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I. VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS ET SES BIOTYPES

— La c¢rise que la conchyliculture vient de traverser, en
particulier la mytiliculture., durant l1'été 1983, nous rappelle que
voici wune dizaine d'années une nouvelle bactérie marine, dont
certaines souches sont pathogdénes pour 1'homme, était isolée un peu
partout dans le monde., causant parfois des épidémies gui ont toute-
fois épargné notre pays. .

En octobre 1950, & Osaka (Japon} et dans plusieurs villes
voisines prés de 300 personnes sont victimes d'une gastro-entérite
dont l'issue est fatale pour une vingtaine d'‘entre elles. Les analy-
ses et identifications durent +trois ans. FUJINO et al. (1953)
pensent qu'il y a eu aasociation entre un Proteus morganil et une
"Pasteurella parahaemolytica® .

A - ETIOLOGIE

agent responsable de ces toxi-infections alimentaires est
succesgivement dénommé "Pseudomonas enteritis" par TAKIKAWA (1968),
~ig “Oceanomonas® par MIYAMOTO et al. (1961). Mais ce sont SABKAZAKI
et al. (1963} qui placent ce micro-organisme parmi les Vibrio, espé-
ce V. parahaemolyticus. Trois biotypes sont individualisés gr§ce aux
travaux de HORIE . et al. (1963), repris par RICHARD et al. (1974).
SAKAZAKI (1963) fait d&u deuxiéme biotype une nouvelie espéce,
V. alginolyticua. Le troisiéme biotype. non pathogéne, est différent
de V. anguillarum. Selon KATO et al. (1965), cités par SAKAZAKI
et ai. (1968), ies souches obtenues par coprocultures des victimes
de gastro-entérites sont §# hémolytigques en présence de sang, soit
humain du groupe ©, sgoit de lapin et d'une guantité élevée de
~»1~»yre de sodium (phénoméne Kanagawa positif), alors que celles
isolées de la mer et des produits marins ne le sont pas (phénomd- _
Kanagawa négatif}. La formule de la gélose pour hémolyse, modifide
par WAGATSUMA en 1968, est donnée par MIYANOTO et al. (1969).

On a longtemps cru gue les désordres causés par ce germg
étaient dus & wune infection. Son ingestion & la dose de 3 .

cellules provoque de la diarrhée et des vomissements accompagnés de
fiévre. Mais seules les souches qui possédent des antigénes capsu-
. laires ou de surface gont capables d'induire de telles réactions.
Elles ont une hémolysine active en présence de 7 ¥ de NaCl. Celle-ci
joue vraisemblablement un réle non négligeable par intoxication dans
le déclenchement de la gastro-entérite. Cependant, il faut noter gque
toutes les souches Kanagawa positives ne déclenchent pas le
syndrome. Il n'est pas exceptionnel d'isoler des scouches Kanagawa
négatives & partir de l'environnement, des aliments et des selles
des patients, méme en période d'épidémie puisque ce sont elles qui



sont les plus abondantes. En plus de la recherche du phénoméne
Kanagawa réalisable in vitro les chercheurs disposent d‘un test
in vivo pour mettre en évidence la pathogénicité des V. para-
haemolyticus : la réponse de 1'anse iléale ligaturée du lapin. Il
existe une bonne corrélation (86 %) entre les deux tests. Une étude
détaillée du processus, bactériologique et histologique, permet de
conclure que 1l'on est en présence d'un phénoméne infectieux. Alors
la gastro-entérite & V. parahaemolyticus est-elle une infection ou
une intoxication 7?7 Comme TWEDT et BROWN (1973) nous laisserons la
question en suspens.

B -~ REPARTITION
La distribution de ce germe semble universelle.

Les bacilles de TAKIKAWA sont recherchés dans le plancton et
les poissons de la zone pélagique du Japon par HORIE et al. (1964).
V. parahaemolyticus n'est pas isolé, alors gue V. alginolyticus est
largement représenté. Les auteurs procédent ensuite (1967) & sa
numération guantitative dans les eaux de mer et d'estuaire.

BAROSS et LISTON (1968) confirment la présence de cet agent
responsable de gastro-entérites dans l'eau de mer, les sédiments et
les crustacés du Puget Sound (Pacifique nord-est).

Vibrio parahaemolyticus va alors faire l'objet de nombreuses
recherches aux Etats-Unis d'Amérique ol KRANTZ et al. (1963) mettent
en évidence sa pathogénicité pour le crabe bleu adulte (Callinectes
sapidus). Quelques années plus tard (1970) FISHBEIN et al. l'isolent
de ce méme crabe aprés transformation. Présent sur les crevettes
grises du Texas (Penaeus aztecus) selon VANDERZANT et al. (1970) il
‘ne pose pas de probleme dans les élevages de ce crustacé IVANDERZANT
et NICKELSON, 1973). Il east reconnu comme agent infectieux pour les
mollusques bivalves & l'état larvaire ou juvénile (TUBIASH et al.
1965 et 1970). Mais V. parahaemolyticus est surtout recherché dans
l'environnement et les produits marins par l'intermédiaire desquels
il peut causer des dérangements intestinaux. : WARD (1968), BAROSS et
LISTON (1970), BARTLEY et SLANETZ (1971), SMITH (1971), MOLENDA
et al. (1972), DADISMAN et al. (1972 et 1973), COLWELL et al.
(15737, FISHBEIN et WENTZ (1973). VANDERZANT et THOMPSON (19737},
KANEKO et COLWELL (1974), KOURANY et al. (1974), KOBURGER et LAZARUS
(1974), EARLE et CRISLEY (1975) et VASCONCELOS et al. {1975). Une
premiére toxi-infection alimentaire s‘était développée dans le
‘Maryland en 1971, puis une seconde en Caroline du Nord en 1975 due i

la consommation d’‘huitres crues (RAY et al., 1978).

Des chercheurs l'isolent au Canada : THOMPSON et TRENHOLM
(1371), de méme gue VARGA et HIRTLE (1975) ; au Mexique : ELENA
et al. (1974) : en Australie : BATTEY et al. (1970) : en Corée :

¢

DOKI CHUN et al. (1974) ; au Viet-Nam : NEUMANN et al. (1972) ; en

’

Inde : CHATTERJEE et al. (1970). puis CHATTERJEE et SEN (1974) et au
Togo : BOCKEMUHL et TRIEMER (1974).



A la suite d'intoxications alimentaires qui ont frappé des
touristes navigant dans la Mer des Antilles, l'espéce est isolée a
la Guadeloupe (PAPA, 1980).

Plus prés de nous, en Allemagne, et pour la premiére fois en
Europe., ASAKAWA et al. (1970) 1l'isolent de poissons des Mers
Baltique, du Nord et Méditerranée, de méme que directement a partir
des eaux cdtiéres polluées de cette derniére. Les 1 304 souches
isolées sont toutes non hémolytigues. Par contre cet agent n'est pas
présent dans les 1822 selles de malades atteints de gastro-entérites
aigués.

Bien qu'isolé de la partie occidentale de la Mer Baltique, V.
parahaemolyticus n'est pas mis en évidence dans la partie centrale
sud de cette mer par ZALESKI et al. (1975) du fait, peut-étre, de la
composition du bouillon utilisé. Le germe est en effet sensible &
l'antibiotique employé lors de son enrichissement.

v. parahaemolyticus est trouvé dans les eaux de la Mer Noire
par ALDOVA et al. (1971) et par LIBINSON et al. (1974}, de méme que
dans les moules qgui 8'y cultivent par BONEV et ZAKHARIEV (1972),
dans 1l'Adriatique par MUIC et al. (1974) et sur les poissons de la’
Mer Méditerranéde par GIAMMANCO et al. (1973).

I1 est & l'origine d‘une toxi-infection alimentaire lors d'un
vol entre Bangkok et Londres. La souche isclée des personnes attein-
tes et du crabe servi est hémelytique (Kanagawa positive) et du
sérotype 02 : K3 (PEFFERS et al., 1973). Il existe 10 groupes 0 et
53 groupes K & cette épogue. Il arrive gqu‘un technicien de labora-
toire, pourtant entrainé, s'intoxique pendant son travail (SANYAL
et al., 1973). Ce germe, considéré comme entérique, peut, par voie
orale, causer une gangréne (ROLAND, 1970 et 1871).

Enfin en ZEurope, il contamine les moules d'Espagne gelon
RODRIGUEZ-REBOLLO et al. (1971). Il cause des gastro-entérites
aigués aprés ingestion de moules crues en Italie (PERNA, 1970 :
BABUDIERI et al., 1971). PISANU et COSSEDU introduisent sa recherche
dans le contrdle de la qualité hygidnique de ces coguillages en
1971. En Angleterre, il est considéré comme l'un des agents
probables d'intoxications alimentaires dont l*étiologie reste
indéterminée (HALL et LEWIS, 1967), puis il est isolé de poissons,
d'huitres, de moules et de coques par BARROW et MILLER en 1972. Des
huitres épuréea, débarrassées des coliformes, seraient & l'origine
de qastro~entéritea estivales. Les auteurs ne donnent pas de résul-
tats quantitatifs. Des estivants de la céte sud sont victimes d'une
gastro-entérite aprés avoir consommé de la chair de crabe cuite en
juillet 1973, selon HOOPER et al. (1974). Le sérotype 01/K56 hémoly-
tique est incriminé. En Hollande, V. parahaemolyticus est présent
dans tous les produits de la mer, aussi bien poissons et crustacés
que moules et huftres (KAMPELMACHER et al. 1970 et 1972). En
Allemagne, la recherche de cet entéropathogene est effectude & la
fois dans le milieu marin, les poissons et les selles des
diarrhéiques. Alors qu'il est toujours isclé des premiers, il n'est
jamais retrouvé chez les humains (NAKANISHI et al., 1967 et 1968 ;
LEISTNER et HECHELMANN, 1974).




Ce germe a été isolé en France plusieurs fois quand il a été
demandé a notre laboratoire d'en effectuer la recherche et
l'idenitification pour l'information du Service des Contrdles de
notre Etablissement. Depuis, il a été isolé au Mans (RICHARD et al.
1981) et & Marseille 4'un vovageur de retour du sud-est asiatique
(PELOUX et al. 1981). A Brest, il a intoxiqué 50 personnes qui
participaient & un repas de 200 couverts. La souche isolée sur
géloses pour Enterolacterjiaceae est identifiée & V. parahaemolyticus
hémolytique (BOURDON et al. 1983).

C ~ MATERIEL ET HETHODE

Nos recherches sont effectuées exclusivement a partir de
coquillages comestibles : huitres (Crassostrea gigas et C. angulata)
moules (Mytilus edulis et M. galloprovincialis) et amandes (Pectun-
culus glycymeris) dont certains se consomment a l'état cru, prélevés
dans toutes les zones de production {(fig. 1) et a divers stades
entre 1'élevage, ou l'importation, et la vente au détail.

Le prélévement aseptigue d'une vingtaine de grammes, a 0,1 g
prés, constitué & 1la fois par le corps du mollusgue et par son
liquide intervalvaire, est broyé pendant une minute en présence d'un
" diluant alcalin salé (voir annexe) dans la proportion de 1/5 (poids/
volume). Nous ensemengons 1 ml _du broyat et 1 ml des dilutions
décimales successives jusqgu'a 107°, en triple exemplaire, dans des
bouillons d‘enrichissement alcalins salés a partir des formules de
certains auteurs et aprés modification (annexe).

Ces enrichissements, en tubes vissés, sont incubés horizon-
talement a 37°C pendant 18 & 24 heures. L'isclement est effectué sur
une . gélose au thioaulfate-citrate-sels biliaires-saccharose
(T.C.B.S.}) selon KOBAYASHI et al. {(1963), commercialisée & 1'état
déshydraté et additionnée de 2 ¥ de NaCl. Nous étalons une anse
prise en Burface, sans agitation, dans les derniers tubes qui
présentent une culture en voile. Aprés incubation & 37°C pendant 18
heures, plusieurs colonies sont purifiées (généralement 5 par boite)
jaunes ou vertes, sur une gélose nutritive alcaline {annexe).

Lea germes recherchés, bacilles & Gram négatif, non sporulés,
- sont facilement séparés des germes voisins & l'aide de quelgues
tests simples (tabl. 1). Nous n'utilisons pas le test de l'hydrolyse
du tween 80 qui est aussi un caractére différentiel selon CHAKRA-
BARTY et al. (1970). Ils sont oxydase positifs. Certains caractéres
biochimiques sont révélés & 1l'aide d'une galerie API 20 E si la
susgension des germes est effectuée dans un diluant convenablement
salé. ' ,
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Enterobacteriaceae ! Pseudomonas | Aeromonas | Plesicomonas 1| Vibrio

I TESTS 1 !
t : ! t £ § | 1
I Oxydas t - ! + S + § * ! + 1
I ! | O e ! 11 i
i Glucose i ! { 4 ! i
t (fermentation) | + ! - ! + { + i +
! i f ! i ! $
{ L.D.C. 14 ! f - ! + i + i
| ! § H 4 i !
! A.D.H. { i i + i + ! - !
i ! i § § i !

Tabl. 1 - Tests généraux de différenciation entre le genre Vibric et les genres woisins
en milieux salés & 3 ¥ (des exceptions peuvent étre rencontrées)

Dans le genre Vibrio figurent des espdces qui ont une action
pathogéne sur les humains et leg animaux et des espéces qui n'en ont
pas. A l'époque de nos recherches, la clé de détermination
présomptive que noug utilisions a été plusieurs fois modifiéde, puis
elle est devenue la suivante :

. Croissance en eau peptonée salée a3 6 % :

- Agglutination en sérum 01
+ acétoine
- V. cholerae
+ V. cholerae biotype E1 Tor

- vibrions non agglutinables (N.A.G. ou V.N.C.)
+

. croissance en eau peptonée salde & 10 % :
+ V. alginolyticus

- V. parahaemolyticus

, Nous considérons, avec TWEDT et al. (1969), comme pathogénes
les V. parahaemolyticus qui cultivent a 42° C en eau peptonée salée
& 3 %¥. Ce caractere n'est pas parfaitement discriminant (FUJINO
et al., 1974) mais il a été utilisé par SAKAZAKI en 1969, cité par
CHATTERJEE et al. (1970). Nous n'avons jamais cherché le phénoméne
Kanagawa. Notre méthodologie s'est limitée & expérimenter les deux

sérums anti-Vibrio parahaemolyticus -~types 1 et 2- obligeamment
prétés par le Dr DODIN (institut Pasteur & Paris). \

‘D - RESULTATS BT DISCUSSION

Nos résutats figurent dans le tableau 2.



* gone insalubre

Tabl, 2 - Vibrions halophiles modérés et germes voiuins dans

Date Produt te Origine ' Identification
= == === ===
1972
juillet huitres Arcachon Aeromonas hydrophila
Aeromonas ealmenicida
Plagiomeman ahigelloidae
Pasvdomonas spp.
huftres Talets Wbhrio alginolyiicus
Aeromonias hydrophila
Asrorymas galmonicida
Plosiomonas shigulloidse
‘moules Talais Vibrio pamﬁwm&uvtim
Asrcwonas hydrophile
Asryomonas salmonioida
aolit hultres ia Tresblade Vibrio pMmﬂmLyhﬁcus
Aaromonce hydwophila
Asromonas salmonicida
Plegiomonas shigelloides
wmitres Thau Aavomoncs hydrophila
] Aeroronas salmonicida
Flesioronas shigelloides
moules Thau Agrommmae salmonioldn
Plesiomonae shigallotdse
Peaudomonas epp .
huftres Sigean Asromonas salmonioida
Plestomonas shigalloides
moulas Sigesn Aeromorias hydrophila
Plagtlomongs shigellotdss
moulas Bepagne Asromonas hydrophila
Aerommmas salmonioida
Pesudomonaa spp.
1923
sctebre enuios Gt Nesalre Whric parahasmolytious
uonilos e 5t Michel - Whbyio parahasmolyticus
moules grossiate Wsio parchasmolytious
moulex superanarchi? Whrio parchasmolyticus
soules. décaillantt Wbrio parchasmolytious
woules Ls Prés Wbrio parahasmolytious
1974
Juin uicree ~ Arcachon # Whbrio parchoemolytious
hultres | Arcachon Whrio parahasmolybious
juillet | moulas Kermanville Wbrio parchaswolytious
moules Cuistrehan ¥ Whrio alginoiytious
- twlitres | La Trambluede Whrio alginolytious
haStren | La Tresblude 4 Wbrio parahammolytious
witres Arcachon Whric pardhasmolyticus
hulecas Arzachon # Vibpio parchasmolytious
1976 .
Juiliar roules Cxoxon Whrio alginolytious
amandes | Dousrnends Whrio alginolytious
+ & Angure

des coquillages cmstibl&a
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Au début des recherches, nous identifions des Aerdmonas, des
Plezsiomonas et des Pseudomonas comme d'autres avant nous (BONEV et
ZAKHARIEV, 1972). Nous ne les avons plus fait figurer par la suite.

Vibrio parahaemolyticus est présent, parfois en nombre trés
élevé, durant les mois d'eté. Plusieurs sont pathogénes suivant le
critére utilisé. L'enrichissement & 37°C ne permet pas le dénom-
brement des souches pathogénes exclusivement. Les recherches ne sont
pas poursuivies pendant les mois d'hiver bien que ce germe puisse
‘étre retrouvé aprés entreposage a4 des températures basses (FISHBEIN
et al., 1970 ; VANDERZANT et NICKELSON, 1970 ; MATCHES et al., 1971;
THOMPSON et TRENHOLM, 1971 ; BEUCHAT, 1973 et JOHNSON et al., 1973).

Selon nos propres expériences, a 7°C en 24 heures, 1la
population normalement présente dJdans les cogquillages du commerce
subit une chute de plusieurs unités logarithmiques. Les résultats,
variables, dépendent peut-é&tre de la flore cryophile accompagnatrice
non identifiée. Ce micro-organisme est aussi isolé par nous des
“chambres” présentes sur la face interne des valves de certaines
huitres, appelées pour cette raison "chambrées".

Etant donné 1l'aspect "qualité hygiénique" de notre travail,
nous ne cherchons pas particuliérement & mettre en évidence le
troisiéme biotype de V. parahaemolyticus.

Cet agent infectieux est trés peu connu des hygiénistes en
1974, de méme gue V. alginolyticus qui peut étre pathogéne pour
l'homme. Il n'en est pas tenu compte dans l'arrété du 21 décembre
1979, publié au J.0. du 19 janvier 1980, relatif aux critéres micro-
bioclogiques des denrées animales ou d'‘origine animale. A notre
connaissance, sa présence dans les coquillages ne semble pas induire
de gastro-entérite chez les consommateurs. Le niveau de nos déter-
minations (espéce) n'est sans doute pas suffisant. Les sérotypes
pathogénes sont souvent mélés & d'autres non pathogénes si 1l'on se
référe au ‘phénoméne Kanagawa (MOLENDA et al. 1972). Mais nous ne
sommes pas les seuls 4 ne pas pousser notre diagnostic aussi loin.
Le sérotypage n‘a d'intérét qu'en épidémiologie. Néanmoins, nous
estimons que la présence des sérotypes pathogénes, seuls dangereux,
doit étre recherchée, l'espice n'étant pas un niveau suffisant.

La méthode que nous employons donne des résultats bien plus
souvent positifs que ceux de nos collégues (tabl. 3).

L'aliment aurait-il une influence dans le déclenchement des
intoxications 7?7 La chair des mollusques est différente de celle des
poissons et des crustacés. Les intoxications se développent surtout
aprés ingestion de ces deux derniers produits & l'état cru ou
légérement cuit. '
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i i HOLLANDE [} 5 FRANCE )3
! i { ! H
! ! V.p. ! V.a. I V.p. ! V.a. ! V.p. ! V.a. !
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R R T o e e e formre o m s e v i
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! [} ! i i { ] ¢

Tabl. 3 ~ Pourcentages d'isclement de Vibrio parahaemolyticus et de V.
alginolyticus d'aprés la littérature et nos résultats.

Nous partageons l'opinion de BARROW et MILLER (1972} gelon
laquelle la dose infectieuse (du sérotype pathogéne) doit proba-
blement &tre grande. Ces guatre années au cours desguelles nous
avons recherché Vibrio parahaemolyticus et V. alginclyticus nous
n'avons pas eu connaissance de dlarrhée estivale dans notre pays.

L'halophilie modérée de ce micro-organisme en fait un germe
estuarien par excellence. Il est sang aucun doute l'un des membres
de 1la flore normale des mers cdtiéreg. Sa répartition est limitée
par la température, la salinité et son association avec le zooplanc-
ton (HORIE et al. 1964 ; KANEKO et COLWELL, 1973 et 1975,a : SAYLER
et al. 1976). Sa valence écologique doit étre assez élevée puisqu'il
a été isolé de plancton d‘'eaux douces (SARKAR et al. 1983).

E - CONCLUSION

D'une fagon générale, les vibriona ne sont pas des hétes
- normaux du tube digestif des animaux & sang chaud. Naturellement
présents et/ou rejetés dans les milieux extérieurs, ils semblent, en
particulier' V. parahaemolyticus, indépendants et insensibles & une
contamination fécale légere ou importante puisqu'ils sont isolés des
zones conchylicoles aussi bien sgalubres qu'insalubres. KANEKO et
COLWELL (1975,b) n'avaient pas trouvé de corrélation avec les
coliformes fécaux. Les exigences de leurs deux familles ne sont sans
doute pas compatibles. '

Il ne semble pas que V. parahaemolyticus soit & l'origine
d’'intoxications alimentaires dans notre pays, nl par l'intermédiaire
des coquillages, ni par celui des poissons consommés légérement
salés et fumés. Néanmoina, la vigilance doit &tre la régle, d'autant
que nous savons l'éliminer, le cas échéant. ' :

Sa présence doit étre recherchée par des techniques sans cesse
améliorées, impliguant la mise en évidence des sérotypes, dans tous
les produits qui peuvent étre favorables & son développement (pH >6
et salinité < 10 % ) dans des quantités aussi faibles que possible
pour en détecter le plus grand nombre possible. o

Mots clefs : Vibrio parahaemoclyticus, Vibrio alginolyticus, coquil-
lages comestibles, huitres, moules, amandes, dénombre-
ment, milieux de culture.
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Annexe

i

Composition des milieux utilisés, en g/l d'eau discillée.

1. Diluant.
' Tryptone 1
NaCl 30
Ajuster le pH & 8,0 avec NaOH.
Autoclaver & 115°C pendant 20 mn.

. 2. Bouillon d'enrichiszement,
D'aprés TWEDT et NOVELLI (1971)

~ Peptone 20
Extrait de levure 2
Amidon de blé 5
KaCl 30

Ajuster le pH & 8,0 avec NaOH.
Autoclaver a 115°C pendant 20 mn.
Au moment de 1'emploi, ajouter quelques gouttes d'une solution

de pénicilline G de manidre & avoir § UI.mlal;

3. Gélose d'isolement.
' Gélose T.C.B.S. (thiocsulfate-citrate-sels biliaires-saccharcse).
Suivre les instructions du fabricant, apris avoir porté la
teneur en NaCl 3 3 Z. |

4. Gélose pour purification.

Peptone sans indole 20

Extrait de levure 2
NaCl . 30
Gélose 15

‘ - Ajuster le pH 3 8,0 avec NaOH.
" Autoclaver & 115°C pendant 20 mn.
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Régumé

Pour l'information du Service des ContrGles relevant de notre
Inptitut, qui n'en effectuait pas la recherche systématique, il a &té&
demandé 3 notre lsboratoire de mettre en &vidence la prégence &ventuelle
des biotypes de vibrions halophiles décrits comme pouvant avoir une action
pathogéne sur l'homme. Aucun syndrSme diarrhéique n'a &t€ signalé A cette
époque, bien que les dénombrements effectués aient r&vELE des valeurs
8levées dans la majorité& des Echantillons de coqulllagee comestibles soumie
d 1l'analyse.

Summarz

Ten years ago, the Institute's 'Service deas Contr8les" didn't carry
out the systematical research of Vibrio parahaemolyticus end V, alginolyticus,
For its information, our laboratory was requested about the possible.
presence of these bacteria known for their pathological action on men,

Not any diarthea was mentionned at that time, although the numerations
were high in the majority of the samples of analysed shells.
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II. VIBRIONS NON BALOPHILES

En 1972, lorsqu‘une nouvelle pandémie de choléra se déclare en
Extréme~0r1ent et s'étend en Afrigque, le Service des Contrbles de
1'I.8.7.P.M. demande & notre laboratoire dreffectuer la recherche et
l'identification des vibrions cholériques dans plusieurs espéces de
coquillages comestibles. Ces derniers proviennent, soit de nos
élevages, solit de l'importation : moules (Mytilus edulis et
M. galloprovincialis), palourdes {Tapes decussatus) et cogques
(Cardium edule). Ensuite, la presse sge fait l'écho, en septembre
1974, d'un cas de choléra & Marseille. Mais il se révéle que
celui-ci trouve ‘son origine sur place. La littérature signale la
présence du germe a nos portes : DE LORENZO et al. (1973) et BAYNE
et al. (1974) en Italie; FURNISS et DONOVAN (1974) en Angleterre
T'1identifient & partir de selles de personnes de retour des pays ol
la maladie existe.

A —kLES AGENTS PATHOGENES. REPARTITION

L'agent c¢lassigue, historique, du choléra est le bacille
décrit en 1883 par R. KOCH, & gram négatif, non sporulé, incurvé,
isolé ou en chainettes, trés mobile et trés aérophile. Il cultive
trés rapidement dans les bouillions peptonés alcalins, peu ocu pas
salés ou 11 forme de l'indole en quelques heures. L'adjonction de
guelques gouttes d‘acide sulfurigque a la culture fait apparaltre une
coloration rouge viclacde. La réaction du choléra-roth est positive.
Il attague le glucose et le lactose de la gélose de Kligler sans
production de gaz ni 4'H,S.

Actuellement, le vibrion du choléra semble &tre le Vibrio
cholerae biotype El Tor gqui se différencie du précédent par un

certain nombre de caractéres, dont la formation d'acétoine.

Leur répartition est mondiale. Ils vivent de préférence dans
les eaux doucesz, mais ils peuvent survivre une semaine dans l'ean de
mer naturelle (CHEVALIER et VANDEKERKOVE, 1980).

Des V. cholerae sont isolés par COLWELL et al. (1977) de la
baie de Chesapeake avec un nombre probable de 3,3/1000. La
température Jjoue un rdle critique pour leur recouvrement mais leur
assoclation avec les mollusques et leg crustacés ne doit pas étre
considérée comme dramatique. Les auteurs ne notent pas de corréla-

‘tion avec las coliformes fécaux.

B - MATERIEL ET METHODE

Les techniques de broyage et de culture, ainsi gue certains
milieux utilisés sont voisins de ceux employés antérieurement. La
composition du bouillon d‘enrichissement, légérement différente, est
donnée en annexe. ‘
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Date Produit Origine

1973

septembre moules Egpagne
moules Toulon parc
moules Toulon épuration
moules Géte

1874

juillet mouleg Espagne
moules ’ La Bidassoa'
moules ‘ Le Verdon
palourdes Thau®
mouleg Thau
roulesg Ouistreham’
coques Ouistreham
moules Liofn gur-Mer

Tabl., 4 - Vibrions non halophiles dees coquillages
: comestibles : pour tous leg &chantillons
il y a absence de vibrioms 0l, et présence
de vibrions non @i (V.N.C.)(! : zone insa-
lubre)
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C - RESULTATS ET DISCUSSION

Sur gélose nutritive et sous un éclairage cobligue les colonies
des vibrions cholériques apparaissent verditres a rouge brique a
structure finement granulaire (FEELEY, 1962). De plus, elles sont
gélatinolytiques, ce gqui peut aider & les reconnaitre (FINKELSTEIN
et GOMEZ, 1963). '

Aucun des cogquillages soumis a notre analyse ne renferme de
vibrions qui, tout en possédant les caractéres biochimiques
nécessaires pour é&tre identifiés & 1l'espéce Vibrio cholerae, ne
s'immobilisent pas en masses en présence de l'anti-sérum O sous
groupe 1 de GARDNER et VENKATRAMAN (1935). Ce sont donc des vibrions
non cholériques (V.N.C.) ou des vibrions non agglutinables (N.A.G.)
ou des Vibrio cholerae non Ol, selon les dénominations habituelle-
ment empoyées pour les désigner. Or dans une étude du complexe
antigénique O des vibrions N.A.G., GALLUT (1963) avait démontré
qu'ils se répartissaient en groupes si l'on utilisait des sérums
anti-0 préparés par injection aux lapins de cellules préalablement
chauffées a 100°C pendant 2 heures. Si ces vibrions sont aggluti-
nables il faut reconnaitre la diversité extréme de leurs antigénes
somatiques puisque . l'auteur dénombre 24 types pour 47 souches
étudiées.

Au moins une souche de vibrion non cholérigque a été reconnue
comme pouvant produire une entérotoxine semblable a celle du choléra
(CRAIG et al. 1981).

Selon PANIKER et NAIR (1967), dans une étude sur la résistance
des vibrions pathogénes aux antibiotiques, ce sont les vibrions non
agglomérant en sérum Ol qui sont les plus résistants. Le vibrion
cholérique classique est le plus sensible. Le vibrion El Tor est le
plus adapté & la survie dans les milieux extérieurs selon GOL'D et
al. (1973). Ceci expliquerait que la pandémie des années 70 lui soit
imputée.

DUTT ‘et al. (1971) rapportent une épidémie de choléra en
Malaisie due a la consommation de crustacés et de coquillages crus
ou partiellement cuits. Dans l'eau, les aliments et les selles des
patients ils isolent des Vibrio El Tor et comme cela est le cas dans
cette étude,des V.N.C.

La flore normale des féces ne comporte pas de vibrions. Il
arrive que dans certains épisodes diarrhéiques, les Vibrio. parahae-
molyticus voisinent avec des V.N.C. Dgns 18 _cas sur 37, CHATTERJEE
et al. (1970) mettent en évidence de 10° a 10% U.FP.Cc. de vibrions/ml
de selles chez des malades hospitalisés & Calcutta en 1968. Les
souches étudiées ne sont pas cholériques. D'aprés leurs réactions
biochimiques, elles se répartissent en deux grands groupes. D'une
part, les V. parahaemolyticus halophiles, saccharose négatif (objets
de notre travail. antérieur), non responsables de gastro-entérites
dans notre pays. D'autre part. des vibrions non halophiles qui se
divisent eux-mémes en saccharose positif et saccharose négatif. La
présence de ces germes inhabituels et la diminution concomittante de
la flore habituellement présente dans les selles permettent d'impli-
quer un rdle pathogéne aux micro-organismes non halophiles. Il faut
rappeler a cette occasion que, dans leur étude de 1967, SAKAZAKI

et al. avaient différencié deux biotypes parmi les vibrions N.A.G.
aprés avoir étudié la physiologie et la biochimie de 142 souches. Il
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ne semble pas que sous nos latitudes ces vibrions non cholériques,
présents en grand nombre dans les coquillages, trouvent dans le tube
digestif des consommateurs un milieu favorable au déclenchement de
troubles intestinaux.

Parmi les auteurs qui se sont attachés 3 étudier et 3 mettre
l'accent sur le rdle pathologigue des V.N.C., il faut citer : DE et
al. (1966), RANJIT SEN (1970) qui cite une abondante littérature,
KAMAL (1971), EL GHOROURY (1971) et YUTAKA ZINNAKA (1971). Dans tous
les cas observés, le syndrbéme est voisin de celui du choléra. L'é-
mission de 1liquide est moindre. La réhydratation joue un réle
important dans la guérison. L'épisode concernant le patient est
moins long gque dans le cas d'un choléra vrai et l'épidémie est
limitée.

RANJIT SEN (1970) compare 187 souches de vibrions agggluti-
nables (119 de féces humaines et 68 d'eau) et 150 souches de
vibrions non agglutinables (108 et 42 respectivement) & deux souches
de référence. V. cholerae et V. cholerae biotype El1 Tor. 41 tests
morphologiques et physiologiques sont identiques & 100 ¥. Parmi les
18 autres caractéres, plus de 80 ¥ des souches agglutinables et non
agglutinables ont des réponses identiques & celles des souches de
référence. Il est normal que des organismes aussi voisins soient &
l'origine de symptémes presque identiques. Il faut donc accorder
beaucoup d'intérét aux vibrions, méme s8'ils n'agglutinent pas en
sérum Ol. Les souches que nous isolons auraient pu étre & l'origine
de déréglements intestinaux avec fuite cationique.

VANDEPITTE (1972), gqui considére les vibrions N.A.G. comme des
saprophytes aquatiques dont certains types peuvent coloniser 1l'in-~
testin humain, parfois avec un effet entéropathogéne, pense que
ceux-~ci doivent exister en Europe.

Les syndromes cholériques, ou pseudo-cholériques, peuvent étre
imputables A4 d'autres Vibrio . ou a des micro-organismes de genres
différents, parfois é&éloignés (Enterobacteriaceae). DEKEYSER et al.
(1972) isclent pour la premiére fols un Vibrio fetus . dans une
atmosphére artificielle, & partir de féces de patients victimes
d’entérite aigué. SACK et al. cités par VENDEPITTE (1972), aprés un
suivi minutieux de malades souffrant de pseudo-choléra i Calcutta
pendant la saison favorable au développement de la maladie en 1968,
mettent en évidence des colibacilles entérotoxiques appartenant &
des sérotypes qui n'avaient jamais été considérés comme entéropatho-
génes auparavant ; d'autres étaient non typables.

Si cette étude se révéle négative quant & la présence des
vibrions cholériques, classiques ou El Tor, ce dont il y a lieu de
se reéjouir, elle sert & mettre en évidence le rble peu connu
jusqu'alors, Jjoué par des germes voisins, apparentés ou éloignés
dans les manifestations de diarrhées estivales.

Mots clefs : Vibrio cholerae, Vibrio cholerae biotype El Tor, dénom-
brement, milieux, technigues de culture, cogquillages
comestibles, moules, palourdes, coques ‘
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Annexe

Bouillon d'enrichissement selon GENEVRAY et BRUNEAU en g/l.

Peptone sans indole 20
Extrait de levure 2
NaCl © 30

Ajuster le pH & 8,0 avec NaCH.

Autoclaver & 115°C pendant 20 mn,

Ensemencer selon la technique du nombre le plus probable (N.P.P.) :
3 tubes avec 1| ml de broyat, puis 1 ml de chacune des dilutions décimales
successives jusqu'd 1078 .

Incuber & 37°C pendant 3 h.

Repiquer 1 anse dans un sutre tube de méme milieu. Rechercher la
présence de 1'indole dans le tube incubé. Une réaction positive (coloration

‘rouge avec le réactif nitrigue nitreux) indique la présgence des V. cholerae.

Isoler sur gélose T.C.B.5. non enrichie en NaCl.

."‘k‘ﬂ e



REsumé

Pour 1l'information du service des Contrdles, qui n'en effectuait
pas la recherche systématique, il a &té demandé 3 notre laboratoire de
" mettre en évidenc:a 1a présence des vibrions non halophiles. Ces isolements
effectués n'ont pas abouti 2 l'identification de Vibrio cholerae, non plus
qu'd celle de son hioty;m El Tor. Les bactéries isolées sont non agglutinables.
Bien que pouvant avoir une actiom psthogine sur 1*'homme, aucune disrrhée
suspecte n'a &t& signalde 3 cette &poque,

Sumag

Ten years ago the "Service des Contrfles" didn't carry out the
systematicsl research of non helophilic vibrios. For ite information our
laboratory was requested about their possible presence in a variety of
edible shellis. The identified bacteria were only N.A.G. ones. Although
their possible pathological mtim on men not any suspicibus diarrhes was
pointed out at that time.
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IIXI. ADDENDUM

A. NORMES JAPONNAISES

En 1974, SAKAZAKI et al., considérant que Vibrio parahaemoly-
ticus a été reconnu comme un micro-organisme enteropathogéne
susceptible de se trouver partout dans le milieu marin littoral et
pré-littoral, créent un comité de travail sous l'égide du Ministére
de la Santé et du Bien Etre du Japen pour établir les normes hygié-
nigues applicables aux produits alimentaires d'origine halieutique.
Les résultats de leurs travaux sont publiés en 1979.

Les aliments les plus habituels (chinchards, thons, calmars et
poulpes) ont été examinés par tous les membres du comité, tandis que
les poissons plats, labres, sargues, sérioles, brémes, crevettes,
clams, coques et ascidies, dont la consommation est moins courante,
ont été laissés au choix des différents laboratoires. Le matériel de
cuisine a aussi été soumis & 1l'enquéte.

Les dénombrements de cellules viables ont été effectuées par
la méthode du nombre le plus probable entre juillet et septembre
1976. A partir d'un échantillon de 10 ¢g dilué au 1/10 dans un
bouillon salé & la polymyxine les guteurs effectuent des dilutions
décimales successives jusqu'a 107°. Pour chacune, 3 tubes d'enri-
chigsement sont incubés & 35° C pendant 24 heures. Une anse de
culture de chaque tube est étalée sur une gélose TCBS. La quantité
de germes pour 100 ¢ d'échantillion est calculée & partir des
dilutions qui sont a l'origine de la croissance de colonies caracté-
ristiques de V. parahaemolyticus apparues i 35° C aprés 24 heures.
:Une étude préliminaire avait en effet démontré gue, par cette
asgsociation de bouillon d'enrichissement et de gélose d'isolement,
99 % des colonies Dbleu-vertes avaient pu étre identifides & V.
parshaemolyticus et gue la nécessité d'une identification biochimi-
gque n'eétait plus utile.

Les auteurs considérent qug dans le poisson entier et dans la
chair, il devrait vy avoir < 10% CPU/100 ¢ et sur le matériel < 10
CFU/boite de 5 cm de diamétre aprég application. Dans les coquilla-
ges _ils notent la présence de » 10° CFU/100 g et dans les crevettes

102 CFU/100 g.

B. AUTRES VIBRIONS PATHOGENES

Jusqu'd la fin de nos recherches, le nombre des vibrions
pouvant avoir une action pathogéne sur 1° homma était limité & 3z V.

cholerse, biotypes cholerae et El Tor, ¥, psrahassolyticus:et V.- 1~ V
noixticua. En 1982, HICKMAN et al. en ens "5 autres : g o
yulnificusg, V. fluvialis V. damsela, V. metschnikovii et

V. Eoiliaae en faisant abstraction de V. mimicus conaideré comme un
V. cholerae atypique par le sous-comite de la taxonomie des
Vibrionaceae (Anon. 1984). Ce sont donc 8 vibrions identifiés qui
peuvent’ﬁtre la cause de maladies humaines.
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