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1. VIBRIO PARABAEMOLYTICOS ET SES BIOTYPES

-La crise que la conchyliculture vient de traverser, en
particulier la mytiliculture. durant l'été 1983, nous ~appelle que
voici une dizaine d'années une nouvell~ bactérie marine, dont
certaines souches sont pathogènes pour l'homme, était isolée un peu
partout dans le monde. causant parfois des épidémies qui ont toute­
fois épargné notre pays. _

En octobre 1950. à Osaka {Japon} et dans plusieurs villes
voisines pr~s de 300 personnes sont victimes d'une gastro-ent'rite
dont l'issue est fatale pour une vingtaine d'entre elles. Les analy­
ses et identifications durent trois ans. FUJINO et al. (19S3)
pensent qU'il y a eu association entre un Proteus morganii et une
"Pasteurella parahaemolytica" .

A - ETIOLOGIE

L'agent responsable de ces toxi-infections alimentaires est
successivement d'nommé "Pseudomonas enteritis" par TAKIKAWA (1968),
....ni S "Oceanomonas" par MIYA140TO ille"":t"-,;r:-- llS"6l}. "Mais ce sont SAKAZAKI
et al:-Tï9631 qui-placent ce micro~organisme parmi les Vibrio espè­
ce y.;: parahê'!.~mol:i.t!.s.:!.!. 'frois biotypes Bont indi vidualisea qrlce aux
travaux de BORIE. et al. (1963), repris par RICHARD et al. (1974).
SAKAZAKI (1963) fà~dl1 deuxième biotype une nouvelle espèce.
V. alginolyticus. Le troisième biotype. non pathogène. est différent
de V. angu'illarum. Selon KA'l'O et al. (1965). ci tés par SAKAZAKI
et al. (19681: les souches obtenües par coprocultures des victimes
de gastro-ent'rites sont &h'molytiques en pr'sence de sang. soit
humain du groupe O. soit de lapin et d'une quantité 6lev'e de
~""'1 -'":,,ure de sodium {phérlomène Kanagawa positif), alors que celles
isolées de la mer et des produits marins ne le sont pas (phénom~:::_

Kanagawa négatif) . La. formule dl:";:t la gélose pour hémolyse. modifiée
par WAGATSUMA en 1969. est donnée par MIYAMOTO et a~. (1969).

On a longtemps cru que les désordres causés par ce germe
étaient dus à une infectioD. Son ingestion à la dose de 3 . 105
cellules provoque de la diarrhée et des vomissements accompagnés de
fièvre. Mais seules les souches qui possèd.ent des antigènes capsu­
laires ou de surface sont capables d'induire de telles réactions.
Elles ont une hémolysine active en présence de7 %de MaCI. Celle-ci
joue vraisemblablement un raIe non négligeable par intoxication dans
le déclenchement de la gastro-entérite. Cependant. il faut noter que
toutes les souches Kanagava positives ne déclenchent pas le
syndrome. Il n'est pas exceptionnel d'isoler des souches Kanagava
négatives à partir de l'environnement, des aliments et des selles
des patients, m'me en période d'épidémie puisque ce sont elles qui
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sont les plus abondantes. En plus de la recherche du phénomène
Kanàgawa réalisable in vit.ro les chercheurs disposent d'un test
in vivo pour mettre en évidence la pathogénicité des v. para­
haemolyticus : la réponse de l'anse iléale ligaturée du lapin~ Il
existe une bonne corrélation (86 %J entre les deux tests. Une étude
détaillée du processus, bactériologique et histologique. permet de
conclure que lion est en présence d'un phénomène infectieux. Alors
la gastro-entérite • v. parah!emolyticus est-elle une infection ou
une intoxication ? 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
les poissons de la zone pélagique du
v. parahaemolytic~! ,n"est pas isolé,
largement représente. Les auteurs
numération quantitative dans les eaux

recherchés dans le plancton et
Japon par BORIE et al. (1964).
alors que v. a1g1nolyticuB est
procèdent ensuite (1967) à, sa
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 crusta.cés du Puget Sound (Pacifique nord-est) .

Vibri0.earahaemolxticU! va alors faire l'objet de nombreuses
recherches aux Etats-Unis d'Amérique où KRANTZ ~~l: (1969) mettent
en évidence sa pathogénic!té pour le crabe bleu adulte CCallinectes
sapidus). Quelques années plus taI'd (1910) FISHBEIN et, al. Itisolent
de ce même crabe après transformation. Présent sur les crevettes
grises du Texas (Penaeus aztecus) selon VANDERZANT et al. (1970) il
ne pose pas de probl~me dans ïës ~levaqes de ce crustac~ (VANDERZANT
et NICKELSON, 1973). Il est reconnu comme agent infectieux pour les
mollusques' bivalves à l'état larvaire ou juvénile (TUBIASH et al.,
1965 et 1970). Mais y. parahaemolyticus est surtout recherch4 dans
l'environnement et les produits marins par l'intermédiaire desquels
il peut causer des dérangements intestinaux,: WARD (1968). BAROSS ét
LISTON (1970), BARTLEY et SLANETZ (1971). SMITH (1971), MOLENDA
et al. (1972). DAD!SMAN et al. (1972 et 1973). COLWELL et al.
(19731. FISHBEIN et WENTZ (1973). VANDERZANT et THOMPSON (1973),
ICANEKO et COLWELL (1974). reOUR,ANY et al. (1974) , KOBURGER et LAZARUS
(1974). EARLE et CRISLEY (1975) et VASCONCELOS et al. (1975). Une
première taxi-infection alimentaire s'était 9éveloppee dans le
Maryland en 1971, puis une seconde en Caroline du Nord en 1975 due à
la consommation d'huîtres crues (RAY et al. t 1978).

Des chercheurs l'isolent au Canada : THOMPSON et TRENHOLM
(1971), de même que VARGA et HIRTLE (1975) ; au Mexique: ELENA
et al. (1974) : en Australie: BATTEY et al. (1970) : en Corée :
DOKI CHUN et al. (1974) j au Viet-Nam : NEUMANN et al. (1972) j en
Inde: CHATTERJEE et al. (1970), puis CHATTERJEE et SEN (1974) et au
TOQ'o : BOCKEMUHL et TRIEMER (1974).
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A la suite d'intoxications alimentaires qui ont frappé des
touristes navigant dans la Mer des Antilles. l'espèce est isolée à
la Guadeloupe (PAPA. 1980).

Plus près de nous, en Allemagne, et pour la première fois en
Europe, ASAKAWA et al. (1970) l'isolent de poissons des Mers
Baltique. du Nord et Méditerranée, de même que directement à partir
des eaux côtières polluées de cette dernière. Les 1 304 souches
isolées sont toutes non hémolytiques. Par contre cet agent n'est pas
présent dans les 1822 selles de malades atteints de gastro-entérites
aiguës.

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

V. 2a!~haemoll~~cUB est trouvé dans les eaux de laMer Noire
par ALDOVA et al~ 1971) et par LIBINSON et. al. (1974). de mime .que
dans les moules qui s'y cultivent par BONEV et ZAKHARIEV (1972).
dans l'Adriatique par MUIC et al. (1914) et sur les poissons de la
Mer Méditerranée par GIAMMANCO ~t al: (1973).

Il est à l'origine d'une toxi-infection alimentaire lors d'un
vol entre Bangkok et Londres. La Bouche isolée des personnes attein­
tes et du crabe servi est hémolytique (Kanagava positive) et du
sérotype 02: .. K3 (PEP'FERS et a1..,(, 1973). Il existe 10 groupes 0 et
53 groupes K a cette époque. Il arrive qu'un technicien de labora­
toire. pourtant entrainé, s'intoxique pendant son travail (SANYAL
et al. , 1973). Ce germe, considé.ré comme entérique. peut, par voie
orale~causer une gangrène (ROLAND, 1970 et 1971).

Enfin en Europe. il contamine les moules d'Espagne selon
RODRIGUEZ-R-EBOLLO et al. (1971). Il cause des gastro-entérites
aiguës après ingestion de moules crues en Italie (PERNA. 1970 :
BABUDIERI etal. t 1971). PISANU et COSSEDU introduisent sa recherche
dans le c'ontr51e de la qua11téhygiènique de ces co.quillages en
1971. En Angleterre. il est considéré 'comme l'un des aqents
probables d'intoxications alimentaires dont l'étiologie reste
indéterminée (HALL et LEWIS, 1967), puis Il est isolé de poissons,
d'hultres, de moules et de coques par BARROW et MILLER en 1972. Des
huttres épurées, débarrassées des coliformes, seraient à l'origine
deqastro-entérites estivales. Les auteurs ne donnent pas de résul­
tats quantitatifs. Des estivants de la e&te sud sont victimes d'une
gastro-entérite après avoir consommé de la chair de crabe cuite en
juillet 1973, selon HOOPER et al,' (1974). Le sérotype 01/KS,6 hémoly­
tique est incriminé. En Hollande,V. rarahaemOlYticuS est présent
dans tous les produits de la mer, auss bIen poIssons et crustacés
que moules et huitres (KAMPELMACHER et al., 1970 et 1972). En
Allemagne, la recherche de cet entéropathogène est effectuée à la
fois dans le milieu marin.. les poissons et les selles des
diarrhéiques. Alors qu'il est toujours isolé des premiers, il n'est
jamais retrouvé chez les humains (NAKANISfiI et al., 1967 et 1968 :
LEISTNER etHECHELMANN. 1974).
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Ce germe a été isolé en France plusieurs fois quand il a été
demandé il notre laboratoire d'en effectuer la recherche et
l'idenitification pour l'information du Service des Contrales de
notre Etablissement. Depuis, il a été isolé au Mans (RICHARD et al.
1981) et à Marseille d'un voyageur de retour du sud-est asiatique
(PELOUX et al. 1981). A Brest. il a intoxiqué 50 personnes qui
participaient à un repas de 200 couverts. La souche isolée sur
géloses pour Enterolact~riacea~ est identifiée à V. parahaemolyticus
hémolytique (BOURDON et al. 1983).

C - MATERIEL E~ METHODE

Nos recherches sont effectuées exclusivement à partir de
coquillages comestibles : hu!tres (Crassostrea 919a8 et C. angulata)
moules (~ytilus edu.l!.! et ,M. 2all'?erov:i~cAa}.is) e~ amandes (Eectun­
culus glycymer~) dont certains se co~sommen~ l'eta: cru, prélevés
dans toutes les zones de product~on (fig. 1) et a divers stades
entre 1" élevage, ou l'importation, et: la ver_te au détaiL

Le prélèvement aseptique d'une vingtaine de grammes. à o.i 9
près, constitué à la fois par le corps du mollusque et par son
liquide intervalvaire. 8St broyé pendant une minute en présence d'un
diluant alcalin salé (voir annexe) dans la proportion de 1/5 (poids!
volume). Nous ensemençons l ml du broyat et l ml des dilutions
décimales successives jusqu'à 10-6 , en triple exemplaire. dans des
bouillons d'enrichissement alcalins salés à partir des formules de
certains auteurs et après modification (annexe).

Ces enrichissements, en tubes vissés, sont incubés horizon­
talement à 31-C pendant 18 à 24 heures. L'isolement est effectué sur
une gélose au thiosulfate-citrate-sels biliaires-saccharose
(T.C.B.S.) selon KOBAYASHI et al. (l963), commercialisée à l'état
déshydraté et additionnée de -2 "% de NaCl. Nous étalons une anse
prise en surface. Bans agitation, dans les derniers tubes qui
présentent une culture en volle. Après incubation à 37°C pendant 18
heures. plusieurs colonies sont purifiées (qénéralement 5 par bol te)
jaunes ou vertes, sur une gélose nutritive féllcaline (annexe).

Les germes recherchés, bacilles à Gram négatif, non sporulés,
sont facilement séparés des germes voisina. l'aide de quelques
tests simples (tabl. 1). Nous n'utilisons pas le test de l'hydrolyse
du tween 80 qui est aussi un caractère différentiel selon CHAI<RA­
BARTY et al. (1970). Ils sont oxydase positifs. Certains caractères
biochimIques' sont révélés à l'aide d'Une galerie API 20 E si la
suspension des germes est effectuée dans un diluant convenablement
salé.
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1 TÈsTs 1Enterobacteriaœae 1Pseu:iomonas .. AérOinonas 1Plesiœonas 1Vibrio ï
1-------------1-'------.:----------1------------1-::.:-----1--------1------1
1 OXydase 1 1 + ! + 1 + 1 + 1

1--------------l--------------------1--------~-!----------I-------------1--------1
1 Glucose 1 1 1 .1 1 1
1(fermentation) 1 + 1 1 + 1 + 1 + 1

1--------------1-------------------1-------------1-----------1------------1-------1
1 L.D.C. 1 1 1 1 + 1 + 1

1--------------1--------------------1-------·------1----------1-----------1--------1
1 A.D.H. 1 1 1 +! + 1 1
; ! ~ 1 1 1 1

Tabl. 1- Tests généraux de dif.férenciation entre le genre Vibrio et les genres 'VOisins
en milieux salés à 3 % (des exceptions peuvent être rencontrées)

Dans le genre Vibrio figurent des espèces qui ont une action
pathogène sur les humains et les animaux et des espèces qui n'en ont
pas. A l'époque de nos recherches, la clé de détermination
présomptive que nous utilisions a été plusieurs fois modifiée. puis
elle est devenue la suivante

• croissance en eau peptonée salée à 6 % :

- Agglutination en sérum 01
+ acétoIne

- V. cholerae
+ V'

n
cho~erae biotype El Tor

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

cr~iBsance en eau peptonée salée à 10 % :

1
+ V••1qinolxt:icuB

- V. paraha~molyt.icU8

Nous considérons, avec TWEDT et al. (1969). comme pathogènes
les V. parahaemolxticus qui cultivent à 42- C en eau pept.onée salée
à 3 i. Ce caractère nlest pas parfaitement discriminant (FUJINO
et al., 1974) mais il a été utilisé par SAKAZAKI en 1969, cité par
CHATTERJEE !.! al. (1970). Nous n'avons jamais cherehé le phénomène
Kanagawa. Notre méthodologie s'est limitée à. expérimenter les deux
sérums anti-Vibrio par.ahaemolyticus -types 1 . et 2- obligeamment
prités par le Dr DOOIN (Institut Pasteur à Paris).

·D - RESULTATS ST DISCUSSION

Nos résutats figurent dans le tableau 2.
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Date Pmdl.lita Or1qlne Idantif1clItion

1912

ju:Ultit buttr•• Arcachon M~ hlld1'ophita
....J'OIIIOI"alJ Ifalnrmicida
nnwlll()tt(UJ ehigt8 L'l.C1ÛÏIIe
Plfsu.domonœ .pp.

buttre. 'raId.. Wbrio atgtnolll'/;icua
MlOllllmae hydrophi ta
.t.J'OIImtaB lIal.mortlaida
n."imlrJ.l148 llhigtl t loi...

1lIOI.I1_ Talai. Io'lbl"io pamhalltm1-lIUCfIJJI
M~na. hyd%'Ophila
Asl'OlIlOl'lM tlaüwrrlaida

.oI1t buter•• r... TrUilblade W,brio paJ'Clha1Jmo t.ytiClAB
M1"OlIICII!'IM ""~hi ta
M1'O_ satmoniq{,dJJ
PZ61ti0llfmQll s1tlpUoidit.

lw!.tr.. 'th&u Ae~ hlldJoophi z.a. Ael'Olll:111CZ1J lIattmnlcida
n..ûmr:m4JI .1sigtll.~s

sul•• TtUllu MJ'OIlI(maB satlfl",,:lq{,da
PLsnOlffOlfUJlJ 8MqB l.tma..
PH~epp.

1mbr•• Slgun M~ "at""'"tcriciz
PZe~ .1tl~z.~.

lDOUle. Slaun AtI~ hydrophi7..a
PûI~aB Migd1.oidit.

IIlOUl•• hp.au M~ hydrophita
AIU'D/lItII'J4IJ IJalmt;m-l,iJ'ida
PIfa~-W.

1973

octobre lIJtIUl.II St .....11'. W,bi'ÛI ~tlitlrnt.B

IIlOUl.. IttStMtchal Wbl"io ptU'aht»motfjlIÙf,W

lIIOUl•• ero.date1- WbZ'ÙI ~tlltlClAB

1IIIDtl1A. .peftlUchf+ K&I'Ù' ~trUcrw#.
1IIIOUl•• 4Ita:tllaat+ Wbl"io ~tllUoua

1IItU1.111 Larra. VUnoto P~tlltltIU

1974

ju.ta buter.. A1'C.aChoa .. To'tlmo pc:JI'G1IQI1RIl1l11~.

hUtU" Arcacblm WbI"Ûl Pœ.vhoa_l.lItX.t1UO

ju112At 1ICN1.. lIar.-.:111. WbrW~1r~.1Ile. Oulatnball JIl,lnoù atg6lotrf1l&':~

wltru tatr~ w.b1J'l.o ca&gtMtllKrnt.B

.br•• :t.a'l:r~· ~~tr~

hu\tr:ea ~lIClwm Vr:bù ~tJl'UtIU
buttr.. 1«Cac1wm* lOJ'io P~lWJtllt'i~

1976

juWlllt _lu Cnltft ""brio aL(/'ÛtOtreiOUll..... DouuR8IlliIi ION a'l.glMtlltlGWJ

'fahl.2 - VibriOl18 halophile8 I1Od'1'6. et prmes voisina dmB
de. coquillage. comestible..
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Au début des recherches, nous identifions des Aeromonas, des
Plesiomonas et des Pseudomonas comme d'autres avant nous lBONEV et
Z'ÂiHARIEV, ·1~72). Nous ne les avons plus fait figurer par la suite.

Yibrio parahaemolI~1c~s est présent. parfois, en nombre très
élevé. durant les mois d'eté. Plusieurs sont pathogenes suivant le
critère utilisé. L'enrichissement à 37·C ne permet pas le dénom­
brement des souches pathogènes exclusivement. Les recherches ne sont
pas poursuivies pendant les mois d'hiver bien que ce germe puisse
'être retrouvé après entreposage à 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, à 7·C en 24 heures, la
population normalement présente dans les coquillages du commerce
subit une chute de plusieurs unités logarithmiques. Les résultats,
variables, dépendent peut-être de la flore cryophile accompagnatrice
non identifiée. Ce micro-organisme est aussi isolé par nous des
l' chambres" présentes sur la face interne des valves de certaines
hultres, appelées pour cette raison "chambrées".

Etant donné l'aspect "qualité hygi~nique" de notre travail,
nous ne cherchons pas particulièrement à mettre en évidence le
troisième biotype de V. parahaemolyticua.

Cet agent infectieux est très peu connu des hygiénistes en
1974, de même que V. alginolyticus qui peut âtre pathoqène pour
l'homme. Il n'en est pas tenu compte dans l'arrêté du 21 décembre
1979, publié au J.O. du 19 janvier 1980, relatif aux critères micro­
biologiques 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 (espèce) nlest sans doute pas suffisant. Les sérotypes
pathogènes sont souvent mêlés à dlautres non pathogènes si l'on se
réfère au 'phénomène Kanagawa (MOLENDA et al. 1972). Mais nous ne
sommes pas les seuls à ne pas pousser notre diagnostic aussi loin.
Le sérotypage n'a d'intérêt qu'en épidémiologie. Néanmoins, nous
estimons que la présence des sérotypes pat~ogènes, seuls dangereux,
doit être recherchée. l'espèce n'étant pas un niveau suffisant.

La méthode que nous employons donne des résultats bien plus
souvent posttifs que ceux de nos collègues Ctabl. 3}.

L'aliment
intoxications ?
poissons et des
après ingestion
lé9ilrellent cuit.

aurait-il une influence dans le déclenchement des
La chair des mollusques est différente de celle des
crustacés. Les intoxications se développent surtout
de ces deux derniers produits à l'état cru ou
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1 1 HOLLANDE
u

1 CANADA 1 FRANCE 1
1 1 .•1 1 -1
1 1 V.p. l' V.a. 1 V.p. 1 V.a. 1 V.p. 1 V.a. 1
1 • 1 1.. 1 1 1 1 1
1 Buitres 1 0.0 1 6.8 1 13.6 IlL 63.6 1 18.2 1
1---------1---------1---------1---------1--------1---------1---------1
1 Moules 1 2.4 1 2.4 env 1 1 1 1 1 61.5 1 15.4 1

1---------1---------1---------1---------1--------1---------1---------1
1 Amandes t I! 1 1 1 1 / 1 0 . 0 1 100.0 1
1 1 1 1 1· 1 1 1

Tab!. 3 - Pourcentages d 1 Ü~olement de Vibrio parahaemol:(ticus et de V.
alginolyticu~ d'après la littérature et nos resultats.

Nous partageons l'opinion de BARROW et MILLER (1972) selon
laquelle la dose infectieuse (du sérotype pathogène) doit proba­
blement être grande. Ces quatre années au cours desquelles nous
avons recherché Vibrio pa~~~aemolyt~ et y. alginolyticu! nous
n'avons pas eu connaissance de diarrh~e estivale dans notre pays.

L'halophilie modérée de ce micro-organisme en fait un germe
estuarien par excellence. Il est Bans aucun doute lfun des membres
de la flore normale des mers côtières. 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 1975,8 ; SAYLER
et al. 1976). Sa valence écologique doit être assez élevée puisqu'il
a été isolé de plancton d'eaux douces (SARKAR et al. 1983).

B - CONCLUSION

D'une façon générale, les vibrions ne sont pas des hates
normaux du tube digestif des animaux à sang chaud. Naturellement
présents et/ou rejetés dans les milieux extérieurs, ils semblent. en
particulier' V. parahaemolyticus. indépendants et insensibles à une
contamination fécale l'g~re ou-'importante puisqu'ils sont isolés des
zones conchylicoles aussi bien salubres qu'insalubres. KANEKO et
COLWELL (1915,b) n'avaient pas trouvé 48 corrélation avec les
colifor.es fécaux. Les exigences de leurs deux familles ne sont sans
doute pas compatibles.

Il ne semble pas que v. parah~emoly~!cus soit à llorigine
d'intoxications alimentaires dana notre pays, ni par llinterlllédiaire
des coquillages, ni par celui des poissons consommés légèrement
salés et fumés. Néanmoins, la vigilance doit être la règle, d1autant
que nous savons l'éliminer. le cas échéant.

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

Mota clefa : Vibrio parahaemolytic~s. Vibrio alginolyticus L coquil­
lages comestibles, hu!tres, moules, amandes, dénombre­
ment.. milieux de culture.
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Annexe

Composition des milieux utilisés, en g/l d'eau 4îstil1ée.

1. Diluant.

Tryptone.

NaCl

1

30

Ajuster le pH à 8,0 avec MaOH.

Autoclaver à 115°C pendant 20 mn.

2. Bouillon d'enrichissement.

n'après TYEDT et NOVELLI (1971)

Peptone 20

Extrait de levure 2

Amidon de blé 5

NaCI JO
Ajuster le pH il 8,0 avec NaOH.

Autoclaver à 115°C pendant 20 mn.

Au moment de l'emploi, ajouter quelques gouttes d'une solution

de pénicilline G de manière à avoir 5 UI.ml-1•

3. Gélose d'isolement.

Gélose T.C.B.S. (thiosulfate-citraee-.els biliaires-saccharose).

Suivre les instructions du fabricant, après avoir porté la

teneur en NaCl à 3 %.

;·.~c •

"

4. Gélose pour purification.

Peptone sans indole 20

Extrait de levure 2

NaCl 30

Gélose 15

Ajuster le pH à 8,0 avec NaOH.

Autoclaver à 11S*C pendant 20 mn.

"0 •• -.('...
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Pour l'information du Service des Contrôles relevant de notre
Institut, qui n'en effectuait pas la recherche systEmatique, il a été
deaumdé l notre laboratoire de mettre en évidence la présence éventuelle
des biotypes de vibrious halophiles décrits comme pouvant avoir une action
pathog~ne sur l'homme. Aucun syndr8œ diarrhéique n'a 't~ aipaHiA cette
époque, bien que les- dénoDbrementll effectués aient révélé des valeurs
élevées dans la majorité des échantillons de coquillages comestibles soumis
l l'analyse. .

ten years aga, the Ins titute 'II tkrvice des ContraIes" didn' t carry
out the ~Y8tematical research of V!~rio parahaemo.ll$ic:u8 and 'h" allinollti~!8". __.
For lts l.nformation, our labotatory vas raque.ten about the po••lble
pre.ence of the.e bacteria known for their pathological action on men.
Not any diarrhea vas mentionned at that tl_. 41though the numeratiou
vere high in the _jority of the samples of analysed shelb.
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II. VIBRI:ONS NON HALOPHILES

En 1972, lorsqu' une nouvelle pandémie de choléra se déclare en
Extrême-Orient et s'étend. en Afrique. le Service des Contrales de
l'I.S.T.P.M. demande à notre laboratoire d'effectuer la recherche et
l'identification des vibrions cholériques dans plusieurs espèces de
coquillages comestibles. Ces derniers proviennent, soit de nos
élevages, soit de l'importation : moules (Mytilus edulis et
M. galloprovincialis)L palourdes (Tapes ~ecussatus) et coques
(Cardium aduler. Ensuite. la presse se fait l"cho, en septembre
1974, d'un cas de choléra à Marseille. Mais il se révèle que
celui-ci trouve son origine sur place. La littérature signale la
présence du germe à nos portes : DE LORENZO et al. (1973) et BAYNE
et al. (1974) en Italie; FURNISS et DONOVAN (1974) en Angleterre
l'Identifient à partir de selles de personnes de retour des pays où
la maladie existe.

A - LES AGENTS PATBOGENES. REPARTITION

L'agent classique. historique. du choléra est le bacille
décrit en 1883 par R. KOCH. à gram négatif, non sporulé, incurvé.
isolé ou en chaînettes, très mobile et très aérophile. Il cultive
très rapidement dans les bouillons peptonés alcalins, peu ou pas
salés où il forme de l'indole en quelques heures. L'adjonction de
quelques gouttes d'acide sulfurique. la cultuie fait apparaltre une
coloration rouge violacée. La réaction du choléra-roth est positive.
Il attaque le glucose et le lactose de la gélose de Kligler sans
production de gaz ni d'H2S.

Actuellement, le vibrion du choléra semble être le Vibrio
cholerae biotype El Tor qui se différencie du précédent. par un
certaIn' nombre de caractères, dont la formation d'· acétolne.

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

Des V. cholerae sont isolé. par COLWELL et al. (1977) de la
bate de Chesapeake avec un nombre probable de. 3,3/1000. La
température joue un r61e critique pour leur recouvrement, mais leur
association avec les mollusques et les crustacés ne doit pas être

'considérée comme dramatique. Les auteurs ne notent pas de corréla­
tion avec les coliformes fécaux.

B - MATERIEL BT ~HOnE

Les techniques de broyage et de culture, ainsi que certalns
milieux utilisés sont voisins de ceux employés antérieurement. La
composition du bouillon d'enrichissement, lé9èrement différente, est
donnée en annexe.
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Date Produit Origine.

1973

septembre moules Espagne

moules Toulon parc

moules Toulon êpuration

moules Sète

1974

juillet moules Espagnè

moules La Bidassoa 1

moules Le Verdon

palourdes Thau·

moules Thau

tt'iOules Ouistreham!

coques Ouistreham

moules L10n sur'Mer

Tabl. 4 - Vibrions non halophiles des coquiUapa
comestibles ; pour tous le. lchantillons
il y a absence de vibrion. 01, et pr6sence
de vibrions non 01 (V. N. C.).O : zone insa­
lubre)
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C - RESULTATS ET DISCUSSION

Sur gélose nutritive et sous un éclairage oblique les colonies
des vibrions cholériques apparaissent verditres à rouge brique à
structure finement granulaire (FEELEY, 1962). De plus, elles sont
gélatinolytiques, ce qui peut aider à les reconnaltre (FINKELSTEIN
et GONEZ, 1963).

Aucun des coquillages soumis à notre analyse ne renferme de
vibrions qui, tout en possédant les caractères biochimiques
nécessaires pour itre identifiés à l'espèce Vibrio cho1erae, ne
s'immobilisent pas en masses en présence de l'anti-sérum 0 sous
groupe 1 de GARDNER et VENKATRAMAN (1935). Ce sont donc des vibrions
non cholériques (V.N.C.) ou des vibrions non aqglutinables (N.A.G.)
ou des Vibrio cholerae non 01, selon les dénominations habituelle­
ment empoy~es pour les désigner. Or dans une étude du complexe
antigénique 0 des vibrions.H.A.G., GALLUT (1963) avait démontré
qui ils se répartissaient en groupes si l'on utilisait des sérums
anti-Q préparés par injection aux lapins de cellules préalablement
chauffées à lOO·C pendant.2 heures. Si ces vibrions sont aggluti­
nables il faut reconna1tre la diversité extrime de leurs antigènes
somatiques puisque l'auteur dénombre 24 types pour 47 soucpes
étudiées.

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

Selon PANIKER et NAIR (1967), dans une étude sur la résistance
des vibrions pathogènes aux antibiotiques, ce sont les vibrions non
agqlomérant en sérum 01 qui sont les plus résistants. Le vibrion
cholérique classique es~ le plus sensible. Le vibrion El Tor est le
plus adapté à la survie dans les milieux extérieurs selon GOL'D et
~ (1973). Ceci expliquerait que la pandémie des années 70 lui soit
imputée.

DUTT 'et al. (1911) rapportent une épidémie de choléra en
Malaisie duÊt 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,cQmme 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 'yïbrio;;;;2arahae­
molyt1cus voisinent avec des V.N.C. Dans 18 cas sur 37, CHATTBRJEE
et al. (1970) mettent en évidence de 106 à 108 U.F.C. de vibrions/ml
de selles chez des malades hospitalisés à Calcutta en 1968. Les
souchea étudiées ne sont pas cholériques. D'après leurs réactions
biochimiques, elles se répartissent en deux grand. groupes. D'une
part. le. V. parahaemollticus halophiles, saccharose négatif (objets
de notre travail. ant rieur), non responsables de gastro-entérites
dans notre pays. D'autre part. des vibrions non halophiles qui se
divisent eux-mimes en saccharose positif et saccharose négatif. La
présence de ces qermesinhabituels et la diminution concomittante de
la flore habituellement présente dans les selles permettent d'impli­
quer un ra1e pathogène aux micro-organismes non halophiles. Il· faut
rappeler à cette occasion que. dan. leur étude de 1967,SAKAZAKI
et al. avaient différencié deux' biotypes parmi les vibrions H.A.G.
apres 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 chol'riques,
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 à ~tudier et à mettre
l'accent sur le rôle pathologique des V.N.C., il faut citer: DE.!.!
al. (1966). RANJ!T SEN (1970) qui cite une abondante littérature.
KAMAL (1971). EL GHOROURY (1971) et YOTAKA ZINNAKA (1971). Dans tous
les cas observés. le syndrôme est voisin de celui du choléra. L'é­
mission de liquide est moindre. La réhydratation joue un rôle
important dans la guérison. L'épisode concernant le patient est
moins long que 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) à deux souches
de référence. V. choleras et V. cholerae biotype lU Tor. 41 tests
morphologiques et physIàlogiques sont idéntiques à 100 %. Parmi les
18 autres caractères, plus de 80 %des souches agglutinables et non
agglutinables ont des réponses identiques à celles des souches de
référence. Il est normal que des organismes aussi voisins soient à
l'origine de symptômes presque identiques. Il faut donc accorder
beaucoup d'intérêt aux vibrions, même s'ils n'agglutinent pas en
sérum 01. Les souches que nous isolons auraient pu être à l'origine
de dérèglements intestinaux avec fuite cationique.

VANDEPITTE (1972), qui considère les vibrions N.A.G~ comme des
saprophytes aquatiques dont certains types peuvent coloniser llin­
testin humain, parfois avec un effet entéropathogène. pense que
ceux-ci doivent exister en Europe.

Les syndromes cholériques, ou pseudo-cholériques, peuvent être
imputables à d'autres Vibrio . ou à des micro-organismes. de genres
différents, parfois éloignes (Enterobacteriaceae). DEKEYSER et al.
(1972) isolent pour la premU;re fois un Vibrio fetus . dans une
atmosphère artificielle. à partir de fécesde pâtients victimes
d'entérite aiQuë. SACK e.t.~a!..:. cités pa.r VENDEPITTE (1972), après un
suivi minutieux de malades souffrant de pseudo-choléra à Calcutta
pendant la saison favorable au développement de la maladie en 1968,
mettent en évidence des colibacilles entérotoxiques appartenant à
des sérotypes qui n'avaient jamais été considérés comme entéropatho­
gènes auparavant; d'autres étaient non typables.

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

Ilot.. clefs : Vibrio c!'101erae...J: Vibrio cholerae biotype El Tor, dénom­
brement. milieux. techniques de culture, coquillages
comestibles, moules, palourdes, coques
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Bouillon d'enrichissement selon GENEVRAY et,BRUNEAU en g/1.

Peptone sans indole 20

Extrait de levure 2

MaCl 30

Ajuster le pH à 8,0 avec NaOH.

Autoclaver à 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
. . ~à 10-6 .succeSSl.ves Jusqu . . •

Incuber à 37°C pendant 3 h.

Repiquer 1 anse dans un autre tube de même milieu. Rechercher la

présence de l'indole dans le tube incubé. Une réaction positive (coloration

rouge avec le réactif nitrique nitreux) indique la présence des V. cholerae.

Isoler sur gélose T.C.B.S. non enrichie en NaCl.
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Pour l'information du service des Contraiea t qui n'en effectuait
pa. la recherche syat6matique, il a lit' demandf l notre laboratoire de
mettre en 'vi.den.ce la pr6.ence des vibrions non halophiles. Ce. isolements
effectu's n'ont pu abouti 1 l'identification de Vibrio chaleru, non plue
qu'a celle de son biotypcl El Tor. LeB' baetfrie. isolles .ont "non agslutinab1ea.
Bien que pouvant avoir une action pathogke 8ur l 'h01llllle t aucune dia:r:rh'.
8uapecte n'a lit' signalEe à cette 'poque.

Ten yeara ago the "Samee des Cco.tr81es" didn'~ carry out th.
aystematieal research of non ha10philic vihnoa. l'or ita information our
laboratory wu NClUfisted about tU!r '088ible pres_ce in a variet, of
edible .heUs. The identified bactena wena only N.A.G. ODe8. Although
th.ir po••ible pathologieal IilCtiOl'1 011 _1'1 not an" IIUpi.cliU8 dial'rhea vu
pointacl out &t that tl_.
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III. ADDENDUM

A. NORMES JAPONNAISES

En 1974, SAKAZAKI et al' e considérant que Vibrio ïarahaem01Y­
ticus a été reconnu comme un micro-organisme ent ropathog~n'e
susceptible de se trouver partout dans le milieu marin littoral et
pré-littoral. créent un comité de travail sous l'égide du Ministère
de la Santé et du Bien Etre du Japon pour établir les normes hygié­
niques 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, brimes, 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 à l'enquête.

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 0 dilué au 1/10 dana un
bouillon salé à la polymyxine les tuteurs effectuent des dilutions
décimales successives jusqu'à 10- • Pour chacune. 3 tubes d'enri­
chissement sont incubés à 35- C pendant 24 heures. Une anse de
culture de chaque tube est étalée sur une gélose TCBS. La quantité
de germes pour 100 9 d1échantillon est calculée à partir des
dilutions qui sont à l'origine de la croissance de colonies caracté­
ristiques de .V. -parahaemolY:ticu~ apparues à 35· C après 24 heures,

,Une étude préliminaire avait en effet démontré que, par cette
association de bouillon d'enrichissement et de gélose d'isolement.
99 % des colonies bleu-vertes avaient pu être identifiées l v.
parAhaemoly~ic,!!s et que la nécessité d'une identification biochimi­
que nl~hait plus utile.

,Les auteurs consid~rent qUI dans le poisson entier et dana la
chair. il devrait y avoir < 10 CFD/IOO q et sur le matériel < 10
CPU/bolte de 5 cm de diamètre aprèg application, Dans les coquilla­
ges 2i1s notent la présence de # 10 CFU/IOO 9 et dans les crevettes
< 10 CPU/IOO g.

B. AUTRES VIBRIONS PATHOGENES

JusqU'à la fin de nos recherches, le nombre des vibrions
pouvant avoir une action pathogène sur l'homme était li.mlté il 3 : V..
cholera., biotypes .çholer.ae etEl:ro.:rr..lî.~~œ.:~.t\1,i~-·
nolyticus. En 1982. HICKMAN et al. en receneen ! .titiê.: ......
vulnlf!cus r V, fluviali.,l... V. diiisela f V.o fletschnikovii ët
V.o hoillaae, en faisant abstractIon'de v. mimicü. con8id~ri comme un
v. cholera. atypique par le sous-comité 'de la taxonomie des
Vibrlonaceae (Anon. 1984). Ce sont donc 8 vibrions identifiés qui
peuvent être la cause de maladies humaines.
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