Ami-LFS Geror
Crustin

Oysteine-rich pepride
Real-time FCR

& 2008 Elsevier Ltd. All rights resereed.

L. Imtrodection

Understanding of antimicrobial defence mechanisms in penaeid
shrimp {order; Decapoda, family: Penaeidaz) is of prime impor-
tance to develop approaches for limiting the impact of infectious
diseases which affect the shrimp aquaculture. Advances have been
made in the fizld of immunity wich the molecular characterization
of several antimicrobial peptide ( AMP) families by both biochemical
ard genomic approaches. Penacidins have beenthe first AMP family
characterized from the shrimp Lop enaeus vannamei{ Destourmiews:
et al, 19971, Isolated from hemacytes, the blood cells, they have
beenintensively stud ied regarding their in vitro antimicrobial activ-
Ities and their gene expressionin resporse tomicrobial stimulation

Abvovades:  AME antimiagobial pepeide; PEH, penseiding ALF, anti-
lipopohsaccharide Factor; BF-1a, elongation facior-1 alpha; FCR, polmerase chain
reaction; MRCE, real-time FCR; Cn, oyde threshold; PL post-larvae; 53, third gener-
&lon,

* Corpespondimg axhor
Eoma address: Pvelme Bacherediltemerfr (E Bachéne])

0151 5520 5 - s frone matter € 5308 Heewier Lid. Al rights resapeed.
ok POIE | molimmry 2008 04, 003

and Vibrto infections {for review, Bachibre et al, 2004). With the
development of large-scale genomic metheds, penaciding have
been identified in almost all the shrimp species studied They have
been reported following several EST {Expressed Sequence Tag i pilot
prvjocts from individual non-immune challenged L sstferes and L
vannamet (Gross ot al, 2001) or from Penoeus monodon (Lehnert
et al., 1995 Supungul ot al, 2002; Tassanakajon ot al., 2005 and
Fenneropenaeus chinensis (Shen et al, 2004} This peptide family
is noww kmowm B2 be ubiquitous for penacid shrimp and original
regarding structural characteristics (Yang et al., 2003 ; Cuthbertson
et al, 2005, 2008 ). The penacidin family is constineted by throe
subgroups of peptides {PEN2, FEN3 and PEN4 ) which present char-
acteristic fratures according to amino acid sequences and motifs
{Gueguen et al, 20061 The furctional significance of such peptide
diversity in animals is notyetwell understocd. Apart from penaci-
dins, several antimicrobial peptides have been also identified by
genomic approaches. These studies reveal a high level of conser-
vation betwaen immune effector cI/NAs from the different shrimp
species L. varname! and L. setiferus { Gross eral, 2001 § L, stplirosrs
{de Lorgeril et al, 2005}, B mencdon (Supungul et al, 20041 F, chi-
nensls (Shen et al, 2004; Dong and Xiang, 2007) and P, japonious
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Article 15 : Développement d’outils de surveillance
sensibilité des gonocoques aux pénicillines et déco
génotype de la porine responsable d’'une baisse de s
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Genotyping as a Tool for Antibiotic Resistance Surveillance of
Neisseria gonorrhoeae in New Caledonia: Evidence of a Novel
Genotype Associated with Reduced Penicillin Susceptibility”

Frédérique Vernel-Pauillac,' Sobhan MNandi,® Robert A. MNicholas® and Cyrille Goarant'*
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Antibistic resistance in Neisseria gonerrhoege continmes to be a major concern in public health. Resistance
of N. gorevr hoeae bacteria w penicillin G is widespread in most developed couniries, which has necessitated a
change v newer drogs for treatment of gonoceccal infections. Recent reports indicate that resistance to these
newer drugs is increasing, highlighting the nesd for accurate therapentic recommendations. In some countries
or communities, however, N. gomershoere isolates are still smsceptible to penicilling so the use of this antibistic
for simgle<lose treatments of medically under-ressorced patients is beneficial. In order to evaluate the ade-
quacy and sustainahility of this treatment appreach, we explored the presence and prevalence of chromosoma-
Iy mediated resistance determinants in N, gonorrhoeas isolates collected from 2085 to 2087 in New Caledonia.
We develaped tan new real-time PCR assays targeting the peaB and serR determinants, to be nsed waether
with a previonsly described duplex assay targeting the pead and pond determinants. The results of this study
provided evidence that neither the mosi-common sar R determinants nor the mosi-resistance-associated penl
alleles are carrently circolating in New Caledonia, sapgesting that penicillin shenld still be considered a
valmable treatment siratezy. Additionally, using enr genstyping assay, we observed an umexpected penl
penoiype at a relatively high frequency that was associated with a decreased smsceptibility to penicillin (average
MIC, 0.15 pgmli. Sequencing revealed that this gemotype correspended to an A10ZS mutatien in the penB
gene. The molecalar toels developed im this stmdy can be used successfully for prospective epidemiolsgical
monitoring and surveillance of penicilld soepiibility.

Nelsgerla gomorrhogae is an obligate gram-negative human
pathogenic bacteriom that continnes to be a public health
problem worldwide (310, It is well documented that N, povor-
rhaeae bacteria have evolved resistance mechanisms to almost
all antimicrobial compounds that have been used to treat in-
fections, an ability that has largely been related to the capacity
for natoral recombination between strains of the same species
within a homan host and with other members of the natoral
human mucosal fora, notably saprophytic and other patho-
genic Melsseria species (7, 27, 29, 300,

Antimicrobial resistance mechanisms inclode the production
of antibictic-degrading enzymes, modification of the target
site, and decreased influx or increased efflux of the antibictic
(1, 13). Penicillin G was used to treat gonococeal infecticns up
to the mid-1980s, until the emergence and spread of resistance
ren dered the antibiotic ineffective. These strains utilized either
plasmid-mediated or chromosomally mediated mechanisms to
become resistant o penicillin G (9, 36). The spread of strains
harboring a plasmid-encoded TEM-like p-lactamase has been
very rapid and has forced the withdrawal of penicillin for
treating gomococcal infections in many areas. Chromoscmally
mediated resistance to penicillin, tetracycline, and macrolides
(25} in N goworrhoeae bacteria is alo recognived as being a

* Corresponding author. Mailing address: Institat Pasteur ds Nou-
welbe-Calédanie, Laboratoire de Recherche en Bactérialagie, Mouméa
Cedex, Mew Caledonia. Phone: (687) 252666, Fax (637) 273290, E-
mail: ggoarantiipasteur.nc.

" Published ahead of print on 30 June 2003,
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major means by which resistance emerges and spreads in var-
ions geographic areas (10, 12, 19, 20, 22-24). The results of in
vitro transformation experiments have shown that chromo-
somally mediated high-level penicillin resistance is complex
and iovolves at keast five genes, inchoding those encoding al-
tered alleles of the two essential penicillin-binding proteins
FBP1 and FBP2 jpomd and pend, respectively) and porin
(penBy and those resulting in cverexpression of the MirC-
MitrD-MtrE efflux system (mierRl). The results of recent smdies
have demonstrated that alterations in the pend gene which
create a mosaic PBP2 decrease susceptibility to cefixime and
caftriamone (16, 17, 21, 40).

The major porin of N, gomarhoeze is encoded by porR that
has two alleles, porBfb and porBia (3 The resulis of early
smdies of chromosomally mediated penicillin resistance dem-
aonstrated that recombination near the porll kocus was associ-
ated with a decreased susceptibility to antibiotics uvpon acqui-
siticn of the penB resistance determinant and that penB
resistance was correlated with the poddifb alkele (6, 10). The
important sequence modifications of porBib related o the
decrease in susceptibility to penicillin have been located in
locsp 3 at positions 101 and 102 of the mature protein (12, 22).

Transcripticnal regulation of the merCIE operon in N gon-
arrflovae bacteria has been shown to be a major determinant in
snsceptibility to lydrophobic agents (14). The mel promoter
drives the transcription of merR {2 transcriptional represaor) in
one direction and overlaps with the promoter for the merCDE
aperon, which encodes three proteins that assemble to form
thie MtrC-MtD-MtrE efflox pump, in the other direction. The
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Quinolone Resistance in Neisseria gonomhoeae: Rapid Genotyping of
Quinolone Resistance-Determining Regions in gyr4 and parC'
Genes by Melting Curve Analysis Predicts Susceptibility”
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We report a doplex real-time FCR assay for the simoltanesns screening of mutations involved in Auore-

{IIII.II]IIE resistance within

gyrd and perC quuinolone resistance-determining regions (QRIDRs) in Neisseria

ponerroeqe. Oar assay clearly detects all mutated QRDEs and allows the identification of common genstypes,
whether the (RIS contain single or denble motations, providing valuable epidemiolegical wols. When this
methed s used in conjunctien with similar assays and in vitro amalyses, essential antibiotic resistance
sarveillance can be perfermed for public health parposes.

Gonorrhea rates generally remain high in Mew Caledonia
and Oceania, where penicillins are the recommended treat-
ment {17, 19, 22). Increasing penicillin resistance means that
fuoroquinolones are the next the rapentic opticn, but monitor-
ing of relevant antibiotics for effectiveness for public health
purposes (L 7, 15, 16, 23) & required. However, resistance
surveillance of gonococe is difficult becanse of culture-related
and storage issues (3). Monetheless, important epidemiological
data may now be obtained if appropriate samples are con-
served for genetic analysis (22).

The main determinant of fuoroquinolone resistance in
gonocooci is target site alteration by spontanecus mutations in
the quinolone resistance-determining regions (ORDRs) of
gved and parC (1, 4, 6, 20). The codons 91 and % of gwed and
86 through 88 and 91 of parl are those most frequently asso-
ciated with quinalone resistance in Neisserla gomorlaeae (1, 6,
11, 13, 14, 20 The stepwise acquisition of motations leading to
progressive increases in MICs begins first with geed changes
resulting in a less susceptible or resistant phenctype, followed
by parC alierations that increase the mesistance. We developed
and validated a real-time PCER-based genotyping method using
hybridization probes to detect ORDR motations within gyed
and perl for the epidemiclogical surweillance of quinolone
susce ptibility.

The QRDE sequences and ciprofloxacin MICs for a panelaf
2 selected N gonmorrhioeae WHO reference strains and other
strains from the WHO Collaborating Centre in Sydney, Auns-
tralia, were first determined (Table 1) Strains were catego-
rized as less susceptible when MICs were 0006 to 05 wg'ml as
resistant when MICs were =05 to <4 pg'ml, and as highly
resistant when MICs were =4 pg/ml {18} A forther 14 clinical
strains isolated at the Institor Pastenr in Cambodia, for which
MICs of ciprofloxacin ranged from 0.016 o =32 pg/ml (Table

* Corresponding author. Mailing address: Institat Pasteur ds Nou-
welbe-Calédonie, Laboratoire de Recherche en Bactérialogie, Mouméa
Cedex, Mew Caledonia. Phone: (637) 252666, Fax (687) 273390,
E-mail: cgoarantia pastenr.nc.

¥ Published ahead of print oo 5 January 2009,
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13, and a 1-year collection of 100 isolates {onby 1 of which was
quinclone-resistant N. gonarrhoeae [ORNG]) from the bacte-
riology laboratory of the Institut Pasteur in Mew Caledonia
were ako examined. The ciprofloxacin MICs for these isolates
were determined by the Erest (AP Bicdisk, Solna, Sweden)
diffusion method using WHO reference strains as controls. All
strains and isolates were handled and DNA was extracted as
described previously (22). Oligomnuclectides were designed us-
ing the LightCycler probe design software version 2.0 (Roche
Driagnestica) and synthesized by Sigma-Proligo (Singapore Pry.
Ltdi The 761-bp amplified region of geed was probed for
mutations in codons 91 through 95 by melting curve analysis
with a LightCycler Red 705 probe. For parC analysis, an an-
chor probe was combined with a LightCycler Red 670-labaled
sengor probe overlapping codons 84 through 91 inside a 807-bp
amplified parl product. Primer and probe sequences and the
reaction conditions are summarized in Table 2. Amplification
and melting curve analysis of the two genes were conducted in
a single multiplex ron with a final volume of 20 pl. This pro-
tocol ensnres multiplex genotyping using a compensation color
program to corfect emission spectrom overlaps of the dyes.
Controk in every experiment included a blank capillary mbe,
wild-type DINA, and mutated DMA.

We obtained highly reproducible resulis both within and
between successive mns, with distinguishable melting corves
for both QRIDEs (Fig. 1) The geed ORDR genotyping anabysis
wsed the T5-nm wawelength and ideatified eight different
melting peaks, based on melting temperamres (T,,5) and curve
shapes (Fig. 1A} Wild-type gwed ORDR sequences were iden-
tified by a mean T = a standard deviaticn of 57.2 = 0.17C.
Single mutants were easity evidenced by T s in the range of
5005 to 51.5°C. Among single mutants, D95M and D955 were
distingnished by T_sof 50.7 + 0L.05°C and 51.0 = 0.1°C, re-
spectively, both with a sharp melting peak, whemeas 591Y,
S591F, and D955 were not visibly distinguished from cne an-
ather due to the overlap of their melting peaks, with a T, of
514 = 0I°CL

Four profiles specific to dooble mutants were clearly identified
and confirmed by sequencing reactions (Table 1). In descending
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Real-Time PCR Detection of gyrA and parC Mutations in
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Flusroquinolene resistance in Streptacoccus pneumoniae mainly involves stepwise mutations predominantly
im the par(: and gyrA genes. We have developed a single-run real-time PCR assay for detection of the four most
commoen mutations in the quinolone resistance-determining regions of these genes. This assay provides a

useful tool for both clinical and epidemiclogical use.

Streptococcus preumonias is @ major cause of community-
acquired infections ranging from otitis media to pneumania or
menirgitis (12}, Strains resistant to multiple antibictics have
recently besn reported and pose a risk of therapeutic failure
(1). This obsarvation has encouraged the use of newer fluoro-
quinzlones agairst pneumococci (8) and has thus led to the
emergence of fluoroguinolone-resistant clones. Prevalence
rates have increased in Canada and have reached 14.3%% in
Hong Kong, while they have remainad below 1 to 2% in the
United States and Europs (3). The development of resistance
to flucroguinolones in pneumococci is a stepwiss mutational
procass (T) that mainly occurs in the quinclons resistance-
determining regions (QRDRs) of the parZ and grA genes
{11). Saveral reports have noted that a significant propaortion of
isolates harboring first-step mutatiors had low or no pheno-
typic expression but had the potential to develop higher levels
of resistance to flucroquinolones when they siffered a second
mutation, resulting in treatment failure (10). This evolution
implies that microbiolog ists must be able to detect first-step, or
"praresistant,” mutantsz. The wse of a nonmolecular test
schamea for the detection of low-level resistance has been pro-
posed, but this type of test lacks sensitivity and specificity (13).
A powerful and highly specific technique for the detection of
mutatiors within a DMNA sequence is real-time PCR with flu-
orescant rescnance energy transfer (FRET) hybridization
probes. We report on the development of a real-time PCR
assay that uses FRET protoes for the single-run detection of the
four mast commaon resistance mutations within the QRORs of
the parC and qrA genes of 5. pheumoniae

The 5. preumaniss strairs wers isolated, cultured, and iden-
tified @s described praviously (3). A total of 58 strains whoss
parZ and gyw& genes had besn sequenced previowsly wers
studied. They consisted of strain RE and 3 FS derivatives
kindly provided by E. Yaron (13), 10 mutants generated in
vitro, reference strains CIP 104485 and TP 1000, and 42 clinizal
isolates (37 from Mew Caledonia, 3 from Australia, and 2 from

* Cosrespanding author. Mailing address: Institut Pasteur da Nou-
welle-Calédonie, 8-11 avenue Paul Doumer, BP &1, 98845 Nouméa
Cedex, Mew Caledonia. Phone: 687277532 Fan 687.27.32.900 E-mail:
skhelle@pastaur.nc,

* Published ahead of print on 25 August 2008,

Tahitii. Table 1 summarizes the known mutations, the results
of disk agar diffusion {Bic-Rad), and the MICs determined by
agar dilution, as describad praviously (13). DMA was extractad
with a QlAaamp DMA mini kit (Qisgen). The primers and
probes were designed by using LightCycler probe design soft-
ware (version 2) and were orderad from Proligo Singapors Py,
Ltd. The wild-type sequences of gwA (GenBank accession
number DCATE1TE) and parC {(GenBank accession number
D1 76507 were usad for oligonuclaatide design. By using the
par’ sequence, an LC-Redl05-labeled sensor probe was de-
signed to detect the SerT8Tyr (C-to-A substitution) and the
AspliAla (A-to-C substitukion) mutations. On the besis of the
qA sequenca, the LC-Redbd0-labeled probes were designed
to datect the Ser81Phe (C3T substitution) and GluBsLys
{5 3 A substitution) changes. Probes fior gyra were designed so
that each probe covered a mutation (3erf] or Glu8s) and had
the same melting temperature (T ). thus behaving as an an-
chor for the other probe. Tabls 2 summarizes the sequences of
the primers and probes, the concentrations, and the reaction
conditions. The primers led to 219-bp and 2089-bp amplicons
for qyrd and parZ, respectively, which allowed the detection of
mutations in gyw& and parZ in asingle run in 20-- | capillaries
of a LightCycler (version 2.0) instrument. The parC-specific
primers were aptimized at unequal concantrations to increase
the fluorescence and allow better discrimination of the peak
T (20

All 5 pneumoniae strains had clearly distinguishable melting
curves for both grA and parC (Fig. 1). Wild-type parC had a
T, of B5.7C, and mutants with single SerT® or Asp83 muta-
tioms had T,,5 in the range of 62.1 to 63.0°C; the mutant with
the AspBIGly mutation, however, had a T, of 64.8°C, which
wis still significantly lower than the T,5 of the wild-typs genes.
The T, 5 were highly reproducible. The mutant with the double
Ser?9-Aspd3 parC mutation had a T, of 47.1%C. Wild-type
qwA had T,s greater than 67°C, and the T,s of all mutants
were less than 65.5%C. The mean T,, for wild-type qwA was
ER.2°C, that for the mutant with a single Ser81 grA mutation
wis 62.0°C, and that for the mutant with a single Glu8s qyra
mutation was 64.2°C, The mutant with a double Ser81-Glugs
qrA mutation had an intermediate T, of 63.3°C. The results
real-time PCR with FRET probes obtained for the clinical
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Article 18 : Validation multicentrique des outils d
moléculaire de la sensibilité des gonocoques aux an
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Correlation between antibiotic susceptibilities and
genotypes in Neisseria gonorrhoeae from different
geographical origins: determinants monitoring by real-
time PCR as a complementary tool for surveillance

Frédénique Varnel-Paullac,' Elisoa H Ratsima,? Bartrand Guilard,” Régis Goursaud,'
Camille Lethezar,' Sopheak Hem, Fabripe Merien,! Cyrille Goarant!

ABSTRACT

Objective To deteming in Neissers gonomhoese NG
imckztes fom diflarent geographical anses whether
maonidoring of mejor determinents imaled in
chromasamal antimicrobizl resistance comelatad with
phenatypes and could constitute complementary took for
suneilence.

Mathods A=al-time multiplee PR 232ys tangeting
pend, mivf, pend, povd, gy end parl determinents
wena appliad 1o 169 MG extracts. Minimum inbibitory
concantratons for penicilin and ciprofioacn wens
desermined by E1est, and [rectamase producion wes
aralysed wing rivocssn discs.

Results A tofal of 163 NGz wens samined, 110 fom
Mew Caledoniz, #4 fom Madagescar and 15 from
Cambodia. Despite the heterogensity in the mumber of
imolates tested, the ausceptibiity trends obsened in the
differant geogaphic sress siudied showed & good St
with the multigene genotypes. In addition, festures
refated 0 @ specific geographical diverdty wees found:
[1) & high prevalence of sTaing habowing the podia
alee and showing reduced penicilin suscepibility in
Madagascar and Cambodia | 39% and A% respecively);
|2 elmast &l s¥ains from Cambodia wene resistant 1o
the drugs tested (1115 and 14715 resistent fo penicilin
and ciprofioxacn respectivelyd; and [3) idemtiScation of
nowel pen and minf genotypes essodated with

& moderately decreased penicilin suscaptinility in New
Caledonia fridf novel genotype in 4 7% of mtermediate w
14% of suscepible solaks).

Conclusions Showing 2 good comeition wih
phenotypic trends of susceptibiity, muliplee real-ime
PR assys could be wsed successfuly for prospecive
epidemiciogeal sudies notably by cdhaactensng minf
and pent determinants for their iundamentsl and
complemnentary roles inincresang the anibiotic
resitance. Thess molecuar ools ooud also provids
useful afternatve surveilance tools for non-vishle strains.

Nedzeria gomorrkocae (MO} & the causative agent of
goncrrhoey, one of the major sexually transmitbed
infections in many countries. [ts remarkable .:.bu'.lit}r
to svole raistance mechanisms threatens the use
of most antimicrobial agents so that attention in an
effective surveillance to limit the spu'ca.d of multi-
resistant strains has become an atwolute necesity

Benicillin resistance arises sither a5 a consequence
af .:.nﬁbcia'l:icdcgn.dir.g Enzymes '|:\u'4:|-t:|1.|.n:|::i\:|cr'.2 ar

from simultanecus genetic varistions in endogenous

ernd-Faulbic F, Fatsma B, Gulbird B, of o, Sar Transm hiact [002) doi-t0U00 S8 1008 Z18000
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genes and megulatory regions resulting in an
mcreasing  resistance to structurally  unrelated
groups of drugs L

Beduced affinity of peniclllinbinding protens
{encaded by perd and pord), overexpression of the
it rC—MitrD— bt rB el due to mutation
i the promoter of mirk and decreasel permeation
of the outer membrane induced b}rmut.:.ﬁm': inthe
parin FoarB b are the commonly described mecha-
nitme of chromaomally mediated resistance "=
These mutations, referral to a3 perd, pord, ek and
perli determinants, have been widely ohmerved
chinical isalates disphiying decreassed susceptibility.
[n vitro transformation experiments demons trated
that their : sion was kading to
a gradual :Imﬂmﬂi}ﬁnm inhibitary Duc;'E.nu'
tration (MIC) when successive variations accumu-
htl:." w12

Raitince to Huoroquinalones in MO mvelves
mutations in the qu.ir.ohu".v: red:tar.ﬂ:dm:ir_'h‘.g
Tegions [(]Rm:jgfasyr.’. and parC " Mutations
in gyrA are considered as the first and mest frequent,
ka.d:ing to either a less maq:vt:l'bk or a resistant
phenotype, whereas parl’ changes constitute later
steps .1]\1.\1_1_,5 ]e.:.dir.g o mu'n'p]eb: resistance '% Y
Efflux activation or decreased F-u':i::ﬂ'ﬁumbu']it}r
has abio been suspectal of being involvad in resis-
tance 1:\:|nn:|1.|.'i:'.-t:|1n:r.-=:.""i 19

Lksing real-time FCR with hybridisation probes,
we genotyped thess chromaomal determinants in
MG isalates From dif ferent Sa:gmphic areas (Mew
Caledonia, Oceaniy; Madagascar, Afica  and
Cambodia, Asia). 'We then uated the corrdation
hetween thee genetic variations and the suscepti-
hility to the comesponding antibictics in order to
evaluate the predictive value of thess molsculsr
toals and their pus:ﬂ:ﬂ-: use in surveillancs as a way
to forecast forthcoming resistance and  adapt

recammenda tions.

MATERIALS AND METHODS

NG izolates

Avatal of 168 NG saates from men or women were
studied. They were isclated at the bactenichegy laba-
ratories of (1) Institut Pasteur of New Caledanda {110
malates collected bom October 2008 to October
2007; (&) Institut Pasteur in  Antananarive,
Madagascar (47 isclates collected From Manch 2004 to
March 2006); (3) Imtitut Fasteur in Phnom Fenh,
Cambodia (15 isolates collected over 2006 Mast

1of B
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lll. Projet de Recherche : La leptospirose en Nouve lle-

Calédonie

lll.A. La leptospirose, une maladie grave et méconn ue

La leptospirose est considérée comme la anthropaseo(ou zoonose, maladie commune
a ’'hnomme et a une ou plusieurs especes animagdy$ répandue au niveau mondial (Plank
& Dean 2000). Elle est également fréquemment dgacdmme une maladie tropicale
émergente. Ce caractere émergent est principaldidentx modifications des modes de vie et
de l'environnement, mais pourrait accroitre son omignce dans le contexte d’effets

écologiques et météorologiques des changementatajues globaux.

On estime que les formes graves de leptospiroséseptent annuellement plus de 500 000
cas, principalement en région intertropicale daes gays en voie de développement.
L’attention du public et des autorités de santérimtionales a été attirée sur cette maladie
suite a un certain nombre de flambées épidémiqupsriantes au Nicaragua (Ashfoed al.
2000), au Brésil (Lomaet al. 2000), en Inde et dans plusieurs pays d'Asie dir&at (Koet
al. 1999; Smythe 1999; Tangkanalatlal. 2000; Levett 2001; Masuzaved al. 2001; Bhartiet
al. 2003) ainsi qu’un certain nombre de cas groupEs di des activités collectives de loisirs
comme, pour les 2 groupes de cas les plus célébregriathlon dans I'lllinois en 1998
(Morgan et al. 2002) et un raid de pleine nature dans la part&alde de Bornéo en 2000
(Sejvaret al.2003). Depuis ces groupes de cas célébres, unreardissant de cas sont reliés
a des activités de pleine nature, en pays tropioaais aussi tempérés et la pratique du canoé-
kayak, des raids et de la randonnée, de la pécheigieen eau douce sont par exemple a
considérer comme des activités pouvant conduineedenposition a la leptospirose, s’ajoutant

aux expositions professionnelles mieux connues.

La leptospirose est également une maladie parfaigegavec un taux de mortalité rapporté
dans la littérature scientifique d’environ 10-15%isnatteignant parfois 52% (Plank & Dean
2000). Paradoxalement, elle demeure toutefois usladie négligée et il est reconnu que les
efforts de recherche qui lui sont consacrés ongtemps été insuffisants. Méme au sein des
maladies reconnues négligées par 'OMS, elle deenenal identifiée puisqu’elle n'apparait
dans cette catégorie de maladies que dans unergmigde, comme l'une des zoonoses
tropicales négligées, la privant ainsi d’'une vigibidont la recherche pourrait bénéficier. La
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Public Library of Sciences (PL0S) a récemment ecnédouveau journal a diffusion libre en
ligne consacré aux maladies tropicales négligeé®JPNeglected Tropical Diseases) qui
reconnait plus explicitement la leptospirose dagtteccatégorie de maladies nécessitant des
efforts accrus de description, de recherche etide pn charge.

En 1994, plusieurs chercheurs travaillant sur paolepirose se sont regroupés pour fonder
la Société Internationale de la Leptospirose (erhmtional Leptospirosis Society »), se fixant
notamment pour objectif d'augmenter la connaissaurecette maladie, aussi bien aux plans
scientifique que sur celui de l'opinion publigue de la sensibilisation des décideurs.
Conjointement avec I'Organisation Mondiale de lat8gOMS), ils ont congu et diffusé des
éléments d’informations a destination des professs de santé ainsi que des personnes
exposees a la leptospirose sous la forme d'un gevea téléchargement libre sur leurs sites
internet (World Health Organization & Internation&kptospirosis Society 2003). Plus
réecemment, en 2006, cette collaboration entre I'S'OMS a abouti a la création du
« Leptospirosis Burden Epidemiology Reference GridugRG) », dont les fonctions sont :

« de passer en revue les données épidémiologiquéa sharge de morbidité (« Burden

of Disease ») de la leptospirose ;

- d’identifier les carences techniques et les pésride recherche sur la leptospirose,

« pour faire des recommandations a 'OMS sur I'ésgkinent de groupes de travail et les

autres moyens par lesquels les questions technopuegaient étre traitées.
En effet, les estimations actuelles font apparatre I'incidence des cas graves de leptospirose
est aussi élevée que celle des cas graves d'iofeptir les virus de la dengue (environ 300 a

500 000 annuels), mais s’accompagne d’'une moralli® elevée (Hartskeerl 2005).

L’International Leptospirosis Society et 'OMS smulent notamment que la sous-
estimation des cas de leptospirose et la mauvaise gn charge thérapeutique qui en découle,
sont notamment dues aux difficultés diagnostigeseffet, le diagnostic de leptospirose est
rendu délicat par un grand polymorphisme cliniduetableau clinique tel que décrit dans la
plupart des manuels médicaux correspond a une dregirite hémorragique ou « syndrome
de Weil ». Ce tableau, quoique caractéristique, reygrésente qu’'une petite partie des
leptospiroses, trés souvent moins de 30% des dask(R. Dean 2000). Les éléments qui
orienteront la suspicion, en dehors de ces élénatiniques, sont I'expérience propre a chaque
praticien et le contexte sanitaire local, monttamportance d’'une bonne surveillance capable
de susciter une vigilance accrue dés qu’une augtient méme légére, de I'incidence des cas
confirmés apparait. Dans les pays tropicaux notamineemme chez le voyageur malade a son
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retour, le diagnostic différentiel avec la dengeepaludisme, la grippe, les hépatites virales,
les rickettsioses, la fievre jaune, les diverses/réis virales hémorragiques... peut étre
particulierement délicat. Le clinicien peut ainieéamené a envisager la leptospirose devant

tout tableau de syndrome grippal, toute atteinteilf® de I'état général avec ou sans signe

hépatique ou rénal ; il devra alors

envisager une  confirmation

IRk
BB T R biologique rapide. Ce diagnostic
/ biologiqgue de confirmation doit
i /ﬁ;,eaae:m.; o gl el ez B prendre en compte le stade de

développement de la maladie en

intégrant les éléments permettant

fievre /\/\//\

Incubation semaine 1 semaine 2 semaine 3
(2-20 jours)

de dater la maladie : il conviendra

Contamination

ainsi selon ce délai depuis
I'apparition des premiers symptomes de recherchgeht étiologique dans le sang puis dans
I'urine, avant de rechercher les anticorps circidahes techniques mises en ceuvre (culture,
PCR spécifique et test de micro-agglutination MA@¥tent limitées a un petit nombre de
laboratoires spécialisés (seul I'lnstitut PasteuNeuvelle-Calédonie par exemple). Toutefois,
méme la ou elle est endémique, la leptospirosé¢re&stiargement sous-diagnostiquée : a titre
d’exemple, la littérature rapporte une augmentatiordiagnostic de 500% lors de la mise en
place d’'une surveillance active de la leptospirasdawaii (Sasaket al. 1993). On voit la
I'intérét évident qu'il y aurait & développer et rendre disponible un test de diagnostic
rapide, utilisable en quelques minutes dans des lakatoires non spécialisés voire

directement dans des centres médicaux périphériguesn échantillon d’urine ou de sang.

Il est admis qu’environ 90% des cas de leptospisusd bénins et a guérison spontanée
(Plank & Dean 2000). Toutefois, du fait que lesrfes Iégeres échappent le plus souvent au
diagnostic, une proportion beaucoup plus élevéecdesonfirmés biologiguement nécessitent
une hospitalisation. Ainsi, lors d’'une épidémie ratyaffectée la Nouvelle-Calédonie au cours
du premier semestre 2008, le recueil des donnd@igdnelles d’hospitalisation a permis de
montrer que 65% des cas confirmés avaient été tatisps, pour une durée moyenne de plus
de 7 jours (Goarantt al. 2009). Dans ces cas serieux ayant nécessité gpatdisation, la
prise en charge en unité de soins intensifs n'est nare, en fonction de I'évolution des
parameétres hématologiques (une thrombopénie le siugent), biochimiques (insuffisance
rénale, atteinte hépatique grave...) voire radiologgjainsi que de I'appréciation de I'état
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général liée a I'expérience du clinicien. Toutefdés criteres pronostiques manquent parfois a
ces cliniciens pour différencier, lors d'une legiogse nécessitant une prise en charge
hospitaliere, les cas graves de ceux qui évolueatfois rapidement, vers une guérison.
L'utilisation d’'un modéle animal de leptospiroseeaenu comme pertinent et reproduisant
assez fidelement les leptospiroses humaines (Ha@R6) devrait permettre d’identifier un
certain nombre demarqueurs immunologiques ayant une valeur pronostige qui
pourraient, aprés avoir été validés sur un échantibn de patients humains atteints de

leptospirose, étre utilisés comme criteres d’aide la décision par les cliniciens

Compliguant nombre de questions touchant cettedigala taxonomie des Leptospires est
particulierement complexe. Cette complexité provigne classification multiple mais non
concordante : historiquement, I'unité taxonomigeebase chez les Leptospires est le sérovar
(dont il existe a ce jour plus de 230), regroupés la base de leurs caractéristiques
antigéniques en sérogroupes (au nombre d'une tnejtaDans ce systeme historique, les
especes de Leptospires pathogénes étaient regeospeés le vocableeptospira interrogans
s.l. (poursensu lath les saprophytes sous le vocalbdéptospira biflexas.l. I| convient de noter
gue ces acceptions ne sont plus valides.

Plus récemment, la taxonomie moléculaire et la gaémae ont permis de définir plus
d’'une douzaine d’especes génomiques de Leptogmtbegenes, parmi lesquellesptospira
interrogans s.s. (poursensu strictp la seule acception rigoureuse actuellemelnt)yeilii,

L. noguchij L. meyerij L. borgpetersenipour ne citer que les plus connues. La concordance
entre la taxonomie sérologique historique et leotaxnie génomique actuelle s’est avérée
mauvaise, un serogroupe pouvant regrouper des ssudlespéces différentes (jusqu'a 6
especes) et méme le sérovar, la plus petite umités da taxonomie sérologique, pouvant
regrouper deux espéces génomiques différentesrdmsition progressive entre ces deux
systémes taxonomiques est ralentie par l'importamageure que conserve le diagnostic
sérologique, seul capable d’identifier une leptoxg® apres les phases de bactériémie puis de
bactériurie, ainsi que par les caractéristiquesturales délicates des Leptospires pathogenes
qui nécessitent des milieux de culture trés spfes, une température d’incubation spécifique
(30°C) et ont une croissance lente, rendant I''selet du Leptospire étiologique
particulierement rare. Toutefois, 'avenement dagdiostic moléculaire par amplification
génique permet de plus en plus fréequemment, danscdatextes ou la leptospirose est
suspectée précocement, de disposer de 'ADN dedehe infectante et d’envisager, dans un

certain nombre de cas, une étude épidémiologiquasesnt sur une taxonomie plus rigoureuse
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et plus fine que celle qu’offrait la sérologie. Binlors de I'épidémie du début de I'année 2008
en Nouvelle-Calédonie, plus de la moitié des cadimoés ont permis I'isolement de 'ADN
du Leptospire infectant, puisque 53% des cas @nidéntifiés par PCR, 56% étant confirmeés
par sérologie (total >100% du fait de cas diagaosgt par les 2 techniques) (Goarahtl.
2009).

Les Leptospires saprophytes constituent un compassarel de la flore bactérienne des
ecosystemes d’eau douce ou humides et ont la ¢cégkcse multiplier dans I'environnement ;
les Leptospires pathogénes sont seuls capableea®n des animaux et sont réputés
incapables de se multiplier en dehors d’'un hétenahiEn milieu synthétique, les souches
saprophytes ont une croissance beaucoup plus rgpalkes pathogenes, rendant I'isolement et
la culture de souches pathogénes depuis des drantnvironnementaux particulierement
délicats. La cohabitation dans les écosystemeseaisitde ces deux groupes de Leptospires a
conduit a une description historique de I'écolodgs Leptospires, par des travaux utilisant le
plus souvent des approches culturales (Smith & B#6; Smith & Turner 1961; Johnson &
Harris 1967), tres probablement plus représentatéeveelle des Leptospires saprophytes. Les
travaux plus récents utilisant des approches mizites demeurent rares bien que les
connaissances génomiques et les outils moléculdispenibles permettent maintenant de les
mener a bien (Ganoz al.2006).

lIl.B. La leptospirose a I'ere de la génomique

Comme pour les autres pathogénes, l'avenement debniues moléculaires a
révolutionné non seulement le diagnostic, maisidassapproches mises en ceuvre dans le
cadre de la recherche. Dans le cadre du diagnosiis I'avons discuté plus haut, I'apport de
la PCR a permis un diagnostic de certitude préclas@risant une prise en charge rapide et
adaptée dans un contexte de diagnostic différemtifficile. Ce diagnostic moléculaire
contribue ainsi probablement a diminuer la mogadissociée a cette maladie.

Dans le cadre de la recherche, les génomes deepissieptospires pathogénes et
saprophytes ont été séquencés (BReal. 2003; Nascimentet al. 2004; Bulachet al. 2006;
Picardeatet al. 2008), permettant ainsi, par des approéheslico de génomique comparative,
d’identifier un pool de génes liés au caracterq@gdne, un pool de génes associés a la survie
hors d’'un hoéte, 'un et / ou l'autre combinés awoxe genome », partie commune et
indispensable a tous les leptospires (Picardetual. 2008). Le développement d’outils

permettant de manipuler les genes des leptospieesast qu'a ses débuts, par rapport a des
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pathogenes plus facilement manipulables, mais awcdes progrés spectaculaires au cours de
cette derniere décennie (Hardham & Rosey 2000 &ronset al.2000; Zuerneet al.2000;
Bourhy et al. 2005; Louvel & Picardeau 2007; Croda al. 2008; Murrayet al. 2008a;
Picardeau 2008) et les travaux ayant développédilettuces techniques ont déja permis des
progres significatifs (Yangt al. 2006; Ristowet al. 2007; Murrayet al. 2008a; Murrayet al.
2008b). Enfin, comme mentionné plus haut, l'utlisa des approches moléculaires a la
recherche et a la caractérisation de leptospires g échantillons environnementaux pourrait
permettre une meilleure connaissance des cyclés léptospirose, ouvrant ainsi la porte a de
nouvelles perspectives de lutte (Ganetal.2006).
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Article 19 : Revue sur les progrés récents permis p
génétique et de la génomique a la connaissance des
leptospirose.

ar les apports de la
leptospires et de la
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Albert I, Ko**, Cyrille Goarant’ and Mathieu Picardeau!

Abstract | Leptospinosis is a zoonotic dizease that has emerged a3 an important cause of
maorbidity and mortality among impovenished populations. One hundred years after the
dizcovery of the causative spirochastal agent, little is understood about Leptosping spp.
pathogenesis, which in tum has hampered the development of nevw intervention strategies
to addreas this neglected disease. However, the recent availability of complete genome
sequencas for Leptosping spp. and the discovery of genstic tools for their transformation
have led to important insights into the biology of thess pathogens and their and
pathogenesiz. We discuss the life cycle of the bacterium, the recent advancas in our

understanding and the implications for the future prevention of leptospirosizs.

Descriptions of leptospirosis-like syndromes were
reported in the scripts of ancient civilizations', but
the first modern clinical description of leptospirosis
was published by Weil in 1886 meF 2. In a landmark
study in 1916, Inada ef al. isolated leptospires, identi-
fied the organism as the cansal agent of leptospirosis and
determined that rats are & reservoir for fransmission to
humans®, Leptespires were subsequently isolated from a
wide range of animal reservoir species and d assified into
sercgroups and serovars as a function of their antigenic
determinants S0X 1L

Laptospirosis, a roonctlc dis=ase with 8 worldwide
distribution, is now recognized as an emerging infec-
tious disease’, Orver the past decads, cutbreaks during
sporting events, adventire tourism and disasters have
underscored its ability to become a public health prob-
lem in non-traditional settings*. However, leptospirosis
is a neglected disease that places its greatest burden on
impoverished populations from developing countries
and tropical regicns®. In addition to being an endemic
disease of subsistence farmers'**, leptospirosis has
emmnerged a8 8 widespread problem in wrban slums, where
inadequate sanitation has produced the conditions for
rat-borne transmission™. More than 500,000 cases of
seveme leptos pirosis are reported each year, with case
fatality rates exceeding 109", This Review focuses on
the pathogenesis afleptospimsis and then highlights the
mcent advances in the field with mespect to the genetic
approaches that have been recently developed and the
vindence factors that have been discovened.

The question mark-shaped bacterium
The genus Leptospira belongs to the phylum
Spirocheetes and comprises saprophytic and patho-
genic species!! 20X 11, Saprophytic leptospires, such as
Lepiospira biflexa, are free-living organisms found in
water and soil and, unlike pathogenic Leptosping spp.,
donot infect animal hosts'. Leptospires are thin, highly
mtile, slow-growing obligate aerobes with an optimal
growth témperature of 30 °C and can be distinguished
from other spirochaetes on the basis of their unigue
heok or question mark-shaped ends' P2, 12l

In addition to L. biflexs, the genomes of two patho-
genic species, Loptospirg interrogans and Leplogping
Borgpetersenis have been sequenced"*, Most (77-81%)
of the genes in leptospiral genomes do not hove ortho-
logues in the genomes of other spirochastes, indicating
that leptospires have diverged from other members of
the phylum", Furthermore, comparative anatysis of the
genomes of the pathogenic and saprophytic species'™"
has provided insights inte the genetic determinants
that rnay be imeolved in pathogenesis 80X 25,

The transmission cycle

Transmission of leptosplrosis requires continnous
anzaotc circulation of the pathogen among animeal res-
ervoirs or, as they ame commonly called, maintenance
hosts 5. 2. Leptosping serovars demonstrate specific
hest preferences; for example, rats serve as reservoirs
for the Icterohaemorragiae serogroup, whereas howss
mice (Mus muscylis) are the reservoir for the Ballum
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l1I.C. La leptospirose en Nouvelle-Calédonie

En Nouvelle-Calédonie, ainsi que dans les autréieativités Francaises du Pacifique, la
leptospirose est reconnue depuis de nombreusegsaonéme une pathologie majeure et un
réel probleme de santé publique. S6n
épidémiologie est typiqguement
endémique avec des flambées
épidémiques lors des périodes de forte
pluviométrie, comme ce fut le cas au
début de I'année 2008 (Goaragtt al.
2009).
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Summary

A leprospiross epidemic alfected Mew Caledonia during the frat semester of 2008, A& total of 135 cases

were diagnosed witha relatively low fatality rate of 3.7%. Heavy rainfalk, related o La Nifa, favoured
1J|..“ t‘r.‘id#llli\'.'. ']-Il.t‘ .P{-FB.., N:ll.l.'l.‘ﬂl.t‘l!«' u:ﬂ‘d.. L‘ﬁ:ﬂLl—:l.rll:Iﬂ]. q4% ‘:lr 1J|.\‘.‘ cases, J'll.d. 1J|.£‘ |l|im:’¥3lu1—i1m‘“:ﬂl test
56%. Epidemiological and economical data on this epidemic are presented and discussed.

keywords leptospirosis, epidemic, burden of diease, diagnostic techndgques and procedures, meteoro-
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Introduction

Leptospirodis i the most widedpread soonosis oocurring
worldwide, posgbly lethal, with epidemics associated with
II:I\‘.'"I.A‘.'{:-H:-I‘:IH.K_'JJ eveiils, 1|.-i:d.:|:l|5.- widler the influence of the El
Wi Southem Oscillation (EMS0) (Levert 2001). [
recenl emengence O re-eimempeice |E|urli et al lﬂ{l:l\;
Pappas ef al 2008) points to the lack of preparednes in
bow endeinic locations, where epidemics may ocour. There
notably & a recognized need for a better msemment of its
real incidence, medical and :ﬂ:-ck:-ls:-:.;icﬂ iJI:Ip.Il\'.‘l:i and costs
in endemic or epidemic contexts [Smythe 1999; Hanskeerl
2005 I New Caledadiia, lep'l.s:-:ipim::i:i i kivown to be
endemic with epidemic busts occurting during hot ainy
peris:-d.'i (Merien & Pemolat 19%: Berlios- Arthaud &1 al.
20072, bl. In the firt semester 2008, a La Mifa situation
induced heavy rainfalls and Soods md was ssociated with
an epidemic of human leptospirosis, cavsing 135 cases and

5 deaths.

Study methods

']-Il.t‘ pﬁ:-puJJLii:ﬂl. :ﬂil.l.i].iﬁl was J” I.I |:I-Ci:i1L|-:|.r |l|¢'d. Cames i:-l’

ke ptospirosis identibed during the frst hall of 2008, All
leprospirosis susplcions wene mbed 2 questionnaine alout
posgible ex posures, clindeal signs and geographical locali-
:’J'L.K:l'll.. h‘{t’d..x_ll J'll.d. :ﬂ‘:ﬁ'—'ill d.l'l.l [1|.|.|Jl||x‘r ‘:lr d.l:a'ﬂ ‘:lr
hospitalization, including in intensive care wnits (FCU) and
los of workdays including days of hospital mation] were
collected for every patient hospitalized. The standard cost
of a hospitalization day in a peripheral health center, a

*These anthors equally contribued o this work.

rl

stan dard vnit or TCU was oltained from the health centers
and hospital respectively, For patients whose condition did
il reguire hodpitalization, a telephone inguiry of cini-
clans allowed to defme a standard analysis and treatment
M‘:-"ill:ln‘ﬂl. ||ep1.sxipirimi:i d.iz:.pumi:i, II.\‘.‘II:I.I‘I.E:-I'::IH_!.'., I:liﬂ-dl.\‘.‘ll:li:i‘l.l’!.'
and a routine electrocardiogram) and an average loss of
waorkdays per patient. The eoonomnical results were then
extrapolated to 1 year based on the tota number of
leplospinods cases diagnosed in 2008, The geographical
origin of the patients was collected from either the retum
foring or by a telephone inguiry of the patients or their
docton,

The d.iz:.pumi:i was made at the Pasteur Institute of Mew
Caledonia, the central reference laboratory for hwman
leptospirosis. Both eardy molecular diagnosia, waing a real-
time PCR procedure with sera or urines [ Merien of al.
2008} and late serological disgnosds uwsing a panel of
Leptospra straing of epidemiological relevance with the
||:|ir.'nn33||.|.1. it et wdul.ique (M AT} (Berliox-Arthaud
et gl 2007a) were wsed. Leptospirosis cases were categn-
rized w confirmed (2 positive PCR or a sero-conversion in
paired camples) or probable (having both a clineal
presentation of leptospirosis and a single MAT titre = 800}
(Berlior- Arthaud e ol 2007a).

Results

A total of 135 confirmed (101} or probable [ 34) leptospi-
N:l:ﬂ.i:’i Cases were ‘Lilw“:l:ﬂ‘d. d.l.l.rl'll.H 1J|.E' Erﬂi IL.I[ ‘:lr _:lmﬁ
This mumber of cases, though lower than in large epidemics
i 1997 and 1999 (Berlioz-Anhaud = af. 2007h) i3 much
higher than the yearly average (Meden & Perolat 19%;
Berive-Arthaud ar al 20070} refllecting an epidemic

= 2005 Blackwel Publching Lad

Cette maladie a été étudiée de facon historiquimstilut Pasteur de Nouvelle-Calédonie
(IPNC), notamment dans le laboratoire des Leptesp(iPerolaet al. 1994; Merien & Perolat
1996; Letocartet al. 1997; Bouréeet al. 1999; Mancelet al. 1999), précurseur de I'actuel
Laboratoire de Recherche en Bactériologie. L'IPN@irssi développé les outils utiles a son
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diagnostic (Merieret al. 1992; Merieret al.2005) et a son étude et acquis au cours des années
une expertise reconnue sur cette maladie, valops¢enombre de publications ainsi qu’en
2006 le premier cours Pasteur régional Asie-Océarlieptospires et leptospiroses ». Avec
une incidence dépassant certaines années les $0poca 100,000 habitants en Nouvelle-
Calédonie, elle est une pathologie infectieuseads premier plan et nombre de praticiens
exercant depuis plusieurs années, conscients geesance et de son diagnostic délicat, font
preuve d’une vigilance diagnostique souvent sabapour les malades.

Ainsi, I'épidémiologie générale de cette maladieNmuvelle-Calédonie a été bien décrite,
permettant notamment de mettre en évidence sorcteegasaisonnier et la variabilité
interannuelle de son incidence liée aux facteurtéonélogiques, notamment sous l'effet du
phénomene El Nifio (Merien & Perolat 1996; Berlioghaud et al. 2007b), mais aussi la
variabilité géographique de son impact, avec dpsirts chauds » ou l'incidence de cette
maladie est maximale (Merien & Perolat 1996; Bouegel. 1999; Berlioz-Arthaudet al.
2007b). La réalité de ces « points chauds » prasenne incidence de leptospirose humaine
tres supérieure a la moyenne peut évidemment éestignnée et refléter également (voire
principalement) des régions ou les praticiens oetvigilance accrue et remplissent mieux leur
obligation d’'analyse et de déclaration. Toutefd#s répartition géographique de ces points
chauds sur le territoire peut contribuer a s’exggigpar le climat plus humide de ces régions
(Communes de la cote Est comme Canala, PoindimangHene et Ponérihouen) ou par la
fréquence des inondations et la forte activitécage, notamment d’élevage (Bourail).

Malgré cette bonne connaissance des praticien®®tpdpulations|’écologie de cette
maladie humaine et animale comportant une large coposante environnementale

demeure insuffisamment connue en Nouvelle-Calédonie

[11.D. Projet de recherche

[11.D.1. Objectifs
Le Laboratoire de Recherche en Bactériologie d&NCT a placé la leptospirose au centre

de ses programmes de recherche. Dans ce cadreabonserons chacun des 3 points mis en
exergue dans les paragraphes précédents, danectibbjle contribuer a une meilleure
connaissance et une meilleure gestion de la lejptegpen Nouvelle-Calédonie.

Ainsi, nos projets de recherche visent a développegalider urtest de diagnostic rapide
de la leptospirose, a rechercher dedicateurs pronostiquesde sévérité utilisables par les

cliniciens et a étudier, sur un site de forte iraick, |[Eco-épidémiologiede la leptospirose, a
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décrire au mieux son cycle, de ses réservoirs anined de son écologie lors des phases

environnementales.

[11.D.2. Développement d’un test de diagnostic rapi  de de la leptospirose
Le diagnostic de certitude de leptospirose repogessr la mise en évidence de la bactérie par

culture (ou de son génome par amplification génigoé sur la séroconversion du patient.

. Les Leptospires peuvent étre mis en évidencecp#ure d’échantillons de sang,
d’urine ou de liquide céphalo-rachidien lors deag@s précoces de la maladie. Toutefois, la
culture de ces germes est délicate, longue (justip’&emaines) et fastidieuse. La mise en
évidence de genes spécifiques de Leptospires éans@&mes compartiments par amplification
génique a ainsi pris un essor important au cowsgldmiéres années. Elle permet un diagnostic
extrémement rapide des cas précoces, mais restédii quelques laboratoires spécialisés
pratiquant en routine la biologie moléculaire.

. Plus tardivement dans I'évolution de la malatheréponse immune aux leptospires est
mise en évidence par la confirmation d'un titre véled’anticorps spécifiques ou par
I'accroissement significatif de leur titre sur uoeurte période. Ces anticorps sont mis en
évidence par le test de micro-agglutination. Cettdinique ne permet donc qu’un diagnostic
tardif au moment de la mise en place de la répbus®rale du patient.

. On notera qu’il existe en outre chez de nombigatients une phase dite « silencieuse »
ou les leptospires (ou leurs génomes) ne peuvestdile mis en évidence dans le sang alors
méme que la séro-conversion n’est pas encore eatamé

Malheureusement la encore, les techniques diagpestide référence ne sont disponibles que

dans un nombre limité de laboratoires.

Projet de recherche : « Développement et validation d’'un test de
diagnostic rapide de la leptospirose »

Titre de Développement et validation d’un test de diagnostic rapide de la leptospirose
Pétude

Coordonnateur Cyrille GOARANT, Institut Pasteur Nouvelle-Calédonie
scientifique

Collaborateurs PrS. CHANTEAU, Institut Pasteur de Nouvelle-Calédonie

Drs M. PICARDEAU et P. BOURHY, Centre National de Référence de la leptospirose et Unité
de Biologie des Spirochetes, Institut Pasteur de Paris

Dr F NATO, Plateforme Technique PF 5, Institut PastiuParis
Amina AMADOU, CERMES, RIIP, Niamey, Niger
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Méthodologie *  Choix de cibles antigéniques conservées chez les leptospires pathogenes
*  Immunisation de souris et production d’anticorps monoclonaux (mAb)
*  Validation des anticorps mAb sur des cultures de souches de leptospires de rétérences de
différents sérovars, pures et en dilution
*  Choix des mAb offrant le meilleur rapport sensibilité / spécificité
*  Production pilote de tests rapide (typa bandelette) et tests sur des sérums de patients
archivés

Objectifs *  Développer et valider un test de diagnostic rapide de la leptospirose utilisable sur des
échantillons biologiques (sérum, urine...)
+  Evaluer son utilisation dans les conditions de centres médicaux périphériques en
Nouvelle-Calédonie.
» Envisager son utilisation dans un cadre vétérinaire

Cette étude est actuellement en cours.

[11.D.3. La réponse immune de I'héte comme composan  te intrinseque de la
maladie : indicateurs pronostiques déduits

La leptospirose humaine est une maladie aigué léehdont I'expression clinique
évolue entre des formes asymptomatiques et desforaigués mortelles. Le polymorphisme
clinique complique le diagnostic clinique, la fornke plus connue (une hépato-néphrite
responsable d’'un syndrome ictéro-hémorragique oudreyne de Weil) ne représentant
gu’environ 1/3 des leptospiroses humaines. Toudefoertaines leptospiroses a évoluten
priori favorables peuvent également se compliquer en &ermgraves avec atteinte
polyviscérale et évolution fatale. Ainsi, des foasree la symptomatologie initialement fruste,
pseudo-grippale, peuvent étre d’'un diagnostic difiéel délicat avec la grippe, le paludisme,
la dengue ou les hépatites, mais sont égalemeceilsles d’évoluer vers des complications
séveres a lissue parfois fatale. Dans ce contd¥pparition de troubles respiratoires est
reconnue comme étant de mauvais pronostic (Goatein2008).

Le tableau clinique des patients présentant unwmdppose grave correspond a une
définition communément admise du sepsis (Cavaioral. 2003; Philippart & Cavaillon
2007).

Le sepsis sévere est une évolution grave d’'unetinfe pouvant conduire a une défaillarjce
polyviscérale fatale. Malgré d’'importants progrésansl la compréhension de (la
physiopathologie et dans le développement de nlmsvapproches thérapeutiques, la mortalité
due au sepsis reste toujours trés élevée. La phgsimlogie du choc septique est complgxe,
impliquant de nombreux systemes de I'organisme cerfimmunité acquise, la coagulation,
ou le systeme neuro-endocrinien. La reconnaissahcepathogene est assurée par |des
récepteurs membranaires et par des molécules dyiimaeliques, la liaison des ligangds
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pathogénes a ces molécules déclenche I'activaionagcades de réactions aboutissant|a la
synthése de médiateurs pro- et anti inflammatogeponsables respectivement du Syndrome
de Réponse Inflammatoire Systémique (Systemicrimfiatory Response Syndrome, SIRS) et

du Syndrome de Réponse Anti-Inflammatoire Compeirgat (Compensatory Antit
inflammatory Response Syndrome, CARS).

De la méme fagon, les leptospiroses fatales samtesw liees & un tableau de choc
septique. Ainsi, il nous est apparu intéressantedéer de mettre en paralléle les différentes
évolutions cliniques et les profils d’expression dediateurs immunitaires, notamment
cytokiniques, dont I'implication majeure dans Ipss et le choc septique est reconnue (Bozza
et al. 2007; van der Poll & Opal 2008). Certains autdliggiki & Salomao 1996; Diamerdt
al. 2002) rapportent une valeur pronostique chez &mms atteints de leptospirose, a des

marqueurs de I'équilibre entre les réponses de Tyyieet Th2.
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Article 21 : Recherche d’indicateurs pronostiques d
leptospirose : études sur un modéle animal

es formes graves de

OPEN S ACCESS Freely svatableseline @ pros mmmm .

Differential Cytokine Gene Expression According to
Qutcome in a Hamster Model of Leptospirosis

Frederique Vernel-Pauillac, Cyrille Goarant®
e Faster e MowwsleCalddon, Mouma, Moy Ciladonia

Abstract

Backgrotd: Parameters predicting the evolution of keptoapirodis would be weful for clinicians, as well 2 to better
understand severe laptospirosis, but am scarce and rarely validsted Because severe leptospinsis includes septic shock,
similarities with predictors evidenced for sepais and septic shock wene studied in 2 hamster model

MethodologyPrincipel Rndings Using an LDS0 madel of laplospinedis in hamstars, we first detemined that 3 days post-
infiection wad a timepoint that allowed tudying the rgulstion of immune gens sdpreddion and repredented the ondet of
the clinical signs of the diteste Inthe sbsence of toolt to e terum concentrations of immune effecton in hamsters, we
detarmined mRNA levels of varous immune ganes, spacially cytekines, together with laptospiraemia at this particular
time-point. We found differential exprestion of both pro- and anti-inflammateny medistors, with significantly higher
exprestion levels of tumor necross Boter o, interleukin Ta, ey clo-oxygenate 2 and inmberleukin 10 genes in nondurvivos
companed te survives. Higher leptespimemia was abe observed in nensurvives. Lastly, we demonstrated the relevance of
these results by comparing their respactive sxpreion levels uting a LD100 model or an sogenic high-passage nonvirubent
wariant

Canichision expredion of both pre- and anti-inflammatony immune effectornd in hamsters.

HSignificance: Up-regulsted gana
with fatal cuteome in an LD50 model of leptospinosis, together with a higher Lapiodpira burden, suggest that these gene
expresion levels could be pradicton of adverse outeome in laptos pinosis.

CRaian: Yarrek Fudllas F, Goarast C (2000) Diferetal Cytckine (i Bxpoaidion A ooonding 1o OLtoass i a Himste Medd of L passpinsia. FLES Nagl Trog
D 31 @583, doisl 1371 fourmal prsd 0005

Bl Sl Lukear, Lsivesiy of Wiikngten, Lsitsd St of Ase
Rspaived fugu 10 2009, Accapted Decanker |, N03; Pulbfished laewary 13 2000

Copyight: & X000 WmabFacile, Gramet THi i an cgmaces e Saibaal wnded W wimd of B Ceathe Commond Mwbotion Uosme, which
i e e o, St ard Feprodiaion in any matiue, provichd the ol stk i douroe are credited

Fuifeding: Tha il v fordad by Dinsoion del AMaine lememaronalel O Mmniet Fumes s the Fassad Misawy of el e The fonaders Baed Ao F ol s
amadly deiige, data oollecion and aralyii, dedhion no polbdih, o g ot on of e R .

Coon podting Interedta: The actbor buve declined P mo compating inbenets exdit
* Bk cguor analpa e, p

Intreducton rhage. Spirachete invasion and toxicity of outer membrans
campanants cause rabust inflammatory hast respoanses [12)
kading to clnical mamfestatons reflscfing 2 sepsis smdrome.
Thi ktter condition has heen characferized as a dysregulation of
the milammatory response, incliding 2 massive release of pro

mflammatory cytokines that mduces mulimle ongan dysfunctions.
Concamitantly, compenztory mechanims, maosly regulatary
cytokime-mediated (although having protective e fects to prevent

Lepinspirasis & the most widespread monoss ocoumring
warldwide with possible fatal outromes [1]. Though most ofien
an endemic dismse, epidemics hawve heen associzded with
mrimbr metearological events [2 4] or clusters of cases reluted
o oocumetions or lamre actvities [5 8], It is nowbly highl
prevalent in tropical areas, but some of the chisters of casss have

heen reported n temperate couniries [7A]. [ clinical presenta
tian & highly variable and & often nAtidly sugrestive of nfluenza,
malariz or dengue fever, making the differential diagnoss more
hazardous In rapical cowntries, during dengue or mflienza
epidemics, or m areas of high maluia meoidence [9). Fowever,
becanse of 2 relatively high Rtadity rate in leptospinosi, moreassd
medical care must he provided o some of the patients suflering
kenmteepiresiz. Validased progmostic factors to hely forecast the
evalution: of a legtospirosis are scarce. Yet, they would be valuahle
for clnicians do decide whether their patients should anby be
wreated with antihintics, kept at the hospital in 2 standard wnit or
direcied o 2n miensive care unit. Few data have heen publizhed
adibressing this queston; firthermaore, contrasting obssrvatons
were obtamed [ 10,11].

Severs kotceniross manifestations mchude aoute renal Riure,
caused by aoute mierstitia] nephritts and pulmonary haemor

‘@1 e o sntds om
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averwhalming inflammation) may hecome deleteriomg and have
heen associated with an immume paralyss and poor outoome
[15,14].

Cytokines are potent, pleistropic, non-antgen-binding pohe
meptides seoreted by cell of the mmame sysem and are
respomsinle for cell activation, diferentiation and proliferation
after they 2ot an their target calls via specific receptars primarily
through autocrine and paracrime stimulation. Ther expression
levels are brgely studied in the canmtext of septic shadk and severs
seqsis bath for their possinle prognosts value [15,15 17], 25 well 25
for a heter understanding of sepsi physio-pathalagy [18 20].
Berause of high similarities m dinical presentation of septic shock
and severe lnsnsnirasi, we hypothesined that srang similariges in
immune gene expression hetween severs sepsis and  severe
kmtosmiresis could heln predict the evolufon of kpsospirasis
towards mulimle argan failure or recovery.
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Ainsi, le paralléle entre le sepsis sévére ou leccheptique et les cas graves de
leptospirose apparait particulierement intéresseintpourrait permettre de dégager des
indicateurs pronostiques de I'évolution des leprosgs, ou d’évaluer dans quelles mesures les
thérapeutiques nouvelles du choc septique poutrétem utiles au traitement des leptospiroses
graves.

Une infection, comme certains traumatismes, peutiver le systéme immunitaire et
déclencher la production de cytokines pro inflanoimas telles que Tumor Necrosis Factor
(TNF)a, InterLeukin (IL)-1, High Mobility Group Box 1 (HK8B1), réels messagers
moléculaires ayant pour réle d’orchestrer une répdmmunitaire précise et dont I'effet sera
de limiter les dommages tissulaires. Mais une proda excessive de ce type d’effecteurs peut
se révéler aussi dangereuse que le stimulus origliaat jusqu’a engendrer les caractéristiques
pathologiques les plus dramatiques du choc septiua défaillance poly-viscérale fatale
(Ulloa & Tracey 2005). Ainsi un tableau de sep&isese n’est pas exclusivement causé par
une infection. Par ailleurs, les antibiotiques austiés, s'ils peuvent contréler la prolifération
du pathogene, n'ont pas d’action directe sur laomép inflammatoire systémique. Ainsi,
depuis quelques années, les études ont montré wgmeatation des concentrations des
cytokines aussi bien pro- que anti-inflammatoiraasle sérum des patients en choc septique
(Cohen 2002; Cavailloet al.2003; Bozzeet al. 2007). Il a ainsi été mis en évidence que des
concentrations élevées de cytokines pro-inflammedoétaient des marqueurs de mauvais
pronostic (Gogogt al.2000; Fraunbergeat al.2006).

D’autres effecteurs que des cytokines, comme lacghcdonine, considérée comme un
prototype des « hormokines », certains antagonrsdasels des cytokines (par exemple I'IL-
1ra, antagoniste naturel de I'lL-1), certaines eney impliqués dans la réaction inflammatoire
comme la cyclooxygenase-2 (COX-2) et la nitric @gynthase inductible (iNOS) pourraient
également avoir une valeur pronostique dans leecdulisepsis ou de la leptospirose. De méme
ou semble étre également un parameétre prédictihaolealité. Enfin la pentraxine-3 (PTX3),
une protéine de méme famille que la protéine Ctinda¢CRP) est également un marqueur
d’'inflammation. Son expression est induite par MFTet I'lL-13 mais aussi par I'lL-10. Sa
valeur pronostique dans les cas graves de leptaspir €t€ suggérée.

Les médiateurs anti-inflammatoires sont égalememgmentés dans le sepsis. lls seraient
responsables d’'un relatif état d’immunodépresslequel est utile pour contrebalancer les
effets des effecteurs pro-inflammatoires de facomaintenir un équilibre entre les syndromes
SIRS et CARS. Toutefois, lors de I'emballement slgstemes pro- et anti-inflammatoire, il en

résulte une immunosuppression concomitante d’uagich inflammation excessive.
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Les premiers effets des leptospires sur I'actipitécoagulante des cellules mononuclées du
sang ont été publiés en 1983 (Miragliotta & Fumart®83). Lors d’expériencés vitro, des
protéines de la membrane externe diaptospirapathogene induisent I'expression de TNF
(Cinco et al. 1996), I'activation du facteur NF-kB, et stimuleamt aval I'enzyme iNOS (Yang
et al. 2000), de méme les leptospires activent les mdascprovoquant la production d’IL-6
(Dorigatti et al. 2005). Une association entre des niveaux plasmegtiglevés en TNFet la
séverité de la maladie chez des patients atteentepdospirose a également été publiée (Tajiki
& Salomao 1996). Par ailleurs des niveaux comparatent plus élevés d’oxyde nitrique
étaient observés chez des patients avec leptosmare sans toutefois pouvoir associer ce
parametre avec la mortalité (Maceatlal.2006). Malgré ces quelques études, les connaissanc
concernant la physiopathologie de la leptospird$esefacteurs pronostiques de celle-ci restent

insuffisants.

La dérégulation immunologique est maintenant pese compte dans l'appréciation des
cliniciens dans certaines maladies et plusieursquears sont maintenant disponibles en
routine. lls incluent les cytokines IL-6, IL-8, THF la protéine procalcitonine et la CRP.
L’expression génique de ces marqueurs, dont lesdrgppts d’ARNmM sont en quantité trés
limitée, peut étre quantifiee par RT-PCR en tenges$ de facon efficace et rapide (Stordeur

al. 2002; Overberglet al. 2003). C’est ainsi que I'Institut Pasteur de Ndies€alédonie a
montré, pour la premiére fois vivo, une réponse de type Thl dans un modéle animal de
leptospirose (Vernel-Pauillac & Merien 2006).

Sachant que les cytokines et quelques autres etiiesscéxpliquent et construisent le sepsis ainsi
que dautres désordres inflammatoires, nous chesokea évaluer l'utilité de marqueurs
choisis parmi ces effecteurs comme éléments priguest chez des patients atteints de
leptospirose, pour suivre la progression cliniqus d’un état de sepsis lié a la leptospirose, en
prédire la gravité et aingi fine améliorer la prise en charge précoce et adap@patents.
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Projet de recherche : « Recherche d'indicateurs pro  nostiques de gravité
lors d'une infection & Leptospira : suivis sur des patients hospitalisés »

Titre de Recherche d'indicateurs pronostiques de gravité lots d'une infection a Leptospita : suivis sur des
Pétude patients hospitalisés
Coordonnateur Cyrille GOARANT, Institut Pasteur Nouvelle-Calédonie
scientifique
Clinicien Docteur F. LACASSIN, Centre Hospitalier Territorial de Nouvelle-Calédonie
principal
Lieu de la 1 centre, Centre Hospitalier Territorial de Nouvelle-Calédonie
recherche
Méthodologie Quantification de cytokines et autres effecteurs immunitaires (ELISAs) et étude de leurs niveaux
d’expression (QRT-PCR) lors d’une infection a Leptospira chez des patients majeurs volontaires.
Evaluation de évolution clinique en paralléle 4 I'évolution des effecteurs quantifiés et de leur
expression génique.
Objectif = Caractériser la réponse cytokinique de patients atteints de leptospirose.
principal = Décrire la relation entre I'évolution clinique de la maladie et la nature de la réponse
Objectifs _ Srolnique ,
secondaires entifier des marqueurs pronostiques.
= Améliorer les connaissances de la physiopathologie des leptospiroses graves, évaluer les
similitudes avec les entités mieux étudiées (choc septique, sepsis sévere), avec, a terme, la
possibilité d’en déduire des approches thérapeutiques nouvelles.
Type d’étude 11 s’agit d’une étude descriptive de type longitudinal, conduite sur des patients hospitalisés. Il n’y a
qu’un seul groupe de patients.
Nombre de N = 30-50 sujets
sujets
Population Critéres d’inclusion
e s - Patient majeur et consentant
étudiée . , . .
- Leptospirose confirmée et date des premiers symptomes connus
- Absence d’une autre pathologie infectieuse aigue simultanée
(dengue, hépatite virale......)
Critéres d’exclusion
- Patient mineur ou non consentant
- Evolution simultanée d’une autre pathologie infectieuse aigue
Analyse Analyse avec SPSS 12, en fin de période d’inclusion. Pas d’analyses intermédiaires.
statistique Test du Chi-2 ou de Fisher pour les variables catégorielles. Test de Student, ou test de Mann-

Whitney selon distribution pour les variables continues.

Analyse en composantes principales pour étudier la distribution multidimensionnelle des
données.

La recherche d’associations entre une variable dépendante et des facteurs pronostiques potentiels
sera d’abord effectuée en analyse univariée. Une modélisation de la relation entre une variable
dépendante et des facteurs pronostiques sera ensuite réalisée par régression logistique
descendante pas a pas conditionnelle, en incluant les variables trouvées significativement
associées a l'analyse univariée, et celles non significativement associées quand le seuil de
significativité était < 0,25.

Pour les analyses statistiques, le seuil de signification est fixé a 5%.

Cette étude est actuellement en cours.
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[11.D.4. Les schémas de circulation et de transmiss  ion des Leptospires
pathogenes en Nouvelle-Calédonie.
L’histoire naturelle de la leptospirose est extrdmapt complexe et méle environnement,

vecteurs (notamment mais pas exclusivement rongetirsspeces sensibles, dont 'homme.
Dans un environnement insulaire comme celui dedaville-Calédonie ou les échanges avec
I'extérieur sont limités, une meilleure connaissames populations de rongeurs (espéces,
densités, répartition) et des souches de leptaspigbergées par ce réservoir, permettrait de
mieux appréhender un des maillons peu connu de zetinose et de définir des stratégies de
lutte adaptées. L’identification pour chaque soudnglente de leptospire du réservoir animal
(animaux d’élevage et / ou sauvages) permettraitleégent d’améliorer les mesures et
recommandations pour une prévention accrue.

Enfin, la caractérisation des milieux hydro-telfures susceptibles de favoriser la survie voire
la multiplication des leptospires permettrait égadat de mieux appréhender I'épidémiologie

de la maladie et d’en déduire des approches prigesnt

Nekou Néméara Camp de Nandai

Roche percée Poé

Incidence de la leptospirose
au 1er semestre 2008 (/100 000}

[ < 3000 (0]
[] 1000 22000 (2)
[ 50021000 (1)
[ < 500 ®)

= r

Identification des zones d’incidence maximale darla région de Bouralil

La recherche et le choix du site pilote s’est basgd’'étude de I'épidémie du premier semestre
2008. Pour I'ensemble des cas humains, la zondula grobable de contamination a été

précisée par les fiches de déclarations obligatpicemplétées d’'une enquéte téléphonique.
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Les cas et leurs zones d’infection respective a8t idtégrés dans le logiciel PopGis
(Communauté du Pacifique) intégrant les donnéeodaaphiques de I'Institut des Statistiques
et des Etudes Economiques. Le traitement de cesédsnet leur représentation graphique
obtenue avec PopGis ont permis de confirmer laefantidence de leptospirose dans la
commune de Bourail (~500 cas annuels pour 100 @0@dnts) et d’identifier, au sein de cette
commune, 2 tribus, Pothé et Bouirou, ayant desdémdes de I'ordre de 1000 a 2000 cas

annuels pour 100 000 habitants.

Projet de recherche : « L’histoire naturelle de la leptospirose en Nouvelle-
Calédonie »

Titre de L’histoire naturelle de la leptospirose en Nouvelle-Calédonie
Pétude

Coordonnateur Cyrille GOARANT, Institut Pasteur Nouvelle-Calédonie
scientifique

Collaborateurs Fabrice BRESCIA, Institut Agronomique néo-Calédonien
Dr S. BIMA-BLUM, vétérinaire libérale a Bourail
Dr C. MARCHAL, Direction des Affaires Vétérinaires, Agro-alimentaires et Rurales
Dr S. LAUMOND-BARNY, Direction des Affaires Sanitaires et Sociales

Site de ’étude  Nouvelle-Calédonie, tribus de Pothé et Bouirou (Bourail) pour les rongeurs et 'environnement

Autres lieux Prélevements vétérinaires sur la commune de Bourail,
Prélévements aux abattoirs de Bourail et Paita

Chiens de la Société Protectrice des Animaux

Méthodologie Recherche de Leptospira par amplification génique dans les échantillons animaux et
environnementaux
Identification des souches sur des bases moléculaires a I'aide d’outils développés dans I’étude
Identification des cas humains (sérologie et / ou diagnostic par PCR)
Synthese des résultats et analyse des réseaux de circulation

Objectifs = Développer des outils moléculaires permettant I'identification des souches de leptospires

pathogenes

® Identifier les réservoirs animaux de chacune des souches identifiée dans des cas humains
en Nouvelle-Calédonie

*  Evaluer la prévalence chez les différentes espéces de rongeurs dans une zone de forte
endémie

* Identifier et caractériser les réservoirs hydro-telluriques de leptospires.

= Intégrer ces résultats pour décrire les réseaux de circulation aboutissant aux infections
humaines

Durée Cette étude sera faite sur 2 années et prendra en compte les facteurs saisonniers

Cette étude est actuellement en cours.
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[11.D.5. En guise de conclusion : Vers une meilleur e (re)connaissance de la
leptospirose : mise en place d'un réseau de diagnos  tic

La leptospirose est une zoonose cosmopolite, céresdcomme la zoonose la plus répandue
(Levett 2001). Les humains sont des hétes (et d#snes) occasionnels des leptospires. lls
s’infectent essentiellement par la peau et les musgs, le plus souvent de maniére indirecte, a
I'occasion d’'un contact avec des eaux contamingggois par contact direct avec des urines
d’animaux infectés. D’autres modes de contaminatiels que la manipulation de tissus
d’animaux malades, les morsures ou l'ingestion u'ea d’aliments contaminés, interviennent

beaucoup moins souvent (Faine 1987).

La leptospirose humaine peut passer inapercueréserger sous une forme bénigne pseudo-
grippale ou sous une forme aigué plus ou moinsegedétale. De nombreuses études séro-
épidémiologiques ont montré que les infections gggmatiques étaient partout beaucoup plus
nombreuses que celles nécessitant une prise egechagdicale. Les signes cliniques sont,

dans I'ensemble, peu spécifiques (céphalées, naglfjievre, etc.). Dans les formes séveres,
des signes d’atteinte hépatorénale, des signesngeésbu des hémorragies oculaires peuvent
orienter le diagnostic. La létalité des formes séwvépeut dépasser 20% (Levett 2001;

Abguegueret al.2008).

La leptospirose est étroitement liée aux conditiengironnementales et climatiques et elle
peut se manifester sur un mode endémique ou épydémEon incidence est élevée dans la
zone intertropicale : en Asie du Sud Est (\éral. 1998; Laraset al. 2002; Thaiet al. 2008),
dans le Pacifigue (Perolat & Reeve 1992; Mamstehl. 1999; Katzet al. 2002; Berlioz-
Arthaudet al.2007a), en Australie (Smytlet al. 2000; Slaclket al.2006), dans I'Océan Indien
(Duval et al. 1991; Yersiret al. 1998) et en Amérique Centrale et du Sud (Leal«llasiset

al. 2003; Johnsoret al. 2004). En Afrique, son incidence reste mal conralers que les
conditions climatiques et environnementales dewutdi@ étre favorables dans de nombreuses
régions. Le Bénin est le seul pays africain mem@oaans la synthese sur la leptospirose
humaine dans le monde, réalisée par I'Organisatlomdiale de la Santé en 1999 (World
Health Organization 1999). Des études ont étéSaitms quelques pays (Hogeratihl. 1986;
Onyemelukwe 1993; Bertheratt al. 1999), mais d’une maniére générale, la leptospiros
humaine est peu documentée dans les pays qui distpds faibles ressources en laboratoire,

situation malheureusement fréquente en Afriquesalitarienne.

Les présentations cliniques de l'infection n’ordrride spécifique et du fait que les cliniciens

qui pourraient évoquer cette affection n‘ont paséaca une confirmation biologique, le
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diagnostic de leptospirose a peu de chance d'é&r&.pAinsi, la leptospirose est souvent

méconnue ou ignorée, une situation résultant dessefonjugués d’'une absence de capacité
diagnostique et de la forte incidence de pathokgiec lesquelles la leptospirose présente un
diagnostic différentiel délicat. Toutefois, lorsqoette maladie est prise en considération, sa

mise en évidence est fréquente.
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Article 22 : Mise en évidence d’une forte incidence de la leptospirose au
Cambodge.

Surveillance active de la leptospirose humaine en milieu hospitalier au Cambodge .
Hospital based active surveillance of human leptospirosis in Cambodia.

A. Berlioz-Arthaud (1, 2), B. Guillard (3) C. Goarant (1) & Hem Sopheak (3)

(1) Institut Pasteur de Nouvelle-Calédonie, B.P. 61, 98845 Nouméa, Nouvelle-Calédonie
(2) AFSSA — LERRPAS, Domaine de Pixérécourt, BP 4009, 54220 Malzéville
(3) Institut Pasteur du Cambodge, Phnom-Penh, Royaume du Cambodge

Auteur correspondant : Alain Berlioz-Arthaud (a.berlioz@afssa.fr)
Soumis au Bulletin de la Société de Pathologie Exotique

Résumé

La leptospirose est jusqu’a présent peu étudiée et probablement sous-estimée au Cambodge, ou
existent pourtant des conditions trés favorables a sa circulation. Entre juin 2006 et juillet 2007,
612 patients admis a I'hdpital de Takéo et a I'hdpital Calmette de Phnom-Penh pour un syndrome
compatible avec la leptospirose, ont été recrutés pour recherche des marqueurs biologiques de
cette infection : mise en évidence de '’ADN bactérien par PCR et sérologie par ELISA-IgM et test
de micro-agglutination (MAT).

Cent quatre vingt trois patients (29.9%) se sont révélés porteurs d'au moins un marqueur
biologique de la leptospirose, dont 88 (14.4%) présentaient un profil d’'infection aigue objectivé
par une PCR positive. La proportion importante de patients avec un profil de phase immune
(15.5%) suggere des contacts anciens avec les Leptospires et la possibilité d’infections peu ou
pas symptomatiques. 13 sérogroupes de Leptospira ont été identifiés, avec prédominance de
Panama, Pyrogenes et Australis, illustrant la grande diversité des hétes réservoirs. Le
sérogroupe Icterohaemorrhagiae n’est retrouvé que dans 4% des cas. Aucun lien significatif
entre l'infection et le sexe, la classe d’age ou I'appartenance a une catégorie
socioprofessionnelle n’a pu étre établi, suggérant une exposition permanente de la population
dans sa vie quotidienne plutdt que I'existence de groupes a risque majore.

Cette étude, la plus vaste réalisée a ce jour sur la leptospirose au Cambodge confirme
limportance de cette zoonose, devant étre prise en compte comme un probléme réel de santé
publigue dans ce pays.

Abstract

Leptospirosis has been so far poorly described in Cambodia and is probably under diagnosed in
the current local medical practices, although conditions to its active circulation exist in this
country. Between June 2006 and July 2007, 612 patients admitted to Takeo hospital and
Calmette hospital in Phnom Penh presenting with clinical symptoms compatible with
leptospirosis, were recruited for biological investigation of leptospirosis markers: PCR detection of
bacterial DNA and serology using an ELISA-IgM test and the micro-agglutination reference test
(MAT).

One hundred eighty-three patients (29.9%) were found to be carrying at least one biological
marker of leptospirosis, 88 (14.4%) showed an acute infection profile, evidenced by a positive
PCR. The proportion of patients with an immune phase profile (15.5%) suggests former contacts
with Leptospira and possible infections with little or no symptoms. 13 serogroups of Leptospira
have been identified, with predominance of Panama, Pyrogenes and Australia, illustrating a
probable wide range of animal reservoir hosts. Serogroup Icterohaemorrhagiae was found in only
4% of cases, contrasting with usual features of human leptospirosis. No significant link between
infection and sex, age or occupation could be established, suggesting a permanent exposure of
the population in its daily life rather than the existence of risk groups.

This study, the largest conducted to date on leptospirosis in Cambodia, confirms the importance
of this zoonotic disease, that must be considered a real public health issue in this country.

Mots-clés Leptospirose, sérogroupe, Cambodge
Key words Leptospirosis, serogroup, Cambodia
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Projet en cours : « Mise en place d'un réseau de di  agnostic de la
leptospirose au sein du Réseau International des In stituts Pasteur et
évaluation de son poids en santé publique »

Objectif global et résumé du projet :
Thématique

La leptospirose, considérée comme une maladiecttgpnégligée et parfois décrite comme émergente,
constitue un réel probleme de santé publique dantbre de pays en voie de développement, mais
connait aussi une recrudescence avéerée dans desl@aioppés tempérés. Dans les pays tropicauix en
développement, ou les populations sont souvent snomédicalisées, les tableaux cliniques |de
syndromes grippaux fébriles posent un grave problé® diagnostic différentiel (grippe, dengue,
hépatites, paludisme, fievres hémorragiques virajedéme face a un tableau clinique de syndrome
ictéro-hémorragique, le clinicien n’envisage lattegpirose que s'il est sensibilisé a cette patheleg
s'il peut disposer, a un tarif et d’'une accessiiuffisants, d’'un diagnostic de confirmation. \jn]
certaines affections peuvent rester d'étiologieoimuie par défaut de disponibilité du diagnostig de
leptospirose.
Le diagnostic de certitude de la leptospirose res la mise en évidence de Leptospires dans les
liquides biologiques (culture - qui est longuerestdélicate - ou amplification génique a partilsdag,
d'urine ou de LCR) ou par une séroconversion (redtzeg donc 2 prélevements successifs), mise en
évidence par le test de micro-agglutination (MABXtizulierement délicat aussi et qui n’est mis|en
ceuvre que dans un nombre limité de laboratoiresia®®s. La mise en place de ces techniques de
diagnostic doit se faire en appui avec des cendfésents expérimentés sur ces technigues.
Cette difficulté diagnostique est un des élémeatgribuant significativement a la sous-estimatien d
cette maladie dans nombre de pays. Pourtant, wynabic précoce permet une prise en charge
médicale efficace, améliorant nettement le prongsbiur le patient. Pour les gestionnaires de l&san
publique, la reconnaissance de la présence de owtadie zoonotique et environnementale et
I'évaluation de son importance peuvent permettrerieihiter des décisions touchant aux priorjtés
sanitaires locales ou régionales, a la politiquesdeté publique vétérinaire, a I'aménagement du
territoire dans le cadre de la gestion hydrographiou des déchets ou au contréle des especes esjmal
sauvages ou en divagation.

Objectifs
Le but de notre projet est de développer, au seipldsieurs instituts du RIIP dans des pays ou la

leptospirose pourrait étre fortement sous-estingseoditils diagnostiques de cette maladie, d’évaéu
présence et l'importance de la leptospirose dagspess, par une étude de mantribution a des
syndromes cliniques de diagnostic différentiel ctaxe.

Démarche expérimentale
Pour parvenir a ces objectifs, notre projet a ébdpé selon les 3 volets suivants :
1. Mise en place du diagnostic moléculaire de la kgptose et aide a la mise en place d'autres
techniques diagnostiques (mini-MAT ou a minima I@&\iksa PanBio), piloté par I'lPNC
2. Conduite d'une étude chez des patients hospitghisggntant un tableau clinique compatible
avec une leptospirose pour évaluer la proportiocadeattribuables a cette affection, piloté par
le CPC
3. Création et animation d’'un réseau d’expertise Legitose au sein du RIIP pour mener a bien
ces actions et envisager les développements witérie

1%

Seuls une réelle prise de conscience de I'impoetate cette maladie, un renforcement des
capacités de son diagnostic et le maintien ou héoreement des efforts de recherche tant
fondamentale qu’appliquée en relation avec les desrde la santé publique permettront de
parvenir a des progres significatifs de la lutteto® cette maladie a caractere émergent et a

potentiel épidémique avérés.
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Emergence de maladies
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Selon 1'Office Internatiomal des
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