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INTRODUCTION



La famille des Vibrionaceae, créee en 1965, par Sebald et

veron, comprend les genres : Vibrio, Aeromonas, Photobacterium,

Plesiomonas. L'attention des bactériologistes avait longtemps ete

centree sur V. cholerae, du fait de son importance en pathologie
humaine, mais la connaissance des bactéries apparentees a evolue
rapidement depuis une dizaine d'annees, tant sur le plan de la
systematique, de 1'écologie que du pouvoir pathogene.

Les Vibrionaceae sont des bacteries des ecosystemes hydriques

(eau douce, eau salée). Ils peuvent étre isolés de l'eau, des
sediments, des poissons, coguillages ou autres animaux. Leur
développement est fonction de la temperature, de la salinite et de la
teneur en matiere organique. Les comportements apparaissent differents
selon les especes : ainsi une température superieure a 15° C sera
favorable a V. cholerae, V. fluvialis, A. hydrophila, ainsi qu'une

salinite faible (< 1,5 %), tandis que d'autres especes comme V.
parahaemolyticus, V. vulnificus, supporteront une teneur en NaCl plus
elevee (Seidler and Evans, 1984 ; Kaper et coll., 1981 ; Kelly, 1982 ;
Kaneko et Colwell, 1973).

V. parahaemolyticus persiste dans les sédiments, lorsque la

temperature de l'eau est inferieure a 14° C, et sa réapparition dans
la colonne d'eau est possible lorsque la température s'eleve (Kaneko
et Colwell, 1973). La colonisation d'éléments du zooplancton, en
1'occurence, de copépodes est realisee par certaines especes de
Vibrio, par adhesion au niveau de la zone orale et des oeufs (Sochard
et coll., 1979; Hug et coll., 1983). ’

Bien que V. cholerae ait longtemps eté considéere comme

bacterie strictement humaine, ou tout au moins ayant 1'homme comme
réservoir, certains auteurs ont montre recemment la presence de



V. cholerae dans des zones pratiquement indemnes de contamination

fecale (Colwell et coll., 1981). Ils en concluent que V. cholerae
serait un elément de la flore autochtone, au méme titre que les autres
espéces de Vibrio. Il s'agit 13 d'un point important pour
1'epidemiologie du cholera.

Certaines especes luminescentes, V. fischeri, P. phosphoreum

et P. leiognathi ont eté isolés des organes lumineux de poissons.

En ce qui concerne le pouvoir pathogene, on peut distinguer
deux axes : la pathogénicité animale et la pathogenicité humaine.
Cette derniére sera développee dans le chapitre "Etude du pouvoir
pathogene chez 1'homme". Elle est essentiellement representée par des
gastro-entérites et des surinfections. La pathogenicité animale liee
aux Vibrionaceae se rencontre notamment chez les poissons, salmonidés

(A. salmonicida), anguilles, poissons marins (V. anguillarum, V.

ordalii, V. damsela), et les mollusques (V. tubiashii).

Etat actuel de la taxonomie des Vibrionaceae :

L'evolution enregistrée ces dernieres années dans le domaine
de la taxonomie bactérienne est sans aucun doute liee a l'emploi de
nouvelles techniques permettant la comparaison des matériels
genetiques par hybridation d'ADN, d'ARN. Ces techniques sont le plus
souvent associees a 1l'etude plus classique des caractéres
phenotypiques.

D'apres la derniere edition (1984), du Bergey's Manual of

Systematic Bacteriology, les caractéres generaux des Vibrionaceae sont

les suivants : bacilles droits ou en "virgule"”, a Gram négatif,
mobiles par ciliature polaire (en milieu liquide), pouvant developper
des flagelles péritriches sur milieu gelosé. Il n'y a pas formation
d'endospore. La plupart des especes sont oxydase positive. Ce sont des
bactéries chimio-organotrophes, anaérobies facultatives, i metabolisme
fermentatif. Il n'y a pas de denitrification. Toutes utilisent le D.
glucose comme seule source de carbone et d'énergie, et la plupart
utilise 1'ammonium comme source d'azote.



La composition en bases (guanine et cytosine) de 1'ADN varie

de 38 a 63 mol%. De nombreuses especes exigent une concentration en

NaCl de 2 a 3 %, ou de 1'eau de mer, pour une croissance optimale.

Quatre genres composent cette famille

genre Vibrio

"  Photobacterium

" Aeromonas

Plesiomonas .

Les caracteres differentiels de ces quatre genres sont

indiques au tableau I.

Tableau I : caracteres différentiels au sein des Vibrionaceae

(d'apres le Bergey's Manual, 1984).

Characterisucs

Vibrio

Phoco-
bacternnum  Aeromonas

Plesiomonas

Sheathed polar fla-

getla

+

Accumulation of poly-
3-bydroxybutyr-
ate counled with
the inability to
utilize 3-hydroxy-
butyrate

Na* is required for
growth or stimu-
taces growth

Production of:
Lipase

Utilizacion of:
D-Mannitol

Mol% G + C of DNA

(+1°

(+F
38-51

D

40-44

+

(+]
57-63

51

¢ Symools: +, all positive; {+], most posicive; —, all negative: D, some
species positive, some species negative.
* V. nerews, V. anguilarum biovar [I, and V. coscicola are negative for

this Traic.

V. nereis. V. anguillarum biovar II, and V. marinus are negative for

this traic.

. s - — el Ly



1) Le genre Vibrio comprend le plus grand nonbre d'especes
décrites : 20 sont répertoriées dans le Bergey's Manual,(1984),et 9
especes ont ete decrites depuis :

— V. cholerae - V. metschnikovii
- V. harveyi - V. campbellii

- V. parahaemolyticus - V. alginolyticus
- V. natriegens - V. vulnificus

- V. nereis - V. fluvialis I
- V. splendidus I -V, fluvialis II
- V. splendidus II - V. pelagius 1

- V. nigripulchritudo - V. pelagius II
- V. anguillarum I - V. fischeri

- V. anguillarum II - V. logei

- V. proteolyticus - V. gazogenes

- V. marinus - V. costicola

Les caracteres différentiels de ces espéces sont reportés
dans le tableau I.C (annexe 3).

— V. damsela (Love et coll., 1981)

- V. mimicus (Davis et coll., 1981)

- V. ordalii (Schiewe et coll., 1981)

- V. hollisae (Hickman et coll., 1982)

- V. diazotrophicus (Guerinot et coll., 1982)
- V. aestuarianus (Tison et Seidler, 1983)‘
- V. orientalis (Yang et coll., 1983)

- V. furissii (Brenner et coll., 1983)

- V. tubiashii (Hada et coll., 1984)

2) Le genre Photobacterium regroupe 3 especes :

- P. phosphoreum

- P. leiognathi
-~ P. angustum

dont les caractéres sont reportes dans le tableau II.C (annexe 3).



La luminescence n'est pas un caractere differentiel vis-a-vis
des autres genres, puisque seuls P. phosphoreum et P. leiognathi en
sont capables, et que certaines souches de V. cholerae, V. harveyi, V.
splendidus I, V fischeri et V. logei présentent ce caractere.

3) Le genre Aeromonas a fait l'objet de nombreuses etudes
taxonomiques. La classification retenue dans le Bergey's Manual est la
suivante : on distingue d'une part les especes mobiles :

~ A. hydrophila

- A. caviae

- A. sobria

et d'autre part, A. salmonicida, immobile, composee de 3

sous-especes :

- A. salmonicida subsp. salmonicida
- " " " achromogenes

-" " " masoucida

Les caracteres de ces 4 especes sont mentionnes dans le
tableau III.C (annexe 3).

Une nouvelle espece a été decrite par Allen et coll. (1983),
a laquelle ils ont donné le nom de A. media, et qui est immobile.

4) Le genre Plesiomonas ne compte qu'une espece, Pl.
shigelloides (tableau III.C, annexe 3).

Enfin, des auteurs sovietiques ont propose récemment la
création d'un genre supplementaire, Allomonas, avec description d'une
espéce, A. enterica (Kalina et coll., 1984).

A noter que le genre Beneckea a eté supprime en 1980 (Baumann
et coll.).



L'evolution recente des connaissances concernant cette
famille bacterienne nous a amené a etudier de maniere attentive les
souches de Vibrionaceae isolées d'eau, de sediments et de moules dans

le cadre de campagnes d'etude de differentes zones littorales en
Bretagne.

Dans un premier temps, nous evaluerons l'hétérogénéite de
cette flore, grace a une etude phénotypique regroupant 43 caractéres
de croissance et biochimiques. La classification numérique realisee a
partir de ces données nous permettra egalement de juger la valeur des

resultats obtenus par une micro-méthode d'identification.

Dans un deuxieme temps, la recherche d'un eventuel pouvoir
pathogene pour 1'homme sera entreprise, a l'aide de tests in vitro et
chez 1'animal.



ETUDE PHENOTYPIQUE



I. SOUCHES ETUDIEES

1. Origine geographique

Nous avons etudié 117 souches bactériennes isolées de differents
sites du littoral breton. I1 s'agit de la rade de Brest (76 souches),
de la baie de Saint-Brieuc (35 souches) et de l'estuaire externe de la
Vilaine (6 souches).

a) La rade de Brest

La zone étudieée est limitées par 1'embouchure de 1'Elorn,
la plage et le port de plaisance du Moulin Blanc, la zone industrielle
portuaire (ZIP), la passe Est du port de commerce et enfin, la
presqu'ile de Plougastel (carte 1). '

Des prelevements d'eaux de mer et de sédiments ont eté
effectues dans le cadre de "l'etude de la capacité d'acceptation du

milieu marin", campagnes de juin 1980 et mars 1983 (CNEXO Brest).

Le détail des souches isolées, leur point de prélévement,
la date et la nature du prelevement figure dans le tableau II.

b) La baie de Saint-Brieuc

35 souches proviennent de prélevements d'eau de mer et de
moules effectues en baie de Saint-Brieuc, en 1981 et 1982
(tableau III) (L. BUNETEL, DEA microbiologie, 1982) dans le cadre de
1'étude d'impact sur 1l'environnement de 1l'extension du port du Léegue
(CNEXO, Brest).

c) L'estuaire externe de la Vilaine

Enfin, 6 souches proviennent d'échantillons de moules de
bouchots de la baie de Quiberon-Vilaine préleves durant l'eté 1982
(tableau 1IV).
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2. Techniques de prelevement et d'isolement

a) Les prelevements d'eau

Ils sont realisés a l'aide de bouteilles steériles d'une
capacité de 1 litre. Les echantillons sont acheminés au laboratoire en
glaciere (4 a 6° C), dans les 3 heures qui suivent.

C'est la méthode de filtration sur membrane qui a ete
retenue pour le denonbrement et 1'isolement des bacteries. Nous avons
donc utilisé des rampes de filtration Millipore X &quipées de
filtres cellulosiques de diametre de pore 0,22 um. Les volumes d'eau
filtres variaient de 0,1 a 100 ml en fonction de la charge bactérienne
prévisible. Aprés filtration, la membrane est déposée 3 la surface
d'un milieu gélose coulé en boite de Pétri. Les milieux sur lesquels
les souches de cette etude ont eté isolés sont les suivants :

- milieu trypticase-soja ('ID)

- milieu trypticase-soja sale a 4 % (eau de mer) (TS)
- milieu de Drigalski (DD)

- milieu de Drigalski sale a 4 % (DS)

- milieu de Drigalski incube a 42° C (D42)

- milieu thiosulfate, citrate, bile, saccharose (TCES)
- milieu de Chapman (Chap)

- milieu de Drigalski a 1l'ampicilline (5 mg/1) (DA).

Les formules detaillées de ces milieux de culture sont
indiquées a 1l'annexe n° 2.

Selon les milieux, 1l'incubation est de :
- 3 jours a 25° C : TS, DS, Chap, TCBS

— 48 heures 3 37° C : T, DD, DA
- 24 heures a 42° C : D42
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A partir de chaque filtre, 5 colonies prises au hasard
sont repiquees sur gelose trypticase-soja salée ou non, selon le
milieu d'origine.

b) Prelevements de sediments

Ils sont effectués par carottage. L'ensemencement sur
gelose est realisé "au rateau", apres dilution en eau a 0,9 % NaCl.

c) Prelévements de coquillages

I1 s'agit essentiellement de moules. 25 grammes de broyat
de chair et eau intervalvaire sont ensemencés dans 75 ml de bouillon
d'enrichissement (eau peptonée salée, EPS et/ou bouillon glucose au
teepol, GSTB : la composition est indiquee a 1'annexe 2. Apres 7
heures d'incubation a 37° C, une anse de platine de la culture est
repiquee sur milieu TCBS. Les boites sont incubees 24 heures a 37° C,
et 5 a 10 colonies saccharose (-) sont repiquees sur gelose
trypticase-soja a 4 % NaCl (Dupray et Cormier, 1983).

3. Souches de reférence

Nous avons inclus dans notre etude phénotypique, 1O souches de
differentes especes de Vibrio et Aeromonas. Elles proviennent, d'une
" part de la Collection de 1'Institut Pasteur (Paris), d'autre part du
Département de Microbiologie de 1'Universite de Maryland, USA (Prof.
R.R. COLWELL).

R.R. COLWELL : V. mimicus ATCC 33653 (n° 120)
V. fluvialis I 2386 (n® 121)
V. anquillarum I ATCC 19264 (n° 122)
V. vulnificus ATCC 27562 (n° 123)
V. alginolyticus (n° 124)
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CIP : V. anguillarum 408 (n° 125)
V. parahaemolyticus 7063 (n° 126)
V. anguillarum 5336 (n° 127)
A. hydrophila 5749 (n° 128)

V. parahaemolyticus 7330 (n° 129)

Toutes les souches sont conservées sur gelose en
pente trypticase-soja, ainsi que sous forme lyophylisée ou en bouillon

glycerolé congele.
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TABLEAU IV : Origine des souches etudiees

VILAINE

! | [ | |
| N° | Point de | Milieu | Date | Origine
I | prelevement % d'isolement =

67 2 ] TCBS 7/1982 | Moules
| 68 | 1 | TCBS | " | "
| 69 | 1 | TCBS | " | "
| 70 | 4 | TCES " | "
| 71 | 1 | TCBS " [ "
} 72 I 2 I TCBS " } "
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I1. IDENTTFICATION PRESOMPTIVE

Toutes nos souches présentent certains caracteres commns, disons
d'orientation diagnostique. Ce sont des bacilles a Gram
negatif ,aerobies-anaerobies facultatifs, presentant une reaction
d'oxydase positive, et mobiles. Ces caracteres de base nous ont fait

placer ces souches dans la famille des Vibrionaceae (Bergey's Manual

of systematic bacteriology, 1984).
Nous avons ensuite utilise une micro-méthode d'identification
biochimique : galeries API 20E (API System,La Balme-Les Grottes,

France), pour l'identification présumptive des souches isolées.

1. Principe et methodologie du systeme API 20E :

Il s'agit de la miniaturisation d'une galerie classique

d'identification des Enterobacteriaceae et autres bacilles Gram

negatif. La galerie API 20E est constituee de 20 microtubes contenant
des substrats deshydratés dissous lors de 1'addition d'une suspension
bacterienne. Les métabolites produits sont mis en evidence par des
reactions colorees, ou par addition de reactifs, apres 24 heures
d'incubation a 37° C.

Les tests biochimiques présents sur les gammes API 20E sont les

suivants :

hydrolyse de 1'ortho¥nitrophenyl—p—D—galacto—pyranoside
(ONEG)

hydrolyse de 1'arginine (ADH)

decarboxylation de la lysine (ILDC)

- " de 1'ornithine (ODC)

utilisation du citrate de sodium (Simmons)

— production d'HZS

- préesence d'une urease

- présence d'une tryptophane-desaminase (TDA)
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-~ production d'indole
- production d'acétoine : réaction de Voges-Proskatier (VP)
- liquefaction de la geélatine
- fermentation de différents sucres :
. glucose
. mannitol
. inositol
. sorbitol
. rhamnose
. saccharose
. melibiose
. amygdaline
. L + arabinose
- reduction des nitrates.

- . - .‘ -
L'ensemencement des galeries a ete realise selon le protocole
suivant :

A partir d'une colonie d'une culture pure sur gelose
trypticase-soja, on prépare une suspension en eau salee de 8,5 g/1 de
NaCl. Nous avons employe ce type de diluant plutot que 1'eau distillee
recommandee par le fabricant, car il était probable que certaines
souches seraient halophiles strictes, donc necessitant NaCl pour leur
croissance.

La suspension bactérienne est repartie dans les cupules selon
les instructions du fabricant. L'incubation a lieu pendant :

. 24 heures a 37° pour les souches provenant d'un milieu
"doux" : TD, DD, DA,

. 48 heures a 25° C pour les souches isolées sur un milieu
"sale" : TS, DS, TCBS, Chapman.
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Les resultats (+ ou -) obtenus peuvent etre codes numeriquement
en profil de 7 chiffres selon le principe suivant : on attribue aux
tests positifs une valeur de 1, 2, ou 4 :

ONPG | ADH | c |
oc | cit | H,S |
Ure | ™A | Ind |
VP | (1) Gel | (2) Glu | (4)
Man | Ino | Sor |
Rha | Sac | Mel |
Any | Ara | ox |

et au tests négatifs, la valeur O. Pour chaque ligne du tableau
ci-dessus, on obtient un chiffre compris entre 0 et 7, somme des codes
de chaque test. Le profil numérique obtenu est alors compare a la
liste des taxons qui constitue la base de donnees API etablie apres
etude de nombreuses souches de collection et "sauvages".

I1 faut noter que la réaction d'oxydase est prise en compte
dans le profil numerique mais que la reaction de reduction des
nitrates ne l'est pas.

2. Resultats

Le detail des résultats figure dans le tableau IA (annexe 1).
N'y sont pas reportés les tests pour lesquels toutes les souches
donnent un resultat négatif : production d'H,S et présence d'une
tryptophane désaminase (TDA), ainsi que les tests de fermentation du
glucose et du mannitoi, positifs pour 1'ensenble des souches.

L'identification numérique repose sur le calcul de la frequence
d'apparition du profil de la bacterie etudiee dans chacun des taxons
de la base de données.
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Identification des souches etudles

d'apres le catalogue analytique API 20E.

1 | , | ! 3 |
n® Souche | Profil numerique API Identification d'identification
1 4 147 124 V. alginolyticus/V. cholerae 67,1/32,6
2 | 4 147 124 |V. alginolyticus/V. cholerae 67,1/32,6 |
3 | 4 147 124 V. alginolyticus/V. cholerae| 67,1/32,6
4 0 044 124 P. multocida 94,8
5 4 357 125 | Pas d'identification -
| 6 | 4 147 125 |V. alginolyticus/V. cholerae 66,7/32,4
| 7 | 4 145 124 V. alginolyticus | 91,5 |
| 8 | 4 147 127 Pas d'identification | - |
| °] | 4 047 124 |V. alginolyticus | 96,3
| 10 | 4 147 124 |V. alginolyticus/V. cholerae| 67,1/32,6
[ 11 | 4 147 124 |V. alginolyticus/V. cholerae| 67,1/32,6
| 12 | 3 247 526 |A. hydrophila | 99,9
| 13 | 4 147 125 |[V. alginolyticus/V. cholerae| 66,7/32,4
| 14 | 4 047 124 V. alginolyticus | 96,3
| 15 | 4 357 124 |V. alginolyticus | 92 |
| 16 | 4 347 125 |[V. alginolyticus/V. cholerae| 64,7/34,2 |
| 17 | 4 147 124 V. alginolyticus/V. cholerae 67,1/32,6 |
| 18 | 4 147 124 V. alginolyticus/V. cholerae 67,1/32,6 |
| 19 | 4 046 124 V. alginolyticus 99,2 |
| 20 | 4 146 124 |v. alginolyticus 91,7 |
| 21 | 4 147 124 |[V. alginolyticus/V. cholerae| 67,1/32,6 |
| 22 | 4 147 124 |V. alginolyticus/V. cholerae| 67,1/32,6 [
| 23 | 4 147 324 Pas d'identification - |
24 | 4 147 124 V. alginolyticus/V. cholerae 67,1/32,6 I
25 | 4 046 324 Pas d'identification - |
26 | 4 344 124 |V. alginolyticus 97,7 |
27 | 4 144 124 |V. alginolyticus 97,8 |
28 4 145 125 V. alginolyticus 911 |
29 4 145 125 V. alginolyticus 91,1 |
| 30 4 344 124 V. alginolyticus 97.7 |
31 4 147 125 V. alginolyticus/V. cholerae 66,7/32,4
32 4 047 124 V. alginolyticus 96,3
| 33 | 4 346 106 V. parahaemolyticus 99,9
| 34 | 4 147 124 |V. alginolyticus/V. cholerae 67,1/32,6
35 4 145 124 |V. alginolyticus 91,5
36 4 145 124 V. alginolyticus 91,5
37 | 4 144 164 Pas d'identification | - |
38 | 3 047 126 |A. hydrophila 99,9 |
I 39 | 1 044 127 | Pas d'identification -
| 40 | 3 044 126 |A. hydrophila | 99,7
41 [ 3 045 506 | Pas d'identification R |
42 | 3 044 127 |A. hydrophila 99,9 |
43 | 3 047 526 |A. hydrophila 99.9
44 | 3 044 127 |A. hydrophila 99,9
45 | 3 044 127 |A. hydrophila 99.9
46 | 3 047 526 |A. hydrophila | 99.9
| 47 | 3 047 127 [A. hydrophila | 99,9
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T I 1B I %
{ n° Souche ! Profil numérique API i Identification , D'identification |
| | I |
| 49 | 3 045 126 |A. hydrophila | 99,9
I 50 I 3 044 726 | Pas d'identification | -
| 51 [ 3 045 527 | Pas d'identification | -
| 52 | 3 047 526 |A. hydrophila | 99,9
| 53 | 3 045 127 |A. hydrophila | 99.9
[ 54 | 2 047 524 [ Pas d'identification | -
| 55 | 3 046 524 |A. hydrophila | 99,9
| 56 | 4 146 125 V. alginolyticus | 90,5
| 57 l 3 047 527 |A. hydrophila 99,9
| 58 [ 3 047 526 A. hydrophila 99,9
| 59 | 4 146 125 V. alginolyticus 90.5
l 60 | 4 144 124 |v. alginolyticus 97.8
61 l 4 146 124 V. alginolyticus | 91,7
62 4 045 125 Pas d'identification -
63 4 144 124 V. alginolyticus 97,8
64 4 144 124 V. alginolyticus | 97,8
65 4 144 124 V. alginolyticus - | 97,8
66 4 144 125 V. alginolyticus | 96,9
67 4 145 105 V. parahaemolyticus |
68 4 345 105 V. parahaemolyticus | 97,0
69 4 347 105 |V. parahaemolyticus I
| 70 | 4 145 104 V. parahaemolyticus | 93,1
| 71 | 4 147 105 V. parahaemolyticus | 856
| 72 4 146 106 |V. parahaemolyticus | 99’9
| 73 4 145 124 V. alginolyticus | 91,5
74 4 146 124 V. alginolyticus | 91,7
75 4 147 324 Pas d'identification | - I
76 3 044 126 A. hydrophila | 99,7 |
77 3 047 526 A. hydrophila | 999
78 3 047 526 A. hydrophila | 999
79 3 047 134 A. hydrophila | 999
[ 80 | 1 046 124 V. cholerae/A. hydrophila | 49,9/44,9
| 81 | 4 145 124 V. alginolyticus | 91,5 I
82 | 3 047 524 A. hydrophila | 99'9 |
83 | 3 045 524 Pas d'identification | - |
84 | 3 046 124 A. hydrophila | 99,9 |
85 l 3 007 524 Pas d'identification | -
| 86 I 3 044 127 A. hydrophila | 99,9
87 | 3 046 127 |A. hydrophila | 99,9
88 | 3 047 526 |A. hydrophila | 99’9
| 89 | 3 045 524 | Pas d'identification | -
90 | 3 046 526 A. hydrophila | 99,9
91 | 3 045 526 Pas d'identification -
92 | 1 047 524 Pas d'identification -
93 | 3 047 124 A. hydrophila 99,9
94 | 3 047 526 A. hydrophila 99'9
95 | 3 047 126 A. hydrophila 99,9
96 | 5 045 127 Pas d'identification -
97 | 4 147 124 |V. alginolyticus/V. cholerae 67,1/32,6
98 | 4 147 124 |V. alginolyticus/V. cholerae 67,1/32,6
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| | | %
| n° Souche Profil numerique API | Identification D'identification |
99 4 147 124 V. alginolyticus/V. cholerae 67,1/32,6

100 4 147 124 V. alginolyticus/V. cholerae 67,1/32.6

101 3 047 524 A, hydrophila 99,9

102 4 146 124 V. alginolyticus 91,7

103 3 046 127 A. hydrophila 99,9

104 | 4 146 124 |v. alginolyticus 91,7

105 4 147 124 V. alginolyticus/V. cholerae| 67,1/32,6 |

106 4 345 124 V. alginolyticus | 90,9 |

107 | 4 145 125 |V. alginolyticus | 91.1 |

108 | 4 144 125 |[v. alginolyticus | 96,9 [

109 | 4 347 125 |v. alginolyticus/V. cholerae| 64,7/34,2 |

110 | 3 046 127 |A. hydrophila | 99,9 |

111 | 4 147 124 |V. alginolyticus/V. cholerae] 67,1/32,6 |
| 112 | 4 146 124 V. alginolyticus | 91,7 |
| 113 | 0 044 524 |P. multocida | 99,8 [
| 115 | 0 044 524 |P. multocida | 99,8 |
| 116 | 0 044 524 |P. multocida 99,8 |

117 | 0 044 524 |P. multocida 99,8 |

118 [ 0 044 124 |P. miltocida 94,8 |
| 119 | 1 044 124 [P. miltocida 92,4 |

120 [ 5 146 104 |V. cholerae 81,2 |

121 | 3 046 126 |A. hydrophila 999 |
| 122 | 3 047 525 |A. hydrophila 99,9 |

123 5 146 105 V. vulnificus 96,4 [

124 4 047 124 V. alginolyticus | 96.3 |

125 | 3 247 527 |A. hydrophila | 99,9 |
| 126 | 4 346 104 |V. parahaemolyticus | 97,7 |
| 127 3 247 525 |A. hydrophila | 99.9 |
| 128 3 246 126 |A. hydrophila | 99.9 |
= 129 4 146 106 |V. parahaemolyticus ’ 99,9 }
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Trois cas peuvent se presenter, lors de 1'interprétation :

- si le pourcentage d'identification est superieur ou egal a 80,
1'identification est faite au taxon,

- si le pourcentage d'identification est inférieur a 80, on
somme les pourcentages d'identification des 2 ou 3 premiers taxons. Si
cette somme est superieure ou egale a 80 %, 3 eventualités sont
possibles :

. 1'identification se fait au stade de 1'espece,

. 1'identification se fait au stade du genre,

. la discrimination est insuffisante entre 2 ou 3 especes ou
genres, et des caractéres complémentaires sont proposés pour leur
differenciation.

- si la somme des pourcentages d'identification est inferieure a
80, 1'identification n'est pas acceptee.

L'examen des profils biochimiques obtenus donne les resultats
suivants, d'apres le catalogue analytique API 20E : tableau V.

Au total, sur 117 souches, 60 appartiendraient au genre Vibrio,
31 au genre Aeromonas, 7 au genre Pasteurella et 19 sont
d'identification incertaine (tableau VI).

I Nombre de | nombre
| Identification souches | de profils
l
|
| - vibrio alginolyticus 31 11
| - Vibrio parahaemolyticus 7 7
| - Aeromonas hydrophila | 31 15
| - Pasteurella miltocida | 7 3
I l
— discrimination insuffisante | |
entre : | |
V. cholerae et | 29 [ 3 |
V. alginolyticus | I |
| | |
V. cholerae et | 1 | 1 |
A. hydrophila ! | |
l |
- pas d'identification | 18 | 17 |
| | |

Tableau VI : Récapitulatif des identifications
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Les caracteres complementaires permettant la discrimination entre
V. cholerae, V. alginolyticus et A. hydrophila, sont, toujours d'apres
le catalogue API :

. |

Serologie NaC1 6,5% RM 07129 |

1 |

| V. cholerae + 0% 95 ¢ s |

| V. alginolyticus - 99 % 0% s |

| A. hydrophila | - R I
|

Aucune des souches de discrimination insuffisante entre

V. cholerae et V. alginolyticus n'est agglutinable par le serum

polyvalent anti—Ol .

En ce qui concerne 1l'identification des souches de réference que

nous avons incluses dans notre etude, on remarque que :

- V. mimicus est assimilé a V. cholerae,
- V. fluvialis et V. anguillarum sont assimilés a A. hydrophila,

~ V. vulnificus, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus et A.

hydrophila sont correctement identifies.

On note que seules 3 souches ont un code identique a celui de V.
alginolyticus (n° 124) de réference, et 1 souche le méme que V.
parahaemolyticus CIP 7330 (n° 129).

3. Discussion

Bien qu'il s'agisse d'un systeme d'identification adapté plus
particulierement a 1l'étude des Enterobacteriaceae, les galeries API

20E fournissent une cle d'identification de quelques especes

appartenant a la famille des Vibrionaceae (V. cholerae, V.

alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. vulnificus, A. hydrophila, P.
shigelloides).
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Sur 117 souches etudiées, 76, soit 65 % sont assimilables a une
espece bactérienne, alors que 23, soit 19,66 %, sont d'identification
incertaine, et 18 (15,4 %) ne correspondent a aucun profil de la liste
API des taxons possibles.

L'identification des P. miltocida ne prend pas en compte l'etude

de la mobilite, qui d'apres le Bergey's Manual (1984) est négative
pour le genre Pasteurella. Or, toutes nos souches sont mobiles, et

nous rejetons donc cette identification. Les 7 souches concernées sont
considerees non identifiées.

L'emploi de galeries API 20E pour l'identification de bacteries
heterotrophes marines est juge satisfaisant par Gauthier et Clement
(1978), tout au moins en utilisant un milieu de salinité moyenne
(1,4 %) et de pH neutre. Cependant, seules 3 souches de Vibrionaceae

ont eté testées dans cette etude. Les conditions d'utilisation sont
assez proches des notres, puisque notre inoculum était réalise en eau
salee a 0,9 %. Les caracteres les plus discordants par rapport a une
methode classique sont, d'apres ces auteurs (pour les Vibrio), 1'ODC
et la fermentation du mannitol.

Dans une autre etude consacrée a l'influence de la composition du
milieu utilisé sur les réactions biochimiques en galerie API 20E, Mac
Donnell et coll. (1982) recommandent un milieu sale a 2 % (eau de

mer), pour l'identification de bacteries marines.

Il semblerait que cette concentration ionique soit optimale pour
1'activité enzymatique des bactéries testées, appartenant a la famille
des Vibrionaceae et des Pseudomonadaceae. Toutefois, certaines

espéces, comme V. cholerae et A. hydrophila, ne sont pas influencées

par la composition en sels du milieu d'ensemencement, dans
l'expression de leurs caracteres biochimiques. Ce sont surtout
Photobacterium phosphoreum et Allomonas qui nécessitent une

concentration en sels superieure a 0,85 %.
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Maugeri et coll. (1983) modifient également le milieu
d'ensemencement de fagon a obtenir une salinite de 2 a 3 %, pour
1'identification de V. anguillarum. Comme ces auteurs, nous constatons

que les souches de reféerence V. anguillarum que nous avons etudiées
sont identifiées comme A. hydrophila par le code API. Maugeri et coll.

préconisent de ce fait, 1'étude préliminaire de la mobilité et de la

sensibilite au compose vibriostatique 0/129.

Le probleme de la validité de l'identification des bacteries
d'origine marine par le systéme API 20E a eté evoque par de nonbreux
auteurs. Ainsi, Seidler et coll. (1980) ont montre la similitude des
profils biochimiques de Aeromonas et des Vibrios du groupe F (V.
fluvialis), ce qui est confirmé dans notre etude. Ils recommandent
1'étude du besoin en NaCl comme test de différenciation.

Une etude sur V. damsela constate que les profils numériques

obtenus en API 20E donnent une identification "Pseudomonas sp du

groupe fluorescent" (Clarridge et Zighelboim-Daum, 1985).

David et Sizemore (198l) rapportent egalement le cas de bactéries
identifiees comme A. hydrophila en API 20E, mais ayant une composition

du DNA en guanine et cytosine (G + C %) comprise entre 40 et 49 mol %
(le genre Aeromonas est caractérisé par un G + C % de 57 a 63
(Bergey's Manual)).

I1 semble donc necessaire de confirmer l‘'identification
presomptive par des tests complémentaires, tels que la sensibilité au
0/129, 1l'halophilie, 1l'auxanogramme des sources de carbone (West and
Colwell, 1984).

Si l'on se referre au Bergey's Manual, on s'apercoit que

1l'éventualite d'appartenance de nos souches au genre Photobacterium

est eliminée, du fait de la fermentation du mannitol par toutes nos
souches. Il en est de méme pour le genre Plesiomonas regroupant des
bacteries qui possedent une arginine-dehydrolase, ainsi qu'une lysine
et ornithine decarboxylases, ce qui est le cas d'aucune de nos
souches.
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La derniere edition (7/1985) du catalogue analytique API 20E

apporte un certain

nombre de modifications dans les profils

numeriques, par rapport a l'edition que nous avons utilisee. Dix

especes de Vibrionaceae, contre 6 auparavant, sont répertoriees :

A. hydrophila

A. salmonicida

Pl. shigelloides

V. alginolyticus

V. cholerae

fluvialis

metschnikovii

mimicus

parahaemolyticus

< |2 L ]< |

vulnificus

D'apres ce nouveau catalogue analytique, 23 de nos souches

voient leur identification modifiee :

I

n° souches Ancienne identification| nouvelle identifi’caﬁion
53, 82, 101 | A. hydrophila | Pas d'identification
Discrimination insuffisante
87, 103, 110 | " " | entre A. hydrophila et
V. fluvialis
40, 42, 44, 45,
76, 86, 90 [ " " V. fluvialis

67, 68, 69, 71 |

V. parahaemolyticus

Pas d'identification

15, 28, 29, 107| V. alginolyticus | " " I
119 P. multocida Discrimination insuffisante
entre P. miltocida et V.
fluvialis
39 | V. fluvialis

Pas d'identification
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Les souches de réeférence, V. mimicus et V. fluvialis sont

correctement identifiees. Les 3 V. anguillarum sont identifiees comme

A. hydrophila. Tandis que A. hydrophila n'est identifie que jusqu'au

stade d'une discrimation insuffisante entre V. fluvialis et A.

hydrophila.

Ces modifications sont certainement dues au mode de calcul
statistique employée pour la détermination des especes, ainsi qu'a
1'hetérogenéité des souches intégrees dans la banque de données. Il
faut egalement noter qu'un seuil de 80 % d'homologie est applique pour
qu'un profil fiqure dans le catalogue analytique comme identification .
recevable. |

Les tables permettant la discrimination entre A. hydrophila et V.
fluvialis d'une part, et P. miltocida et V. fluvialis d'autre part sont
les suivantes :

| [ croissance | [
[ flagelles ad2°c¢C | 0/129
I |
A. hydrophila [ 1 polaire \' | R
V. fluvialis | lateraux + | S
| |
D-xylose mobilite
P. multocida + - | 0
V. fluvialis - | 50 %

Nous discuterons de ces modifications ulterieurement, lors de la
classification numerique.

4. Conclusion

L'utilisation d'une micromethode pour 1'identification de souches
de la famille des Vibrionaceae etait pour nous seduisante. En effet,
les avantages sont évidents, en gain de temps et de manipulations. Le

choix du milieu d'ensemencement etait delicat car nous ne connaissions

ni 1'halophilie probable, ni 1l'halotolérance de nos souches. C'est
pourquoi nous avons utiliseé une salinité de 0,85 % intermédiaire. Les
identifications obtenues grace au code API ne sont considéerées que
comme presomptives au vu des réserves emises dans la littérature et du
nombre restreint de taxons identifiables.
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Une erreur flagrante est celle des souches identifiées comme P.
multocida, mais mobiles, et que nous considererons comme "non
identifiees".

Nous avons donc voulu confirmer ce diagnostic par des tests
phenotypiques complémentaires :

sensibilite au 0/129,
halophilie et halotolérance,

croissance a différentes temperatures,

auxanogramme,

qui seront détaillés dans les chapitres suivants.

ITI. ETUWDE DE LA CROISSANCE A DIFFERENTES TEMPERATURES

L'etude de la croissance a différentes temperatures est un test
classique des etudes phénotypiques bactériennes. A coteée de
1l'observation d'une culture a des temperatures "extremes", on peut
determiner la temperature optimale de croissance. Différentes classes
ont eté ainsi definies (d'apreés Véron, 1982) :

- bacteries cryophiles : optimum inférieur a 5° C

- bactéries psychrophiles : optimum inférieur a 20° C

- bactéries mesophiles : optimum compris entre 25° et 45° C
- bacteries thermophiles : optimum supérieur a 45° C.

Les techniques les plus couramment utilisées pour etudier

1'influence de la température sur la croissance des Vibrionaceae font

appel a la culture en eau peptonee (Tison et coll., 1982; Lee et
coll., 1981), ou en bouillon nutritif (Popoff et Veron, 1976; Baumann
et coll., 1971; Kelly, 1982; Colwell, 1970; Schiewe et coll. 1981).
L'ensemencement sur gelose est beaucoup moins employe (Pacha et Kiehn,
1969).
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1. Materiel et methodes

Nous avons utilisé une technique en milieu liquide, c'est-a-dire
en eau peptonee a 1 %, salée a 1 %, pH 7. L'emploi de plaques de
microtitration comportant 96 puits a permis un gain de temps et de
manipulation par rapport a un systeme classique.

Le protocole est le suivant :

A partir de bouillons de 18 heures en eau peptonée
(10° bactéries/ml) réalisés en microplaque, un inoculateur
multi-points automatique (Dynatech) ensemence une autre microplaque a
raison de 1 pl environ pour chaque puits de 50 pl d'eau peptonée. 4
microplagues sont ainsi ensemencées et incubdes respectivement & 4,
25, 37 et 42° C. La lecture se fait macroscopiquement par appreciation
du trouble, apreés un delai d'incubation de 24 heures pour les
tenperatures de 25, 37 et 42° C, et de 10 jours pour 4° C.

2. Resultats

Toutes les souches etudiees se developpent tant a 25° C qu'a
37° C, en eau peptonee. Le detail des résultats obtenus pour les
tenperatures de 4 et 42° C figure dans le tableau IIA (annexe 1).

. On remarque que 11 souches, soit 9,4 % peuvent se developper
dans un domaine etendu de temperatures : de 4 a 42° C. Il s'agit
principalement d'Aeromonas (6 souches), ainsi que de 3 souches non
identifiées et de 2 Vibrios (figure 1).

. A l'inverse, 24 souches, soit 20,5 % ne poussent ni a 4° C, ni
a 42 ° C. Ce sont 11 souches d'Aeromonas, 9 souches non identifiées, 2
V. alginolyticus et 1 V. parahaemolyticus.

. Les souches poussant de 4° C a 37° C sont au nombre de 17,
soit 14,53 %. Ce sont des Aeromonas pour plus de la moitie (10
souches) et 7 souches non identifiees.
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10 -

non identifiées

20

discrimination insuffisante
15 | : entre V. alginolyticus
et V. cholerae

10

10

5 ‘ ; V. parahemolyticus

25 -
20

15

10 4 ) V. alginolyticus

20

15 -

10 .

Aeromonas

croissance de 4 a 42° 25 a 37° 4 a 37° 25 a 42° C

Figure 1 : vrépartition des souches en fonction de leur domaine
de températures de croissance.
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. En revanche, les 65 souches du quatrieme groupe, c'est-a-dire
se développant de 25 a 42° C, appartiennent en majorité au genre
Vibrio (28 V. alginolyticus, 21 de discrimation insuffisante entre V.
alginolyticus et V. cholerae, et 6 V. parahaemolyticus). 7 souches non
identifiées et 3 Aeromonas en font également partie.

. En ce qui concerne les souches de référence, on note que V.
fluvialis, V. vulnificus et V. alginolyticus se developpent, ni a

4° C, ni a 42° C. A. hydrophila est capable, quant a lui, de

croissance a ces 2 temperatures. Enfin, V. mimicus et V.

paraheamolyticus se développent de 25 a 42° C, alors que V.

anguillarum ne pousse que de 4 a 37° C.
3. Discussion

La croissance des bactéries a différentes températures,
notamment "extremes", toutes proportions gardees, est un caractere
tres souvent retemu mais qui s'inscrit dans un ensemble de caracteres.
Si 1l'on se référe au Bergey's Manual (1984), on constate que la
majorité des 20 especes decrites de Vibrio ne se developpe pas a 4° C,

exceptes V. logei et V. marinus et avec plus de variations, V. nereis,
V. splendidus I et V. pelagius I et II. Ceci est a rapprocher de nos

résultats, puisque seulement 3,33 % des Vibrio presentent une
croissance a 4° C.

A une température de 35° C, V. splendidus II, V.

nigripulchritudo, V. anguillarum II, V. logei et V. marinus ne se

developpent pas. Enfin, a 43° C, seuls V. cholerae, V.

paraheamoliticus, V. alginolyticus et V. vulnificus sont capables de

croitre, les resultats pouvant étre variables pour les autres especes
de Vibrio susceptibles d'etre isolées en bactériolgie clinique
(Bergey's Manual). La forte proportion de Vibrio capables de croitre a
42° C observee dans notfe etude ne nous permet pas toutefois de
confirmer ou non 1'identification presomptive.
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On remarque, d'autre part, qu'aucun Vibrio identifie comme V.
alginolyticus n'a les mémes exigences de température que la souche de

V. alginolyticus de reference. Quant aux V. parahaemolyticus, 6

souches sur 7 se comportent comme les souches de reféerence.

En ce qui concerne les bactéries du genre Aeromonas, Popoff
(Bergey's Manual) les décrit comme ayant une croissance variable a
5° C, A. salmonicida ne se developpant pas a 37° C, en bouillon

nutritif. Enfin, la croissance a 43° C est variable selon les especes.

La diversité des types d'exigences de température rencontree
dans notre etude pour les supposés Aeromonas est a rapprocher des
résultats d'une étude de Rouf et Rigney (1971). En effet, ces auteurs
ont determine la température minimale et maximale de croissance de 10
souches d'A. hydrophila : O a 15° C pour les minimales, 40 a 55° C
pour les maximales, certaines se développant de 0 a 55° C, d'autres de
10 a 40° C seulement. Quant a A. salmonicida, les temperatures

compatibles avec une croissance vont de 5 a 45° C : cette température
maximale etant en contradiction avec celle mentionnée dans le Bergey's
Manual.

La répartition des souches non identifiees est egalement tres
homogéne entre les differents domaines de tempeérature compatibles avec
une croissance. '

4. Conclusion

Cette etude de la croissance a différentes températures
n'apporte pas en elle-méme d'éléments decisifs. Les résultats observes
seront inclus dans 1l'etude phénotypique regroupant 43 caracteres
decrits dans les chapitres ‘suivants. Toutefois, le fait que toutes les
souches se developpent a 37° C est un premier éléement dans
1'évaluation d'un eéventuel pouvoir pathogene humain.
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IV. SENSIBILITE AU COMPOSE VIBRIOSTATIQUE 0/129 (2,4-diamino-6,7-
diisopropyl pteridine) :

C'est en 1950 que Collier, Campbell et Fitzgerald ont les premiers
montre 1l'effet inhibiteur de certains derives de la ptéeridine, et
notamment de la 2,4-diamino-6,7-diisopropyl pteridine (0/129) sur la
croissance de V. chlolerae. Ces travaux ont eté par la suite étendus a
d'autres genres bactériens. Ainsi, Shewan et coll. (1954) ont proposé
un schema de differenciation basé surla sensibilite des bacteries du
genre Vibrio et la resistance du genre Pseudomonas au 0/129.

Depuis, ce test est employé couramment pour separer, au sein de la
famille des Vibrionaceae, le genre Aeromonas, resistant, des genres
Vibrio et Plesiomonas, sensibles (Richard et coll., 1978).

Enfin, certains auteurs le recommandent pour differencier, d'une

part, les genres Pasteurella et Actinobacillus, des

Enterobacteriaceae, d'autre part (Chatelain et coll., 1979) ; ainsi

que les genres Staphylococcus et Micrococcus (Bouvet et coll., 1982).

En ce qui concerne les techniques utilisées, la majoritée des
auteurs emploient la méthode de diffusion en gelose, ou methode des
disques, mais la charge en 0/129 des disques est tres variable.

Furniss et coll. (1978) recommandent l'utilisation de disques de
0/129 charges de 10 pg et 150 pg, permettant une répartition des
souches en "sensibles" et "partiellement sensibles” au sein meme du
genre Vibrio :

Disques a 150 ug Disques a 10 ug interprétation

Pas de zone d'inhibition Pas de zone d'inhibition —j Résistant

Zone d'inhibition Pas de zone d'inhibition — Partiellement
sensible

Zone d'inhibition Zone d'inhibition —> Sensible
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D'autres techniques ont été proposées, comme le depot d'un cristal
de 0/129 directement a la surface d'une gélose ensemencee (Kaper et
coll., 1981; Oliver et coll., 1983) et la determination de la
concentration minimale inhibitrice (CMI) en milieu solide (Lee et
coll., 1978a).

D'autre part, Merkel (1972) a montre l'influence de la teneur en
sels mineraux du milieu de culture utilisé, sur l'activite du 0/129:
des concentrations en NaCl superieures a 0,1M et en MgCl2 superieures
a 0,025M inhibent 1'action du composé vibriostatique.

1. Materiel et methodes

Nous avons utilisé 2 methodes pour la recherche de la
sensibilité de nos souches au 0/129. Tout d'abord, une technique de
diffusion en gelose, avec deux types de disques commercialisés, puis
la determination de la CMI en milieu solide et liquide.

a. Methode des disques

Le protocole d'ensemencement est identique a celui d'un
antibiogramme par "inondation" : une a deux colonies sont emulsionnées
dans 3 ml d'eau peptonée a 1 % NaCl, et on en reprend 3 gouttes dans 5
ml d'une solution de Nacl a 0,9 %. Cette dilution sert a "inonder" la
gélose de fagon a recouvrir complétement la surface. Le milieu employe
est le Heart Infusion Agar (DIFCO) (annexe n° 2).

Apres elimination de l'exceés de liquide et séchage de la
gelose, on dépose un disque au centre de la boite.

Nous avons employe deux types de disques :

- disques imprégnés de 0/129 commercialises par 1'Institut
Pasteur Production (réf. 53.872) dont la charge n'est pas conmue.
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- Comprimés de 150 pg de 0/129 : "diagnostic tablets" (ROSCO).
L'excipient utilise est du sulfate de baryum.

Aprés depot du disque ou du comprimé, les boltes sont mises a
incuber 18 heures a 30° C (recammandation de 1'IPP) et l'on mesure le
diametre de la zone d'inhibition de la culture apparue autour du
disque.

Remarque :

Les milieux de culture recommandes par les deux fabricants
sont respectivement :

- le milieu de Miller-Hinton (IPP)
-~ le milieu CM 55 (OXOID)
dont les compositions sont proches de celle du milieu HIA gque nous

avons employe (annexe n° 2).
b) CMI : concentration minimale inhibitrice
. Milieu liquide

A partir d'une solution-mere aqueuse de phosphate de 0/129
(SIGMA) stéerilisee par filtration sur membrane Millipore R g
porosité 0,22 um, on realise une gamme de dilutions seériées de raison
2, double concentration, en eau peptonee salee a 1 $. Les
concentrations finales testées sont les suivantes : 480 ; 240 ; 120 ;
60 ; 30 ; 15 ; 7,5 ; 3,75 ; 1,87 pg/ml ainsi qu'un témoin de
croissance.

L'ensemencement se fait de la fagon suivante : pour chaque
souche, on ensemence une eau peptonée de 2 ml, salée a 1 %, que 1'on
incube 4 heures a 37° C de fagon a obtenir une culture en phase
exponentielle de croissance (106 bacteries/ml). 50 pl de ce bouillon
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sont alors répartis dans chacun des puits correspondants a la gamme de
0/129. Les microplaques ainsi ensemencées sont placées 24 heures a
1l'etuve a 37° C. On détermine pour chaque souche la concentration
minimale inhibitrice (CMI), c'est-a-dire la premiere concentration ou
aucun trouble n'est observeé a l'oeil nu, indiquant 1l'absence de
croissance bacterienne.

. Milieu solide

Le principe est le meme, mais 1'on emploie un milieu gelose

renfermant des concentrations croissantes de 0/129.

A partir d'une solution-mere aqueuse de 0/129, on realise
des dilutions, de fagon a obtenir les concentrations finales suivantes
(volume final de 50 ml de chaque bolte) : 5, 10, 20, 40, 60, 120, 240,
480, 640 pg/ml de 0/129 ainsi qu'une bolite temoin sans 0/129.

Ces solutions sont incorporees apres sterilisation de la
gelose, en 1l'occurrence le milieu HIA, au moment de couler les boltes
de Pétri (format 12 x 12 cm).

Chaque bolte est ensuite ensemencee a l'aide d'un
inoculateur multi-points automatique (Dynatech) permettant d'inoculer
96 souches sur une méme boite. Un systeme automatique d'aiguilles (au
nombre de 96) plonge dans une microplaque contenant une culture en eau
peptonee salée a 1 %, de 96 souches differentes, puis, apres
translation, déepose a la surface d'une gelose, une goutte de chacun
des bouillons. La lecture se fait macroscopiquement apres 24 heures
d'etuve a 37° C, et on détermine pour chaque souche, la concentration
minimale inhibitrice.

2. Resultats

a. Methode des disques :

Les diametres des zones d'inhibition mesurés sont reportes
dans le tableau III.A (annexe 1). Toutes les souches presentant un
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diametre nul avec les disques IPP, ont le méme comportement avec les
comprimes ROSCO (exception souche n° 58).

Lorsqu'une zone d'inhibition est observee, on note, pour une
meme souche, une discordance entre les diametres obtenus avec les 2
types de disques (figure 2 et 3). Pour la majorité des souches (77 %),
les diamétres obtenus avec les comprimes ROSCO sont superieurs a ceux
obtenus avec les disques IPP (en tenant compte d'une erreur de lecture
de ¥1 mm), 5 sont identiques et 7, inferieurs de 1 mm (figure 4).
Seules 4 souches presentent un diametre supérieur avec les disques IPP
(n® 20, 25, 36 et 117).

D'autre part, le détail des resultats des CMI observées est
reporte dans le tableau IIIA (annexe 1), en milieu solide et liquide.
Les figures 5 et 6 permettent de visualiser la repartition des souches
etudiées en fonction de leur CMI. On observe pour chacune des 2
techniques employees une distribution bimodales des souches :

b) CMI en milieu liquide :

La premiere population presente des CMI inférieurs ou egales
a 120 pg/ml, avec un maximum a 15 et 30 pg/ml. Ce sont des Vibrio qui
la composent en majorité, ainsi que 12 souches non identifiées et une
souche d'Aeromonas (n® 101).

La deuxieme population est représentée par des souches ayant
une CMI superieure ou egale a 240 ug/ml. Elle est constituée
essentiellement d'Aeromonas, ainsi que de 14 souches non identifiees,
et d'un Vibrio (n° 66).

c) CMI en milieu solide :

On cbserve également 2 populations, mais moins distinctement.
La premiére a une CMI inférieure ou égale a 240 ug/ml, et est composee
de Vibrio, de 14 souches non identifiees, mais egalement de 4
Reromonas (n° 12, 84, 87 et 101).
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La deuxieme population est formee de souches d'Aeromonas, de
10 souches non identifiées et de 2 Vibrio (n° 26 et 27), toutes ayant
une CMI supérieure ou egale a 480 pg/ml.

3. Discussion

Bien que recommandé et utilisé depuis de nombreuses annces, le
test au 0/129 n'a eté que peu codifié. A l'origine, Shewan et coll.
(1954) employaient une solution aqueuse saturee de compose
vibriostatique, sans autre précision. Ensuite, de nonbreux auteurs
confectionnent eux-mémes des disques imprégnés d'une solution aqueuse
ou cetonique de 0/129 realisant des charges variables (Schiewe et
coll., 1981;: Davis et coll., 1981: Watkins et Cabelli, 1985). Les
diametres limites des zones d'inhibition ne sont que rarement
mentiomnes (Richard et coll., 1978).

Si 1l'on examine la distribution des souches (Vibrio, Aeromonas

et non identifiées) pour chaque diametre d'inhibition (figures 2 et
3), on s'apergoit que 1l'on peut fixer une valeur de diametre critique,
separant les souches en sensibles et reésistantes. Pour les disques
IPP, le diametre critique est fixé a 10 mm :

- la majorite des Aeromonas et 13 souches non identifiées sont
alors resistantes,

- la totalite des Vibrio est sensible, ainsi que 3 Aeromonas (n°
58, 12 et 101), et 9 souches non identifiees.

On note la méme repartition des souches lorsque les comprimeés
ROSCO sont utilises : le diamétre critique peut cependant etre fixe
ici a 15 mm. L'ecart enregistré entre les 2 techniques pourrait étre
du a la différence de charge en 0/129 des 2 types de disques, puisque
la charge des disques IP15 est inconnue. Mais on constate, sur la
droite de correlation (figure 4), que le nuage de points n'est pas
distribue selon une droite paralléle a la bissectrice des coordonnées.
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Il n'existe donc pas d'ecart stable entre les diametres : la
charge des disques IPP serait variable. Le mode de fabrication de ces
disques de papier imprégnés apparalt d'ailleurs plus aléatoire que
celui des comprimes.

La souche n° 80 serait donc un Aeromonas, la discrimination
etant entre V. cholerae et A. hydrophila en code API.

En accord avec Lee et coll., (1978), l'emploi de disques ou
comprimeés charges a 150 pg de 0/129 apparait raisonnable en routine,
pour separer Aeromonas et Vibrio.

En ce qui concerne l'étude des concentrations minimales
inhibitrices, la technique en milieu solide est moins discriminante
que celle en milieu liquide pour le partage des souches en populations
"résistante" et "sensible". La difference observee entre milieu
liquide et milieu solide serait due a une mauvaise diffusibilité du
composeé vibriostatique au sein de la gelose. Les seules CMI
mentionnées dans la littérature sont celles de Lee et coll., (1978).

Ayant etudie 487 souches de Vibrio, Aeromonas, Plesiomonas et

"Beneckea", ils les répartissent en 3 groupes :

- Sensibles : CMI 1-5 ug/ml
- Partiellement sensibles : CMI 10-50 pg/ml
- Resistantes : CMI supérieure ou egale a 320 ug/ml.

Cette derniere valeur est proche des concentrations critiques
que nous pouvons fixer a la suite de notre etude :

- Supérieure ou egale a 240 pg/ml : milieu liquide
- Supérieure ou égale a 480 pg/ml : milieu solide ,

pour delimiter d'une pai‘t le groupe de souches sensibles (CMI
inferieures), et d'autre part, la population resistante (CMI
supérieures).
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La taille de chaque population est sensiblement la méme pour
chaque technique :

- Souches sensibles : 71 (liquide)
75 (solide)

- Souches resistantes : 42 (liquide)
38 (solide)

etant entendu que les souches non testées par l'une ou 1l'autre

technique ont éte eliminces.

L'etude de la relation CMI/diamétre d'inhibition peut se
traduire par l'établissement d'une droite de concordance, ou de
regression, comme dans le cas des antibiotiques. Il s'est révele
difficile dans notre etude, de tracer une telle droite, les valeurs
des diamétres pour une méme CMI etant tres dispersees (écart maximum
de 10 a 15 mm).

Globalement, les souches considérées resistantes par la méthode
des disques s'averent résistantes egalement par l'etude de leur CMI,
dans le cadre des concentrations critiques fixeées (cf. plus haut).
Font exceptions les souches n® 80, 84, 87 et 95 considérees sensibles
en CMI milieu solide uniquement.

A 1l'inverse, seules 4 souches designées sensibles par la methode
des disques se montrent :

- Resistantes en CMI liquide : n°® 12 et 66
- Resistantes en CMI solide : n° 26 et 27

L'identification présomptive de nos souches est confirmée pour
la majorité, tout au moins si 1'on considére la differenciation des

genres Aeromonas et Vibrio. Il sera cependant intéressant de

poursuivre 1l'etude des souches non identifieées précéedemment mais dont
on a maintenant un caractere d'orientation
diagnostique supplémentaire,
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ainsi que des quelques souches non confirmees par ce test. Il s'agit
des souches :

- Non identifiees sensibles :
n° 4, 5, 8, 23, 25, 37, 62, 75, 113, 115, 116, 117.

- Non identifiees resistantes :
n°® 39, 41, 50, 51, 54, 80, 83, 85, 89, 91, 92, 96, 118, 119.

- "Aeromonas" sensibles :
n° 12 (les 3 techniques) et n° 101 (2 techniques sur 3).

4. Conclusion

L'etude de la sensibilite au 0/129 de nos souches par 4
techniques differentes, nous a permis de mettre en evidence
l'irreqularite des resultats obtenus avec les disques de papier
impregnes, ainsi que le probleme de diffusion en milieu gelose.

Le test au 0/129 n'est qu'un test d'orientation diagnostique et
n'a pas de valeur absolue. En effet, des souches de V. cholerae et V.

parahaemolyticus ont eté recemment trouvees résistantes au composé

vibriostatique, avec des CMI superieures a 150 pg/ml (Sundaram et
Murthy, 1983; Arai et coll., 1985). Cette resistance serait codee par
un plasmide conjugatif, d'aprés les travaux de Matsushita et coll.
(1984). Plus precisement, les genes responsables sont localisés sur le
transposon Tn527 capable d'insertion dans le chromosome et dans divers
plasmides (Golstein et coll., 1984).

L'utilisation du 0/129 dans le diagnostic d'orientation des

bacteries de la famille des Vibrionaceae pourrait donc étre remise en

question, avec l'apparition de souches de Vibrio resistantes a ce
compose.
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V. HALOPHILIE ET HALOTOLERANCE

Les bactéries qui sont l'objet de cette etude ont été isolées du
milieu marin. Il est donc intéressant d'observer leur comportement en
presence et en absence de NaCl.

Il convient tout d'abord de rappeler les definitions des
differents types d'halophilie (d'apres BRISOU, 1980) :

- Bactéries non halophiles :

Certains microorganismes ont une croissance inhibee en

présence de sel, ou tout du moins lorsque cette concentration est
superieure a 0,5 ou 1 %.

- Bactéries halophiles faibles :
I1 s'agit de germes exigeant du sel pour leur developpement

donc halophiles strictes, mais dans des limites étroites situées entre
2et 4,5%.

- Bactéries halophiles modérées :

Elles exigent une concentration saline de 5 % minimum et se

déeveloppent jusqu'a 20 %.

~ Bactéries hyper-halophiles :

Rencontrées dans les salaisons, les saumures, les lacs salés,
elles exigent 15 a 30 % de NaCl.

Parallelement a ces catégories, il existe de nombreuses
bactéries se comportant de fagon plus nuancee, en présence de sel. En
effet, les bactéries dites "euryhalines" se développent indifféremment
en absence ou en presence de concentrations faibles de NaCl. On
definit alors la notion d'halotolérance (valable également pour les
halophiles strictes), c'est-a-dire la concentration maximale tolérée.
Ce caractere de croissance est souvent mis a profit, soit dans
1l'emploi de milieux selectifs, soit pour 1'identification bactérienne
(S. aureus, Streptococcus en bacteriologie médicale).
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Enfin, mentionnons 1l'haloresistance de certains germes,
c'est-a-dire leur capacité de survivre et non de se miltiplier, dans
des milieux fortement sales.

La détermination de 1'halophilie et de 1'halotolérance est un

test classique de 1'etude de la famille des Vibrionaceae. De tres

nombreux auteurs effectuent cette recherche en milieu liquide :

- eau peptonée 1 % (Lee et coll., 1978b; Furniss et coll., 1978;
West et Colwell, 1984)

- bouillon nutritif (Hickman et coll.; 1982; Kelly, 1982)

- milieu minimum additionné de glycerol comme source de carbone

(Bergey's Manual, 1984; Bauman (1971)), pour la recherche de
1'halophilie.

Ces mémes auteurs emploient 1'eau peptonée pour 1'étude de
1'halotolérance.

I1 faut cependant noter que West et Colwell (1984) recommandent
une gelose a la gelatine avec et sans NaCl comme milieu d'etude

preliminaire de 1'halophilie.

1. Materiel et methodes

‘Nous avons utilisé deux techniques, 1'une en milieu liquide,
1l'autre en milieu solide, la composition de base des milieux etant la

-

mene.

a) Milieu liquide
L'etude a ete realisée en eau peptonee 1 %. 9 concentrations

de NaCl ont ete testees : O ; 0,5 ;1 ;3 ;5;7;8;10et12%.

’ ’ ’ ’

Grace a un inoculateur mul'ti—pointS (Dynatech), on ensemence chaque
plaque de microtitration a partir d'une premiere plaque contenant 96
2 bact./ml).
Environ 1 pl de culture est preleve et ensemencé : 1'apport de NaCl
dans le milieu est donc negligeable (0,2 g/ml).

bouillons de 18 heures en eau peptonée salee a 1 % (10
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Nous avons employé une microplaque pour chaque concentration de NaCl,
et il s'est avere necessaire d'effectuer le rincage en eau distillee
des pointes de l'inoculateur, en plus de la sterilisation, apres
chaque microplaque ensemencée, pour eliminer les cristaux de NaCl
deposes sur les pointes.

Apres 24 heures d'incubation a 37° C, la lecture de la
croissance est faite macroscopiquement.

b) Milieu solide

Il s'agit d'étudier la croissance de nos souches sur milieu
gélose. C'est un milieu uniquement compose de peptone et d'agar
(annexe n° 2), additionné des mémes concentrations de NaCl que
précedemment. L'ensemencement est identique : chaque bolite de Petri de
format 120 x 120 mm, correspondant a une concentration de NaCl, est
inoculee a partir de bouillons de 18 heures en microplaques
(10° bact./ml). Apres séchage de la surface des geloses, les boiltes
sont mises a incuber 24 heures a 37° C. On note alors la presence ou
1'absence de culture pour chaque "spot" ou souche, pour chacune des
concentrations etudiées.

2. Resultats

‘Les résultats detaillés sont réunis dans le tableau IV.A (annexe
1). '

a) En ce qui concerne tout d'abord, 1'halophilie, on ne remarque

pas de nette difference entre technique en milieu liquide et en milieu
solide (fig. 7 et 8).

La majorité des Aeromonas est non halophile a 1'exception des
souches n° 12 et 101 (milieux liquide et solide) et de la souche n°
110 (milieu solide). 50 % des souches non identifiées sont egalement
non-halophiles.
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Figure 7 : Répartition des souches en fonction de leur
halophilie en milieu liquide.
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Figure 8 : Répartition des souches en fonction de leur
halophilie en milieu solide.



Les Vibrio se comportent en majorite, en halophiles stricts
(0,5 % NaCl nécessaire au moins pour la croissance). Font exception
les souches n° 105 (discrimination insuffisante entre V. alginolyticus
et V. cholerae) et n° 64, 109 et 104 (V. alginolyticus). Certaines
souches sont halophiles strictes sur gelose, mais cultivent en
1'absence de sel en milieu liquide (n° 64, 105, 106 et 110). Le
phénomeéne inverse est observe pour la souche n° 109.

Quant aux souches de reference, seuls A. hydrophila et V.

mimicus sont non-halophiles. Les autres Vibrio exigent 0,5 % de NaCl,
sauf V. alginolyticus qui en réclame.

b) L'halotolérance des souches etudiées est reportée sur les

figures 9 et 10. On remarque, quelle que soit la technique utilisée,
1'halotolérance faible des Aeromonas. Aucune souche ne se développe a
des concentrations en NaCl superieures a 5 %.

Par contre, les Vibrio tolerent des salinites nettement plus

élevees ;

- 8 % pour la majorite des souches en milieu solide
-8 a 10 % en milieu liquide.

Les souches non identifiées ont une repartition homogéne sur
1'ensemble de la gamme des concentrations testées.

I1 faut noter, d'une maniere generale, que les concentrations
tolerées sont plus fortes en milieu liquide, qu'en milieu gélose. Un
ecart de 2 % de NaCl est enregistré en moyenne.

3. Discussion
Notre discussion portera essentiellement sur les resultats

enregistrés en milieu liquide, qui est la technique genéralement citee
dans la litterature.
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Le Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (1984) sépare, au
sein de la famille des Vibrionaceae, les genres Vibrio et

Photobacterium, exigeant ou étant stimulés par la presence d'ions
+
Na

n'en réclament pas. Ce besoin en Na ¥ des bactéries du genre Vibrio

pour leur croissance, des genres Aecromonas et Plesiomonas, qui

est en fait tres variable selon les especes, puisque V. cholerae et V.
metschnikovii cultivent en milieu minimum contenant moins de 0,1 mM de
Na ¥ , tandis que V. costicola exige 200 mM de Na t. Toutefois, la

croissance des Vibrio considérés non halophiles est stimulée par la

presence d'ions Na * (Baumann et coll., 1980).

Chez les micro-organismes halotolérants, Na T interviendrait
dans le maintien de la structure membranaire (Brown, 1976), ainsi que
dans 1'activité enzymatique, notamment des perméases (Baumann et
coll., 1971) et des systemes de transport d'acides amines tel que
l'acide alpha-amino-isobutyrique chez V. costicola (Kushner et coll.,
1983).

D'autres cations, presents dans 1l'eau de mer comme K + , Mg +

etCa++

peuvent avoir une action synergique de Na T,

Ainsi, Reichelt et Baumann (1974) ont montre que "Beneckea
parahaemolytica", "B. alginolytica", "B. natriegens", "B. campbellii"
exigeaient 50 % de moins en NaCl quand Mg ™ etcatt
etaient presents dans le milieu, a des concentrations de 50 mM Mg SO 4
et CaCl,, par rapport au méme milieu ne contenant que 2 mM Mg S0, et
0,55 mM CaCl

2+

Cependant, Na * semble irremplagable, comme le mentionnent
Joseph et coll. (1982), dans une revue bibliographique sur V.
parahaemolyticus. Le role de Mg *F a été souligné par Ma-Lin et
Beuchat (1980), dans la "restauration” de V. parahaemolyticus stresses
par de basses temperatures.
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Sur un plan general, le fait d'isoler a la fois des bactéries
halophiles strictes et non-halophiles d'un meme ecosysteme marin est
typique des zones littorales. En effet, il s'y produit le mélange de
flores d'origine diverses, terrestres, dulcaquicoles, marines, qui se
retrouvent dans un milieu intermediaire en ce qui concerne ses
caracteres physico-chimiques. Si la salinite de l'eau de mer dans nos
reégions avoisine 35 g par litre, la teneur en NaCl des zones
littorales peut-etre tres variable, en fonction des apports d'eaux
douces terrestres (precipitations, rivieres) et du flux des marees.

La faible halotolerance de certaines bacteries (Aeromonas
notamment) serait donc un facteur limitant a leur survie dans ces
zones. Il faut cependant tenir compte des differences rencontrees in
situ et dans l'étude in vitro de cette tolérance au sel : la matiere
organique apportée par les rejets jouerait un role protecteur
vis-a-vis de NaCl.

La bonne corréelation entre les souches non-halophiles et celles
identifiées comme Aeromonas, confirme 1'identification de ces
dernieres. Toutefois, les deux souches de V. alginolyticus (n° 64 et

104) se montrant non-halophiles retiendront notre attention par la
suite.

Si 1l'on se referre aux tables de discrimination proposées par
API System, on note que 1'halotolérance est utilisée pour séparer V.
cholerae de V. alginolyticus : V. cholerae ne cultive pas en presence
de 6,5 % de NaCl, a 1'inverse de V. alginolyticus.

Toutes les souches présentant une discrimination insuffisante

entre ces 2 especes supportent au moins 7 % de NaCl en milieu liquide.

D'autre part, V. alginolyticus est considere dans le Bergey's

Manual comme une bactérie halophile stricte, ce qui est le cas de
toutes ces souches d'identification API incertaine (exception = n°
105).
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Nous considéerons donc d'apres ces critéres que les 22 souches de
discrimination insuffisante entre V. cholerae et V. alginolyticus sont

des V. alginolyticus. La souche n° 105 serait donc un V. cholerae, ou

V. mimicus, ou V. metschnikovii, puisque non halcphile.

En ce qui concerne les souches non identifiées par le systeme
API 20E, leur caractere de croissance en l'absence de sel et leur
comportement vis-a-vis du composé vibriostatique sont reportes dans le
tableau ci—dessous : '

Souche 0 % Nacl 0/129

4 -

5

8
23
25
37
39
41
50
51
54
62
75
80
83
85
89
91
92
96
113
115
116 | - |
117 -
118 -
119 +

b+ + + + + |

I+ 4+ + 4+ + + + 1

Amuunnnyooamomownhonsonomnnhnnn

Tableau VII : halophilie et sensibilité au 0/129
des souches non identifiees par API
20 E.
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On note que l'ensemble des souches sensibles au 0/129 se
révélent halophiles strictes, et appartiendraient donc a des espéces
halophiles du genre Vibrio. A l'inverse, les souches resistantes au
0/129 sont capables de se développer en l'absence de sel (a
1'exception de la souche n° 118 qui exige 0,5 % de NaCl) et seraient
donc des bacteries du genre Aeromonas. '

Enfin, il semble nécessaire de reviser l'identification des
souches 12 et 10l qui se revelaient precedemment sensibles au 0/129 et
qui sont halophiles, alors que l'identification API 20E etait A.

hydrephila.

Il pourrait s'agir en fait de V. fluvialis ou de V. anquillarum

I, dont nous avons vu que les profils biochimiques en API 20E étaient
semblables a celui de A. hydrophila. Si l'on compare les degres

d'halotolerance, ainsi que les temperatures de croissance de ces
souches par rapport aux souches de reference :

Souche % NaCl max 4 C 42" C

12 | 5 - +

101 5 - +

V. fluvialis 7 - +
| I
| V. anguillarum I : 5 + - |
| - ATCC 19 264 |
.~ CI P 408 5 + - |
- CI P 5336 5 + - |
|

Aucune communauté n'existe pour ces trois caracteres entre ces
souches 12 et 101, V. fluvialis et V. anguillarum I. Il est donc

difficile de conclure a ce niveau.

Certains auteurs (Sakazaki et coll.,1968a) avaient propose,
entre autres, comme caractére de differenciation entre V.
parahaemolyticus et V. alginolyticus, la possibilite de ce dernier de

de développer dans un milieu contenant 10 % de NaCl. Mais il est
apparu dans des etudes ulterieures, que ce caractere etait trop
variable selon les souches pour etre retenu (Baumann et coll., 1973).
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4. Conclusion

La déetermination de l'halophilie et de 1'halotolérance de nos
souches a permis, d'une part, d'evaluer leur comportement en absence
et en presence de sel, et dans quelle proportion.

Les deux populations, halophile stricte et non-halcphile sont de
taille legerement différente, puisque :

- 38,46 % des souches sont non-halophiles
- 61,54 % des souches sont halophiles strictes.

D'autre part, cette etude a apporte des éléments supplementaires
quant aux caractéres phénotypiques pouvant affiner 1'identification
presomptive. Il est bien sUr nécessaire de completer cet éventail de
caracteres et d'en assurer la synthese.

Remar%e :

Des etudes récentes ont montre le role joué par certains
composes chimiques dans l'osmorégulation de différentes espéces de
bactéries. Ainsi, l'accumulation intra-cellulaire d'ions potassium,
mais aussi d'acides aminés ou de dérives a ammonium quaternaire
(betalnes), permet un ré-equilibrage de la pression osmotique interne
vis-a~vis d'un milieu extérieur a osmolarite elevee. Ces phénomenes
_ont été mis en évidence chez des Rhizobium (Le Rudulier et coll.,
1983), des Entérobacteries (Korn, DEA microbiologie, Paris XI, 1985),
ainsi que chez des bactéries halophiles (Kushner et coll., 1983). Le
role de la glycine-betalne a ete tout particuliérement demontre.

Nous avons voulu verifier si nos souches etaient concernées par
ce mecanisme d'osmorégulation. L'expérience suivante a donc été
menee : la croissance sur milieu minimum M 63 additioné de glucose
(annexe n° 2) a eté etudiee, en présence et en absence de
glycine-betalne (1 mM), a différentes concentrations de NaCl.
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L'inoculum a été d'environ 10% bactéries (suspension en M63 +
glucose). Apres incubation de 24 heures a 37° C, la croissance est
estimee a 1'ceil nu.

Les résultats obtenus pour les 30 souches testees,
essentiellement des Vibrio, sont reportés dans le tableau VIII.

En résume,

- 23,33 % des souches n'augmentent pas leur halotolérance en
présence de glycine-bétaine,

- par contre 33,33 % 1l'augmentent de 2 g de NaCl pour 100 ml.
- 40 % 1l'augmentent de 4 g de NaCl pour 100 ml.
- 3,33 % 1l'augmentent de 6 g de NaCl pour 100 ml.

I1 apparait donc que 75 % des souches testées sont sensibles a
1'effet osmo-protecteur de la glycine-betaine.
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a

etalne,

-

en presence et en absence de glycine-b

-

differentes concentrations de NaCl .

Tablean VIII : Croissance de souches de Vibrio en milieu minimum
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VI. AUXANOGRAMME

Il s'agit de l'etude de l'utilisation de differents substrats
organiques comme seule source de carbone et d'énergie, en milieu
synthétique. L'intéret d'une telle recherche a éte demontree, dans le
cadre des études taxonomiques des bacteries hetérotrophes, que ce soit
pour les Vibrionaceae cu d'autres familles : Pseudomonadaceae (Stanier
et coll., 1966), Enterobacteriaceae (Véron et le Minor, 1975).

Le nonbre de substrats etudies est variable, mais est couramment
superieur a 10, pour atteindre parfois 150 (Baumann et coll., 1971).
Les composes organiques testes appartiennent a divers groupes :

sucres et derives

acides gras et acides organiques
- acides aminés

alcools

- composés aromatiques.

Le milieu de base utilise est compose de sels mineraux, ainsi
que d'une source d'azote. Le cas echéant, un facteur de croissance est
ajouté, s'il s'agit de bacteries auxotrophes. Différents milieux ont
eté decrits par Baumann et coll. (1971), Clowes et Hayes, modifie par
Lee et coll. (1981), veron (1975), Stevenson (1967), pour la

determination d'auxanogrammes chez les Vibrionaceae.

1. Materiel et methodes

Nous avons utilisé le milieu de Clowes et Hayes, modifié par Lee
et coll. (annexe 2). Deux solutions, une de MgCl2 double
concentration,et une des autres sels mineraux, également double
concentration, sont préparées et stérilisées sur membrane Millipore R
0,22 pum. Ces deux solutions sont ajoutées a un meme volume d'eau dans
lequel 40 g d'agar ultrapur (Merck) ont été préalablement dissous et
sterilise a l'autoclave. Pour éviter une précipitation des sels, on

attend que la temperature soit a 50° C.
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Chaque substrat carbone est incorpore sous forme d'une solution
aqueuse, sterilisée par filtration 0,22 um, et de fagon a obtenir une
concentration finale de 0,1 %.

Les substrats etudiés sont les suivants (Sigma) :

Acides amines : Divers :
alanine fumarate
aspartate A kétoglutarate
histidine lactate
proline pyruvate
serine succinate
glutamate propionate

Sucres |
arabinose
mannose
trehalose
gluconate

Une boite de milieu minimum seul sert de témoin négatif, et une
gelose additionnee de Casamino-acids sans vitamines (Difco) sert de
témoin positif (Lee et coll., 1978b).

Les boltes (120 x 120) sont ensemencees a partir d'une
microplaque contenant 96 bouillons de 18 heures (lO8 bactéries/ml) en
eau peptoneée salee a 1 %, a l'aide d'un inoculateur automatique
multipoints. La lecture de la croissance se fait apres 48 heures
d'incubation a 30° C.

Nous avons employé de 1l'eau bi-distillee sterile, pour e€liminer
toute trace de substances organiques. Une légere croissance demeurant
toujours sur milieu minimum nous avons decide d'effectuer cette etude
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en milieu liquide : meme milieu mais sans agar. Cette technique s'est
averee satisfaisante et a donc eté retenue.

L'ensemencement se fait a partir d'une microplaque contenant les
suspensions bacteriennes (100 pl par puits) dans autant de
microplaques que de substrats testés. Les conditions de préparation du
milieu de base sont les mémes que celles de la technique en milieu
solide, ainsi que les temoins de 1'incubation.

2. Résultats

Les resultats sont reportes dans le tableau V.A (annexe 1), a
1'exception de ceux enregistres pour le gluconate, substrat que toutes
les souches utilisent, et pour le propionate, qui a l'inverse n'est
assimilé par aucune souche. On notera que toutes les souches sont
prototrophes, c'est-a-dire ne necessitant pas de facteurs de
croissance.

Le nombre de substrats que chaque souche est capable d'utiliser
pour sa croissance varie selon le genre bactérien (fig. 11). On
remarque que 91,66 % des Vibrio, toutes espece confondue, assimilent
11 ou plus des 16 substrats carbonés testés. Les exceptions etant les
souches n° 14 et 61 (9 substrats), n° 22, 36 et 60 (10 substrats).

"Seuls 16,13 % des Aeromonas utilisent 10 substrats ou plus :
souches n° 12, 46 et 47 (11 substrats), n° 86 (12 substrats) et n° 76
(15 substrats).

Les souches non identifiees se répartissent de fagon homogene,
sans qu'un nombre de substrats utilises predomine.

Le comportement des souches de référence est plus nuance dans le

partage Vibrio/Aeromonas, puisque les 3 souches de V. anguillarum

n'assimilent que 2 a 4 composés carbonés, V. alginolyticus 9, V.
mimicus 10. Seuls V. vulnificus, V. parahaemolyticus et V. fluvialis
assimilent 11 substrats ou plus. Quant a A. hydrophila, sa croissance
n'est possible que sur 9 des 16 substrats testes.
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A la lecture du tableau IX, on remarque que les Vibrio utilisent
tous les sucres, a l'exception de l'arabinose, ainsi que les acides
amines (sauf la serine). Parmi les autres acides, 1'aketoglutarate

est utilise par peu de souches, et le propicnate par aucune.

En ce qui concerne les Aeromonas, la majoritée des souches
utilisent tous les sucres, mais les acides aminés sont, eux, peu
utilises (sauf la serine et le glutamate). Enfin 1'ketoglutarate, le
lactate et le propionate sont utilises par tres peu de souches.

| i | Non |
|  Aeromonas | Vibrio | identifiees|
I 31 | 60 | 26
l |
I Acides amines I i
alanine | 11 55 [ 10
aspartate | 2 53 | 5
histidine | 6 54 | 13
| proline | 8 59 | 12
serine | 22 31 | 16
glutamate [ 25 60 | 24
Sucres I %
| arabinose | 21 | 12 [ 12
l mannose | 24 I 51 | 23
[ trehalose | 28 | 60 | 24 |
| gluconate | 31 | 60 | 26 [
{ Divers } I {
| fumarate | 26° | 60 | 23 |
[ A ketoglutarate [ 2 | 32 | 4 |
| lactate | 6 [ 59 13 |
| pyruvate | 27 | 58 20 |
I succinate I 27 I 55 22 I
| propionate | 0 | 0 0 |
| | I |

Tableau IX : Utilisation des differents types de substrats,
selon le genre bacterien.
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3. Discussion

Nous avons employé le milieu de base de Clowes et Hayes, car
certains auteurs le considerent moins selectif que celui de Baumann et
coll. (West et Collwell, 1984). L'effet inhibiteur de fortes
concentrations salines sur des souches non halophiles a donc eté
limite.

Le choix des sources de carbone testees a ete fait d'apres la
litterature et notamment les etudes de Baumann et coll. (1971), Lee et
coll, (1981), Popoff et Veron (1976). Bien que d'un nombre restreint,
elles mettent en évidence des comportements differents selon les
groupes bacteriens. Il n'est pas possible de faire une comparaison
souche a souche et pour chaque substrat sans l'aide d'un traitement
informatique. les résultats de cet auxanogramme seront donc intégres a
1'etude taxonomique regroupant 1'ensenble des caractéres etudiés dans
ce travail. '

Le nombre moyen de substrats utilisés par une souche,
c'est-a-dire la versatilité de souches Aeromonas et de Vibrio
anguillarum a été trouvée légérement inférieure (31,6 % 5,6) 3 celle
de V. parahaemolyticus (42,4 % 0,9) par Véron et le Minor (1975), dans
une etude portant sur douze souches. Ces resultats sont a rapprocher

des notres, ou l'on retrouve, toutes proportions gardées quant au
nombre de substrats etudiés, un écart entre les deux genres Aeromonas
et Vibrio :

Nombre moyen de substrats utilisés par une souche :

POYOMONAS  ccseeesess.. 8,45
V. alginolyticus ...... 12,49
V. parahaemolyticus .... 13,57
non identifiées ....... 9,27
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On notera l'originalité de la technique employée par Véron
(1975) pour cet auxanogramme. En effet, les substrats sont déposés
sous forme d'une microgoutte ou de cristaux a la surface des geloses
ensemencees .

Les resultats obtenus avec ces gradients de concentration
seraient comparables a la methode classique utilisant une
concentration fixe de substrat incorpore, d'apres Rosenthal (1974) qui
utilise des disques imprégnes.

Il est impossible de décrire et de discuter dans le détail la
capacite d'utilisation de substrats carbones par toutes les espéces de
Vibrionaceae. Le tableau II.C (annexe 3) d'apres le Bergey's Manual

regroupe les resultats d'auxanogrammes etudiés par Baumann et Baumann
(1977), Jensen et coll. (1980) et Desmarchelier et Reichelt (1981),
chez les Vibrio.

En ce qui concerne les bactéries du genre Aeronomas, Popoff et
veron (1976) les décrivent comme utilisant comme seule source de
carbone, 19 substrats carbones : D. ribose, D. fructose, D. galactose,
D. glucose, D. maltose, D. trehalose, D. gluconate, amidon, caprylate,
pelargonate, caprate, succinate, fumarate, DL. glycerate, L. malate,
glycerol, D. mannitol, L. aspartate et L. glutamate. Ces resultats
recoupent les notres, a l'exception de 1'aspartate qui n'est utilisee
que péi' 2 souches sur 31 dans notre etude.

VII. CLASSIFICATION NUMERIQUE

Pour mener a bien la synthese des resultats obtenus jusqu'ici,
il etait necessaire de faire appel a une classification numérique. Il
ne s'agit pas de réaliser une etude taxonomique bactérienne,
aboutissant a une identification précise, mais de regrouper les
souches en fonction de leur similitude et d'en discuter la repartition
geographique.
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1. Principe (d'apres Veron, 1982):

La taxonomie numérique ou méthode adansonienne est basée sur le
principe d'une comparaison souche a souche, par calcul d'un
coefficient de similitude. Les résultats obtenus lors de l'etude d'un
certain nombre de caracteres sont codés numeriquement, le plus souvent
de fagon binaire : positif 1, negatif O, ce qui exclut les caracteres
quantitatifs.

On obtient ainsi une matrice de données, a partir de laquelle
est calcule le coefficient de similitude pour chaque paire de souches.
On utilise le plus souvent le coefficient de Jaccard-Sneath :

S (irj) = Na
Na + Nb

ou -S (i, j) est le coefficient de similitude entre les souches i et
3,
. Na, le nombre de caractéres positifs a la fois chez i et j,
- Nb, le nombre de caractéres differents chez i et j.

Les caracteres qui n'ont pas eté testés pour l'ensemble des

souches ne sont pas pris en compte.

Si 1'on veut prendre en considération les paires de caractéres
négat’ifs, on emploiera le coefficient "simple matching" (d'apres
Colwell et Austin, 1981) :

Na + Nc

S = —
Na + Nb + Nc

SM

ol Nc est le nombre de caracteres negatifs chez i et j.
Le coefficient de Jaccard-Sneath peut étre remplace par 1l'indice

de distance : '
D(i, ) =1-8 (i, j) = —2__
Na + Nb
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-

On realise ensuite l'analyse de ces données, de fagon a
regrouper les souches les plus semblables en classes de similitude, en
commengant par celles présentant une distance minimale, puis peu a
peu, en incorporant groupes et souches ayant une distance plus grande.
Il s'agit de la méthode hierarchique ascendante, ou d'analyse de
grappes.

Les méthodes d'aggregation d'une grappe i avec une quelconque

grappe (j U k) les plus employées en taxonomie bactérienne sont les
suivantes :

1) methode du diametre minimal :
D (i, jk) = minimum [(D (i,3), D (i, k)]

2) methode du diametre maximal :
D (i, jk) = maximum [D (i,j), D (i, k)]

3) methode du diametre moyen :

x D (i, k)]

[_ijD(i, j) + M

D (i, jk) = k

M 3 + M Kk ]
ou M est l'effectif de chaque grappe.

4) methode de la variance:

ou l'on fait intervenir un facteur de pondération sur la

distance D (i, jk), ce qui minimise la variance intra-grappe.

La représentation graphique d'une telle classification est un
dendogramme (d'apres Veron, 1982) :

Niveau Distance
hiérarchique
en p. 100~
100 + 100 4+ 0.649
80
- 76,3 < 0.495
60 4
40 4
= 30,8 + 0.200
2 Tis4 l—-J 4 0,100
0Ly _]
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On delimite ensuite les différentes classes en choisissant comme
niveau de coupure du dendogramme, un ou plusieurs niveaux
hierarchiques.

2. Materiel et methodes :

- Caracteres retenus :

Les 43 caracteres retenus pour cette classification figurent
dans le tableau suivant :

1 - O.N.P.G.
2 - hydrolyse de l'arginine
| 3 - décarboxylation de la lysine
| 4 - decarboxylation de 1'ornithine
5 - utilisation du citrate de sodium
6 - présence d'une uréase
7 - production d'indole
8 - reaction de Voges-Proskaler
9 - liquefaction de la gelatine
10 - fermentation de 1'inositol
11 - fermentation du sorbitol
12 - fermentation du rhamnose
13 - fermentation du saccharose
14 - fermentation du mélibiose
15 - fermentation de 1'amygdaline
16 - fermentation de 1l'arabinose
17 - réduction des nitrates en nitrites
18 -~ reéduction des nitrates jusqu'au stade azote
19 - croissance en 1l'absence de NaCl (eau peptonee)
20 - croissance en présence de 0,5 % NaCl (eau peptonée)
21 - croissance en présence de 1 % NaCl (eau peptonee)
22 - croissance en présence de 3 % NaCl (eau peptonée)
23 - croissance en préesence de 5 % NaCl (eau peptonée)
24 - croissance en présence de 7 % NaCl (eau peptonée)

25 - croissance en présence de 8 % NaCl (eau peptonée)
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26 — croissance en préesence de 10 % NaCl (eau peptonee)
27 - croissance a 4° C (eau peptonee)

28 - croissance a 42° C (eau peptonee)

29 - sensibilité au composé vibriostatique 0/129

30 - utilisation de 1l'alanine

31 - " " L. (+4) arabinose
32- " " L. aspartate
33-~- " " fumarate

34 - " " L. glutamate
35~ " " L. histidine

36 - " " ol ketoglutarate
37V - " " lactate

38~ " " D (+) mannose

39 - " " proline

40 - " " pyruvate

41 - " " serine

42 - " " succinate

43 - " " D (+) trehalose.

Les caracteres 1 a 18 representent les caracteres biochimiques
etudies sur galerie API 20E. Ne sont pas pris en compte les caractéres
non discriminants, c'est-a-dire négatifs ou positifs pour toutes les

souches. Nous avons donc eliminé les caractéres suivants :

- production d'H.,S,
- présence d'une tryptophane-desaminase (TDA),
- fermentation du glucose,

- mannitol.

En ce qui concerne les caracteres de culture avec ou sans NaCl,
ce sont les resultats obtenus par la technique en milieu liquide qui
ont ete retenus. Les croissances a 4 et 42 ° C ont seules été prises
en compte.
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Pour la sensibilité au compose vibriostatique 0/129, ce sont les
résultats de la methode des comprimés ROSCO qui sont repris, le
diametre critique etant fixe a 15 mm : > : sensible

< : résistant

Enfin, ne figurent pas dans 1l'auxanogramme 1l'utilisation du
propionate et du gluconate, respectivement negative et positive pour

toutes les souches etudiees.

- Codification des caracteres

Chaque caractere est code de la fagon suivante :

- resultat positif : 1
- resultat négatif : O

La resistance au 0/129 est codee O, la sensibilite 1.
~ Programme :
Les souches sont comparées deux a deux par le calcul d'un
coefficient de similitude tenant compte des caracteres négatifs et
positifs, puis regroupees en phénons selon la methode de la variance

(programme fourni par D. PRIEUR, UBO, Brest).

" Les calculs ont ete effectues sur ordinateur par M. BRETON
(IFREMER, Brest).

3. Resultats et discussion

Le dendogramme de classification est présente sur la figure 11.
I1 est necessaire, pour la description des groupes obtenus, de

"couper" le dendogramme a un ou plusieurs niveaux de similitude.

Le choix de ce niveau de coupure est tres souvent subjectif
(Colwell et Austin, 198l), bien que Veron (1974) ait proposé une
methode de calcul d'un coefficient d'acuité pour la détermination du
niveau optimal de coupure.



Figure 11 : Dendogramme obtenu aprés classification numérique.

. n® souche identifjcation modification . phénon
Simi) itude APl éventuelle )
59 60 65 70 15 Bo - 85 90 95 1o0v
—4 : 4 L ! + . . 4 r 1 V. c./ v.a. j ,
2 V. c./ V.a
io V. c./ V.. V.c.i V. cholerae
3 V. c./ V.a. v.a.: V. alginolyticus
7 V. e./ V.a. V.p.1 V., parahaemolyticus
18 V. ¢./ V.a. V.m.: V. mimicus ’
9 V. a. V.v.1 V., vulnificus
— 3 v.c./ V. a. V.f.: V. Eluvialis
—‘E i? V'vc‘/ V. a. v.an: V. anguillarum
. a. -
8. nan identifiée ::': :' :zf::ﬂ‘;;:‘
R N 13 V. c./ V. a. el
7 V. 8.
| 73 V. a.
——E 28 V. a non identifiée
! 20 V., a.
104 V. a.
102 v, a.
21 V. ec./ V. a.
L. 34 V. e./ V. a.
i 97 V. c./ V. a.
81 V. a.
—~ 99 v.c./ V. a.
100 V. e./ V. a.
it v. c./ V. a.
29 v, a. non identifiéde
31 V. c./ V. a.
105 | v.c./ V. a.
L__:: 35 v, a.
98 v.c./ V. a.
22 V. e./ V. a.
- 15 non identifiée
23 non identifide
36 v, a.
; 5 non identifjce
l 15 V. a. non identifiée
6 V. c./ V. a.
:: 16 v, ¢c./ V., a,
] 56 V. a.
66 V. a,
59 V. a.
67 V. p. non identifiéde
68 V. p. non identifiée
71 V. p. non identifiée T
69 v. p. non identifiée
1 72 V. p.
25 non ldentifiée
12 V. a,
37 non identiflée
—] 63 ToV.oa.
| 65 V. a.
64 V. a.
106 V. a.
‘ 1 4 P, m.
[ — 2 v e
I 30 v, a,
— 60 V. a.
= 61 . V. a,
| 62 non 1dentiflde
14 V. a.
| L - 19 v, e,
. 33 V. p.
| I V.p. CIP 7330 v. p.
27 V. a.
T = b
! 109 V. a.
4 70 V. p.
| _ 107 v, a. non ldentiflée
V.p. CIP 7063 V. p. —
i P V.a. v, a. — II
V. m. ATCC 33653 V. c. T
I I V. v. ATCC 27562 X x e
t 12 < he
L 76 A, b, ]31:
| v e 2386 A h -
—— 38 A. h.
| ' 43 AL b
17 A. h.
= & i
I 88 A, h.
e — 49 A. h.
[ 52 A. h.
91 non identifliée
. 82 A. h, non identifide
| ) 83 non identifiée 4
85 non identifiée
| i an «
54 non identifide )
l 94 A. h,
47 A. h,
57 A. h.
' 92 non identifiée X
93 A. h.
l 40 A, h, v, E, .
— 95 A. h, »
l 39 non identifiée v. £
45 AL h, v. f.
r—— 1o A. h v. £./ A. h,
| 103 A. h. v. £./ A.h.
96 non ldentifiée
| 42 A. h. v, E,
- 53 A. h. non identifiée
| 44 A. h. V. £
86 A, b, V. F . .
. 51 non identifiée ’ . '
| H . 80 V. c./ A, h, )
—-—l N — 84 A. h.
l : 87 A, h, V. £./ A, h,
l—-——-- 90 A, b, v. £
118 P, m.
| 1 no P, m. P. m./ V. £,
A.h.CIP 5749 A, b, A. h./ V. £,
l 89 non identifide — :
41 non identifiée —J XT
| T :g non identifiée ]
A. h.
e— 58 A. h, yir
l - 79 A b : —
101 A. h, non ldentifiée
___{ 113 P.om,
‘ [ tis P. wm, .
| | 16 P.om T
[ T———— 17 P. m,
. . V. an.ATCC 19264 A. h.
| [T V. an. CIP 5336 A h. _— .
. L_._..___—. V. an. CIP 408 A. h, . ]
| : . ‘ ‘ . . ——

55 6 65 0 75 80 8 90 95 100%



74

Le nonbre de phénons differencies au niveau de similitude choisi
(75 %) est de 8.

- Le phenon I regroupe 70 souches, dont les 2 souches de V.
parahaemolyticus de réference CIP 7330 et CIP 7063. Il s'agit
essentiellement de souches de Vibrio : V. alginolyticus,

discrimination insuffisante entre V. cholerae et V. alginolyticus, et

V. parahaemolyticus (identification API 20 E). Font egalement partie

de ce groupe, 7 souches non identifiées API 20 E : n° 8, 75, 23, 5,
25, 37 et 62, ainsi que la souche n° 4 identifiee comme P. multocida.

On ne distingue pas de sous-phénon différenciant les V.

alginolyticus des souches de discrimination insuffisante entre V.

cholerae et V. alginolyticus : notre hypotheése est donc confirmee

selon laquelle ces souches halophiles strictes seraient des V.
alginolyticus.

Il est intéressant de noter que les 7 souches non identifiées
dans ce phénon s'etaient revelées sensibles au 0/129, halophiles
strictes, et utilisaient de 11 a 15 substrats sur 16 testés : leur
appartenance au genre Vibrio est donc confirmee. La souche n° 105,
pourtant non halophile se place parmi des souches halophiles, avec un
coefficient de similitude éleve (94 %). Il en est de méme des souches
64 et 104 dont l'identification présomptive etait V. alginolyticus.

- le phénon II n'est constitue que d'une seule souche : souche de
V. alginolyticus provenant du departement de microbiologie du Dr. R.R.
Colwell, mais qui n'est pas a proprement parler, une souche de

reference.

- Le phénon III regroupe 2 souches de référence : V. mimicus
ATCC 33653 et V. vulnificus ATCC 27.562. Ces 2 souches n'ont
logiquement, qu'un coefficient de similitude de 77 %.
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- Le phénon IV est egalement un petit phénon, ne regroupant que

3 souches, dont la souche de reference V. fluvialis biotype I, 2386.
Les deux autres souches sont des A. hydrophila, selon 1l'identification
API. Or la souche n° 12 avait retenu notre attention, du fait de son

halophilie, de sa sensibilite au compose vibriostatique, et du nombre
eleve (11) de substrats utilisés comme seule source de carbone et
d'énergie. Il semble donc qu'il s'agisse d'un V. fluvialis.

Le cas de la souche n° 76 est un peu différent, car bien que
non-halophile et resistante au 0/129, elle présente un degre de
similitude eleve (88 %) avec la souche de référence V. fluvialis.

- Le phénon V regroupe l'ensemble des A. hydrophila : 26
souches, ainsi que 9 souches non identificées, P. multocida (n° 118 et

119) et 1 discrimination insuffisante entre V. cholerae et A.
hydrophila (n° 80). La souche de référence A. hydrophila CIP 5749 est
egalement menbre de ce phenon.

Les 9 souches non identifiees (n°® 91, 83, 85, 54, 92, 39, 96, 51
et 89) sont non-halophiles, résistantes au 0/129 et utilisent moins de
11 substrats sur 16 testés, comme seule source de carbone. Il est donc

confirme que ces souches appartiennent au genre Aeromonas.

La souche n® 80 (qui était résistante au composé vibriostatique)
est egalement assimilee a A. hydrophila. Enfin, 2 souches identifides
comme’ P. multocida sont proches de la souche de reférence. Nous les
considerons comme A. hydrophila, malgré 1'halophilie de la souche n°
118.

- Les phénons VI et VII sont composés, respectivement, de 1
souche non identifiee (n° 41) et de 4 souches (3 A. hydrophila et 1
souche non identifiee).

Ces 2 phénons sont reliés a un niveau légérement inférieur au
niveau de coupure du dendogramme (74 %), avec le phénon précedent

(Aeromonas) . Il s'agirait donc d'une autre espece d'Aeromonas.
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- Le phenon VIII regroupe 8 souches, dont les 3 souches de
réference de V. anguillarum (ATCC 19264, CIP 408 et CIP 5336), 4

souches P. multocida et 1 A. hydrophila. Les 3 souches de V.

anguillarum forment un sous-phénon net ayant peu de similitude avec

les autres souches. Celles—ci sont halophiles, inhibées par le compose
vibriostatique mais n'utilisent que 5 a 7 substrats carbones. Nous
avons vu que l'identification P. multocida ne pouvait etre acceptee,

compte-tenu de la mobilité de ces souches. En l'occurence, nous les
considererons comme non identifiées car nous ne pouvons pas, dans les

limites de cette etude, les assimiler a une espece bacterienne.

Nous tiendrons compte, a ce niveau de la discussion, des
modifications observees dans les identifications avec la derniére
edition du catalogue analytique API. Ces identifications sont
reportees sur le dendogramme. On remarque que 4 des 5 souches du

groupe de V. parahaemolyticus isolé par rapport aux souches de -

reference, deviennent non identifiées. 4 souches de V. alginolyticus

sont dans le meme cas, tout en etant dispersées. V. mimicus ATCC 33
653 et V. fluvialis 2386 sont, cette fois, correctement identifies. De
meme, la souche n° 76 se voit confirmee par 1'identification V.

fluvialis. C'est dans le phénon V, regroupant les Aeromonas, que le
plus grand nombre de souches ont leur identification modifiée. Ainsi,
12 souches (dont A. hydrophila CIP 5749) deviennent soit V. fluvialis,
soit la discrimination est insuffisante entre A. hydrophila et V.

fluvialis. L'ambiguité de la détermination API en ce qui concerne A.
hydrophila et V. fluvialis apparalt ici nettement.

On notera egalement, que V. anguillarum n'est pas identifie
comme tel, quelle que soit l'edition du catalogue analytique.

En résumé, les souches etudiees se repartissent, grace a cette

classification numerique, en 3 grands groupes :

- groupe des Vibrio
- " " A. hydrophila

- de souches non identifiées et V. anquillarum.
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Le but de cette classification numéerique n'était pas de réaliser
une taxonomie détaillée des souches étudiées (nous aurions choisi un
nombre plus grand de caractéres et de souches de reference) mais bien
de verifier la validité de 1l'identification donnée par le systeme API
20E. Et d'autre part, d'évaluer 1'hétérogéneite de la flore isolee.

En ce qui concerne le premier point, il se présente 2
eventualites :

1) 1'identification API est confirmee pour :
- 100 % des Vibrio,
- 80,65 % des Aeromonas .

2) les souches non identifiées API se répartissent parmi :
- les Vibrio : 8 souches
- les Aeromonas : 12 "
- inclassables : 6 " dont 2 assez proches des Aeromonas et 4
plus différenciees.

Remarque : les souches P. multocida sont considérées non

identifiees, ainsi que la souche de discrimination insuffisante entre
V. cholerae et A. hydrophila.

L'identification API 20E des bactéries du genre Vibrio senble
donc satisfaisante, tout au moins jusqu'au stade du genre.

Par contre, pres de 20 % des souches identifiées comme A.

hydrophila ne sont pas confirmees par la classification numérique.

La recherche de 1'halophilie et de la sensibilite au compose
vibriostatique comme caracteres complémentaires des gammes API 20E est
recommandee par certains auteurs (Maugeri et coll., 1983; Seidler et
coll., 1980). Ces 2 caracteres nous apparaissent en effet
indispensables pour separer V. alginolyticus et V. cholerae, V.

fluvialis et A. hydrophila, ainsi que pour infirmer une identification
(V. anguillarum).

La recherche de la mobilité est eégalement essentielle.
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Le deuxieme objectif de la classification numérique entreprise
etait 1'etude de la diversite des souches isolees dans chaque zone
d'étude. La connaissance de la diversité des biotypes rencontres
permet d'evaluer le risque sanitaire lie a la proliferation d'un
biotype.

Pour cela, nous avons comparé a chaque niveau de similitude, le
nombre de souches non regroupées. Plus le nonbre de souches isolées
est grand aux niveaux bas de similitude, plus la flore sera
hetérogéne. On obtient donc, pour chaque zone geographique d'origine,
les résultats suivants :

| % souches non regroupees

| Niveau de similitude [

i I Brest { St Brieuc

| |

| 100 93,42 | 94,3

I 99 I " I " l
| 98 [ 77,6 | 85,7 |
| 97 | " | 82,86 .
| 96 | " | 77,14

[ 95 | 56,58 | 74,29 [
| 94 | 38,16 | 71,43 |
| 93 | 28,95 | 57,14 |
| 92 | 27,63 | 45,71 |
| 91 | 22,37 | 28,57 [
| 90 | 18,42 | 22,86 [
| 89 I " l 20 |
% 88 = 13,14 = 17,14 1

On remarque que les souches isolées de la rade de Brest se
regroupent tres vite, puisque au niveau de 95 % de similitude,
seulement 56,6 % des souches restent non agregées, et au niveau de
90 ¥ de similitude, 18,4 %.

. Par contre, pour la baie de St Brieuc, le pourcentage de souches
non regroupees a 95 % de similitude est de 74,3 et a 90 %, de 22,9.
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Quant aux souches provenant de moules de l'estuaire de la
Vilaine, elles se regroupent, pour 3 d'entre elles a 97 % de
similitude, les 3 autres n'etant associees qu'a des niveaux inférieurs
a 90 %.

La flore des Vibrionaceae isolées en rade de Brest apparait donc

relativement homogene. Sans aucun doute, faut-il garder a 1'esprit les
dimensions de cette classification numérique : 43 caractéres ont éte
utilisés, et l'on peut discuter leur valeur discriminante. Cependant,
par cette meme classification, on observe une flore beaucoup plus
hetérogene, en baie de St Brieuc, plus largement ouverte sur la mer,
et dont les eaux sont sans doute plus frequemment renouvelees que
celles de la rade de Brest.

VIII. OBSERVATION D'UN CARACTERE INSTAELE

Lors de cette etude, nous avons observe l'instabilité chez nos

souches de V. parahaemolyticus, du caractere de fermentation du

saccharose. Ce phénoméne n'ayant pas eté decrit, a notre connaissance,
dans la litterature, il nous a semble interessant de rechercher
l'explication de cette variation biochimique. Certains auteurs
mentionnent toutefois des souches de V. parahaemolyticus fermentant le

saccharose : Fujino et coll. (1974) en dénonbrent 2 sur 200 souches
d'origine marine et humaine, Colwell (1970) également 2 sur 35 souches
etudiées, et Ayres et Barrow (1978), 6,9 %. Il s'agit dans ces cas, de
souches trouvees d'emblee fermentant le saccharose et non pas d'une
variation de ce caractere.

En effet, a 1l'isolement, nos souches s'étaient montrées
saccharose (S) - sur milieu TCBS et en API 20E. Apres plusieurs
sub-cultures, un isolement sur milieu TCBS a révelée un mélange de
colonies saccharose + (jaunes) et saccharose - (vertes). Apres
verification en milieu andrade-peptone additionne de saccharose,
toutes nos souches de V. parahaemolyticus preésentent cette variation.

Il s'agit des 7 souches incluses dans l'etude phénotypique precédente,
et de 4 souches non prises en compte.
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A noter egalement, une souche (n° 31), a l'origine S +, montrant
le méme phénomene. La variation s'effectue majoritairement dans le
sens - -» +.

La comparaison des caracteres biochimiques API 20E, de
1'auxanogramme et de la resistance aux antibiotiques des variants
saccharose + avec les souches d'origine, ne fait pas apparaltre
d'autre caractere covariant.

Differentes hypothéses sont envisageables pour expliquer cette
instabilité du caractére saccharose :

- la conversion lysogenique des souches S - : le prophage
intégrée au DNA chromosomique bactérien muterait le géne
saccharose. La perte du prophage permettrait alors
1'expression du gene.

- présence de plasmides : un transposon est intégre dans le DNA
bacterien, au niveau du gene saccharose, et sa transposition
sur un plasmide permettrait la lecture du gene. Il y aurait
donc, chez les souches S +, un, ou des plasmides de taille
superieure a ceux des souches S -.

Ces 2 eventualites ont donc ete etudiees :

1) Recherche de bacteriophages :

On peut envisager plusieurs roles joués par un bactériophage
terpéré :

- V. parahaemolyticus S - ayant un prophage intégré dans le DNA
chromosomique et masquant le gene saccharose. La perte spontanee de ce
prophage permet 1'expression du géne : la bactéerie devient S + .

- V. parahaemolyticus S - devient lysogene pour un prophage
porteur du gene saccharose.

Pour la mise en évidence de bactériophages, nous avons induit
nos souches S - aux U.V., puis a la mitomycine C.
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a) induction aux U.V.:

Une suspension de chacune des 7 souches S — est realisee dans 10
ml d'eau peptonee salee a 1 %. Chaque suspension (10’ bact./ml) est
exposée aux U.V. dans une boite de Pétri sans couvercle, pendant
differents temps : 30 s., 1,3 et 4 minutes. La suspension est incubee
6 heures a 37° C puis filtree sur Millipore R ge porosite 0,45 ym, de
fagon a recueillir dans le filtrat, les phages libéres. On depose une
goutte de ce filtrat a la surface d'une gelose trypticase-soja
prealablement ensemencée en nappe par la souche de départ, et séchée.
Apres 18 heures d'incubation a 37° C, 1'cbservation d'une lyse de la
culture bacterienne au niveau du "spot" indique la présence de
bactericphages.

Pour aucune des souches testées nous n'avons obtenu de plage de
lyse, quel qu'ait eté le temps d'exposition aux U.V.

b) induction a la mitomycine C :

L'induction a la mitomycine C (SIGMA) a eté effectuee sur

/1)

cultures en phase exponentielle de croissance. 50 pl d'une solution
0,1 mg/ml de mitomycine C sont ajoutés a 5 ml d'une culture de 3
heures en bouillon trypticase-soja. Aprés 18 heures d'incubation a
37° C, le bouillon est filtre sur Millipore 0,45 um et une goutte du
filtrat est deposée a la surface d'une gélose trypticase-soja
ensemencee par la souche de départ. De méme que par la précédente

technique, nous n'avons pas observe de lyse bacterienne.

I1 ne semble donc pas qu'un bacteriophage soit a l'origine de
l'expression du geéne saccharose chez nos souches de V.
parahaemolyticus. Peu de cas de V. parahaemolyticus lysogénes ont ete
signales dans la 1ittératgre : Nakanishi et coll. (1966) ont isole

spontanément un phage a partir d'une souche lysogéne. De méme
Taniguchi et coll. (1984) rapportent le cas de 2 souches a partir
desquelles ils ont isole un phage sans induction particuliere. Mais
aucun de ces phages n'a eté trouve etre a l'origine d'une variation
phenctypique.
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2) Recherche de plasmides :

Dans un deuxieme temps, nous avons voulu savoir si le caractere
saccharose etait transferable. Pour cela, nous avons realise :

- une conjugaison entre souches S + et S -
- une extraction de plasmides.

a) conjugaison

Nous avons realiseé une conjugaison visant a mettre en
evidence un transfert entre souches S - et souches +. Des mﬁtants
résistants a la streptomycine chez 6 souches S + ont été sélectionnés
sur un gradient de Zybalski (Manual of methods for general
microbiology, ASM, 1981). La résistance a la streptomycine est
employee comme marqueur chromosomique de la souche réceptrice. La CMI
des mutants est déterminée sur gélose trypticase-soja additionnée de
streptomycine : elle est pour la totalité des souches superieure ou
egale a 1000 pg/ml. Chaque mutant S + resistant est mis en culture, en
bouillon trypticase-soja, avec la souche S - sensible (CMI 12,5 ug/ml)
correspondante. Apres incubation de 18 heures a 37° C, les bouillons
sont repiques sur milieu TCBS contenant de la streptomycine a la
concentration de 1000 pg/ml. On recherche alors la présence de

colonies S - représentant les bacteries receptrices.
Aucune des 6 conjugaisons effectuées n'a permis d'isoler de
telles colonies. Il apparait donc que le caractere saccharose n'est

pas transferable par conjugaison (plasmide conjugatif).

b) extraction de plasmides :

Nous avons recherché d'éventuels plasmides, a la fois chez les
souches S - et les souches S +, soit un total de 16 souches.

La technique d'extraction utilisée est celle de Hansen et Olsen
(1978), avec action du lysozyme et SDS (Sodium dodecyl sulfate),
denaturation alcaline de 1'ADN chromosomique, précipitation des
protéines par le mélange SDS-NaCl, et enfin précipitation de 1'ADN
plasmidique par le PEG. L'extraction a éte faite a partir d'une
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culture en BHI (annexe 2) de 20 ml. Les extraits sont ensuite soumis a
une electrophorese horizontale en gel d'agarose (0,7 %) et tampon
tris-borate (TEE).

On repartit dans chaque puits, 20 pl d'extrait, 10 pul de RNase,
et 10 ul de colorant (bleu de bromophénol 0,0l g ; saccharose 1 g ;
SDS 0,2 g pour 10 ml d'eau).

Apreés migration de 2 heures a 120 Volts, le gel est colore au
bromure d'éthidium (solution a 0,5 pg/ml) pendant 15 minutes a
1l'obscurite. Apres ringage a l'eau distillée, on observe le gel en
lumiere ultra-violette.

Une souche de V. parahaemolyticus, porteuse du plasmide R 16
(a) : TN 1527 (fournie par M. COURVALIN, Institut Pasteur, PARIS) a
ete utilisée comme témoin positif. La taille de ce plasmide est

d'environ 100 kilobases.

Aucune des souches etudiées ne présente de plasmides.
L'hypotheése d'un transposon intégre au chromosome et masquant le gene
saccharose n'est pas ecartée, mais apparemment, ce transposon ne se
transpose pas sur un plasmide.

Les differentes etudes relatives a la recherche de plasmides,

chez V. parahaemolyticus n'ont pas mis en eévidence de correlation

entre la presence de plasmides et des caracteéres biologiques (Guerry
et Colwell, 1977 ; Arai et coll., 1983).

Des experiences d'insertion d'un transposon connu dans le
chromosome de souches de Vibrio ont eté menées, creant des "mutations”

(Thomson et coll., 1981; Belas et coll. 1984).

3) En conclusion, l'instabilité du caractere saccharose de nos

souches ne semble pas lie a la présence de prophages (conversion
lysogénique), ni a celle de plasmides. L'hypothése la plus seduisante

est celle d'un transposon ayant un effet "mutagene" par intégration au
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niveau du gene saccharose, ou par perturbation de la lecture de ce
géne. Des etudes complémentaires sont donc nécessaires pour apporter
1'explication de ce phénomene.

L'importance du caractére saccharose pour la différenciation V.

parahaemolyticus/V. alginolyticus est largement reconnue dans la

littérature, bien que des exceptions aient ete relevees.

Il est intéressant de noter que nos souches identifiées V.
parahaemolyticus, ainsi que les souches de reference,ne se placent pas
dans un phénon distinct des V. alginolyticus, lors de la
classification numérique. L'instabilité du caractére saccharose
conforte cet état de fait.




ETUDE DU POUVOIR PATHOGENE HUMAIN
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I. INTRODUCTION

A - Vibrionaceae rencontrées en pathologie humaine

Les bacteries de la famille des Vibrionaceae occupent depuis

plusieurs années, une place grandissante dans le domaine du pouvoir
pathogéne humain. A coté de V. cholerae, agent du choléra, et connu

depuis la fin du XIXe siécle, de nombreuses espéces ont eté reconnues
recamment responsables d'infections ches 1'homme.

Nous en ferons une rewvue rapide :
1) V. cholerae :

La septiéme pandémie de choléra a debuté en 1961 en
Indonésie et se poursuit encore actuellement, touchant 1l'Asie du
Sud-Est, 1'Afrique et 1l'Europe orientale. Responsable de cette
pandemie, V. cholerae biovar eltor, est un biotype de V. cholerae
(OMs, 1981). La pathogénicite de V. cholerae est liee a la production
d'une exotoxine protélque, thermolabile, ainsi qu'a son pouvoir
d'adhesion aux entérocytes. La toxine cholérique a eté tres étudiée et
on en connalt maintenant la structure et le mode d'action (Gemmel,

1984). Elle est formee de sous-uniteés ayant chacune un role
parﬁiculier : les sous-unités B se fixent sur des récepteurs
membranaires (gangliosides GM1l) permettant le detachement des
sous-unites A et leur pénetration dans la cellule. Il y a alors
activation de l'adenyl-cyclase, entralnant la formation d'AMP-cyclique
a partir de 1'ATP (fig 12). Il s'ensuit une inhibition de 1'absorption
active d'ions Na+ par la cellule et par contre une stimulation de la
secretion d'ions Cl- et d'eau dans la lumiere intestinale, d'ou une
diarrhee profuse pouvant entralner la mort par déshydratation.
Plusieurs hypotheses expliquant le phénomeéne de colonisation de la
muqueuse intestinale par V. cholerae ont eté avancees : production de
mucinase, d'hémagglutinines, présence d'antigenes flagellaires,
chimio-tactisme, et récemment, action de la toxine cholérique
elle-meme (Pierce et coll., 1985).
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Fig. 12 : Mécanisme d'action de la toxine cholérique (d'apres Alouf,
1982).

Les bacteries restent strictement localisées a l'intestin,

et il n'y a pas franchissement de la barriere cellulaire.

La contamination se fait essentiellement par voie orale, par
1'intermediaire d'eau ou d'aliments souilles.

La survie de V. cholerae dans l'environnement a ete

recemment montrée, notamment aux U.S.A. dans des zones indemnes de
pollution fecale (Colwell et coll., 1981). Hug et coll. (1983) ont
observé une association étroite avec des &léments du zooplancton
(Copépodes) apportant ainsi des éléments nouveaux dans la connaissance
de 1'écologie de V. cholerae.
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2) V. cholerae -~ non Ol :

Longtemps, V. cholerae serotype 0, a etée consideré comme
seul pathogene, a 1l'exclusion de Vibrio trés proches sur le plan
biochimique, mais n'agglutinant pas en serum anti-0, (Vibrio "NAG" :
non -agglutinables,ou "VNC" : Vibrio non-cholerae). Depuis peu, la
responsabilité de ce groupe de Vibrio a été mise en evidence dans des
episodes diarrhéiques (OMS, 1981) ainsi que dans des infections extra-
intestinales (Hughes et coll., 1978b). La pathogenicité de ces
bacteries serait liee a la production d'une enterotoxine identique au
point de vue immunologique et biologique a la toxine cholerique (Craig
et coll., 1981),tout au moins pour certaines souches. Certaines
diarrhées a V. cholerae non Ol sont sanglantes et seraient dues,
d'apres Honda et coll. (1985a) a une hémolysine semblable a celle de
V. parahaemolyticus. Une toxine thermo-stable (ST) a également ete

mise en evidence par ces mémes auteurs. Enfin, certaines souches

seraient invasives (Robins-Browne et coll., 1977).
3) V. mimicus :

Cette espece, decrite en 1981 (Davis et coll) est proche de

V. cholerae sur le plan phénotypique. V. mimicus a eté isolé aussi

bien d'eau et de coquillages que de selles diarrheiques. C'est
pourquoi plusieurs auteurs ont étudié le pouvoir pathogéne de V.
mimicus : Davis et coll. (1981) ont mis en evidence deux toxines : une
thermo-labile, proche de la toxine cholerique, et une thermo-stable.

La toxine thermo-labile serait plus proche antigeniquement
et sur le plan de l'activite biologique de la toxine cholerique que de
la toxine LT des E. coli enterotoxinogenes (Spira et Fedorka-Cray,
1983, 1984) ce qui a été confirmé par Dotevall et coll. (1985). Sanyal
et coll. (1983) ont d'autre part observe un pouvoir invasif chez
certaines souches de V. mimicus.
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4) V. parahaemolyticus :

Le pouvoir pathogéne de ce Vibrio halophile a éte demontre
pour la premiere fois, au Japon, en 1950. Il est essentiellement
responsable de gastro-enterites aprés consommation de coquillages ou
de poissons insuffisamment cuits (Joseph et coll., 1982). Bien que
d'evolution le plus souvent bénigne, les diarrhées cbservees peuvent

avoir des conséquences graves par deshydratation.

Le mecanisme de la pathogénicité de V. parahaemolyticus est

encore inconnu, malgré les nombreuses etudes qui lui ont ete
consacrées. L'observation d'un pouvoir hemolytique (phénoméne de
Kanagawa) de la majorité des souches isolées de selles diarrheiques a
amene Sakazaki et coll. (1968b) a etablir une correlation entre
pouvoir pathogene et phénomene de Kanagawa (KP), d'autant que seules
1 % des souches isolees de 1l'environnement présentaient la meme
propriete. Cette observation a éte confirmee par de nombreux auteurs
(in Joseph et coll., 1982). L'hypothése avancee par Sakazaki et coll.
(1974) serait que les souches KP + se multiplient sélectivement dans
1'intestin, au detriment des souches KP - pourtant ingérées en plus
grand nombre.

Cependant, l'hémolysine ne peut expliquer le pouvoir
pathogene de V. parahaemolyticus. Les recherches d'une toxigenése ont

apporté des resultats variables selon les auteurs mais aucune toxine
n'a pu etre veritablement identifiee (Joseph et coll., 1982).

D'autres facteurs de virulence, tels l'adhesion ou/et
1l'invasion cellulaire n'ont pas eté clairement impliqués dans le

mécanisme du pouvoir pathogéne de V. parahaemolyticus. Nous

reprendrons plus en detail cette discussion lors de 1'etude de la
pathogenicité de nos souches de V. parahaemolyticus.
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5) V. vulnificus :

Désigne egalement sous le nom de "Vibrio-lactose positif",
ce Vibrio halophile a fait preuve d'une pathogénicite particuliere
chez 1'homme. Deux grands tableaux cliniques ont eté decrits (Joseph
et coll., 1982; Colwell, 1984) :

a) septicémie consecutive a la consommation de coquillages

contamines, avec evolution fulgurante.

b) surinfection de plaies, apres contact avec de l'eau de

mer ou des animaux marins.

La dissemination rapide de la bactérie dans tout 1'organisme
serait due a son pouvoir de resistance a la phagocytose (Kreger et
coll., 1981). L'observation d'une cellulite, de léesions
erythemateuses, de necrose au niveau du derme a suggeré 1'intervention
d'un deuxiéme facteur de virulence. Kreger et Lockwood (1981) ont

ainsi isole une toxine extracellulaire, cytotoxique et proteéasique.

Certains auteurs ont noté une predisposition des
insuffisants hépatiques aux infections par V. vulnificus (Shirouzu et
coll., 1985).

" 6) V. fluvialis :

Autre Vibrio a l'origine de gastro-enterites, V. fluvialis a
été isolé dans différentes régions du globe (Joseph et coll., 1982).

Le mecanisme exact de pathogeénicite de V. fluvialis n'est

pas encore connu. Cependant, plusieurs substances ont eté mises en
evidence, comme une entérotoxine (Seidler et coll., 1980) une
cytolysine (Lockwood et coll., 1982) et une cytotoxine (Wall et coll.,
1984).
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V. furnisii, ancien biotype gazogene de V. fluvialis,a ete
egalement isole de selles diarrheiques (Bremner et coll., 1983).

7) V. alginolyticus :

V. alginolyticus est rarement implique dans des episodes

diarrheiques, mais possede toutefois un certain pouvoir pathogene. Il
est, en effet, possible de l'isoler dans des cas d'infections
superficielles, telles que otites, conjonctivites, lesions de la peau,
surinfections de plaies et de brulures (in Blake et coll., 1980). Un
contact avec de l'eau de mer est a l'origine de ces contaminations,
avec cependant, des exceptions (Schmidt et coll, 1979).

8) V. damsela :

Decrit par Love et coll. en 1981, V. damsela a eté reconnu
responsable d'infections chez 1l'homme, en etroite relation avec le
milieu marin. Il s'agit essentiellement, d'apres une etude du Center
of Diseases Control aux U.S.A., de surinfections de blessures (Morris
et coll., 1982).

L'identification de deux types d'hemolysines secrétées par
V. damsela n'a cependant pas apporté d'eéléments décisifs quant a la
comprehension du pouvoir pathogene (Clarridge et coll., 1985).

9) V. hollisae :

Egalement decrit récemment (Hickman et coll., 1982) V.
hollisae montre une pathogenicite proche de V. cholerae non 0,. Il
est, en effet, isolé le plus souvent de selles diarrhéiques, et ces
gastro-entéerites se declarent aprés consommation de coquillages
(Morris et coll., 1982).
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10) A. hydrophila :

Parallelement a ce nombre croissant d'especes de Vibrio
rencontrees en pathologie humaine (du certainement a une meilleure
distinction des differentes espéces), une autre bactérie des
écosystemes hydriques et appartenant a la famille des Vibrionaceae, A.

hydrophila, intervient de plus en plus souvent dans divers syndromes
infectieux chez 1'homme (Davis et coll., 1978).

Cette bactérie est isolee le plus souvent dans des cas de
diarrhées (Lyungh et coll., 1977; Agger et coll.; 1985,
Von Graevenitz, 1980) mais egalement lors de septicémies a porte
d'entrée intestinale (Picard et coll., 1984), utérine (Roche et coll.,
1980) ou externe, par blessures en milieu hydrique (Fraire, 1978) ou
apres hémodialyse (Ramsay et coll., 1978). Des cas de méningites
(Qadri et coll., 1967), d'endocardites (Davis et coll., 1978), de
surinfections de plaies (Hanson et coll., 1977) ont été également
reportes.

De nombreuses etudes ont eté consacrees au mode de
pathogénicité de A. hydrophila. Il est maintenant établi que certaines
souches produisent une entérotoxine thermo-labile, non neutralisee par
un serum anti-toxine cholérique ou anti-entérotoxine LT de E. coli

d'apres certains auteurs (Lyungh et coll., 1981). Mais pour d'autres,
il existe une communauté antigenique avec la toxine cholerique (Honda
et coll., 1985b; James et coll., 1982).

La mise en evidence de cette entérotoxine peut etre genée
par l'action d'une protéine cytotoxique, mais qui est dénaturée a
temperature plus basse (56° C) que l'enterotoxine (60° C) (Lyungh et
coll., 1977, 1981). ‘

Cette entérotoxine serait moins active, a poids egal, que
la toxine cholérique, bien que ses effets biologiques dans les
differents modeles cellulaires et animaux testés soient identiques.
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Mais d'apres Cumberbatch et coll. (1979) l'effet
entéropathogene serait di a une toxine cytotoxique, differente de
1'entérotoxine cytotonique. D'autre part, la relation entre origine
diarrhéique des souches etudiées et pouvoir toxinogéne n'est pas
toujours nettement etablie : une etude de Turnbull et coll. (1984)
rapporte seulement 56 % de souches toxinogenes parmi des souches
isolees de selles diarrheiques.

De méme, Morgan et coll. (1985) soulignent l'écart
enregistre entre les résultats des tests classiques de virulence (cf.
ci-apres) et les diarrheées cbservées apres administration orale a des
volontaires de souches d'A. hydrophila.

I1 convient de noter, que pour certains auteurs, le pouvoir
entéropathogéne serait associé & des caractéres biochimiques
particuliers, en l'occurence la présence d'une lysine-décarboxylase et
d'une réaction de Voges-Proskaluer positive (Kaper et coll., 1981,
Cumberbatch et coll., 1979). Burke et coll. (1983) ont propose un
scheéma de detection des souches entéropathogénes de A. hydrophila base
sur une reaction de VP positive, une fermentation de l'arabinose
négative et d'un test d'hémolyse d'erythrocytes de lapin.

La capacité d'adhésion de certaines souches de A.
hydrophila a eté mise en évidence sur cellules epithéliales buccales
(Atkinson et Trust, 1980) et serait liée a la presence de pili. Selon
le principe des tests d'hémagglutination utilises pour E. coli, Adams
et coll. (1983) rapportent 39 types différents en fonction du sucre
inhibiteur, et du type d'erythrocytes.

Enfin, Lawson et coll. (1985) ont rapporté le pouvoir
invasif de certaines souches en cultures de cellules HEp-2, montrant

qu'un syndrome dysentérique peut etre causé par A. hydrophila.
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11) A. sobria :

A. sobria a eté impliquée dans des eépisodes diarrhéiques et
la secrétion d'une entérotoxine a été montree (Turnbull et coll.,
1984; Champsaur et coll., 1982). Une hémolysine et une cytotoxine sont
egalement produite dans certains cas (Joseph et coll.,1979). Watson et
coll. (1985) n'ont pas trouve de correlation nette entre
l'enterotoxigénese, le pouvoir invasif et 1'hemagglutination

fucose-resistante.

12) Pl. shigelloides :

Pl. shigelloides peut étre rencontré en pathologie humaine,

le plus souvent a 1'origine de diarrhées (Tsukamoto et coll., 1978;
Richard et coll., 1978). Quelques cas d'infection extra-intestinale
ont éetée reportes (in Von Graevenitz, 1980). Le mécanisme de

pathogénicité de Pl.shigelloides est encore inconnmu : Pitarangsi et

coll., (1982) ne trouvent pas d'effet cytotoxique, ni de pouvoir de
dilatation ileale chez le lapin ou le souriceau.

En conclusion de cette revue bibliographique, nous constatons

que les bacteries de la famille des Vibrionaceae ont pour pouvoir

pathogene dominant le declenchement de gastro-entérites. Mais nombre
d'entre-elles se comportent egalement comme pathogenes opportunistes
apres contact avec le milieu marin, ou plus genéralement, un milieu
aquatique.

Les mécanismes de pathogénicité sont encore mal connus pour de

nombreuses especes et les resultats obtenus, fragmentaires.

Avant d'aborder 1'etude du pouvoir pathogene de nos souches,
nous passerons en revue les différentes méthodes utilisées pour la
recherche d'un pouvoir entéropathogene.
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B - Mothodes de mise en evidence d'un pouvoir entéropathogéne :

Trois facteurs de virulence bactérienne peuvent intervenir dans
le déclenchement d'un épisode diarrhéique :

- adhéerence aux cellules intestinales permettant la
colonisation de la muqueuse ;
- production de toxines ;

- invasion cellulaire.
L'adhérence bactérienne aux entérocytes est nécessaire, tandis
que la production de toxines peut s'accompagner (Shigella) ou non (V.

cholerae) d'une invasion cellulaire.

Pour la mise en évidence de ces facteurs de pathogénicite,
differents modéles et tests sont employes : ’

1) adhésion cellulaire

a) test d'adherence a la bordure en brosse d'entérocytes de

lapin :
Decrit par Cheney et coll. (1980), ce test in vitro
apparalt contestable compte-tenu de la specificite des récepteurs

cellulaires intervenant dans l'adhesion.

b) cultures cellulaires :

Différentes lignées de cellules peuvent étre employées :

. cellules HeLa (hetéroploides d'un carcinome de col
utérin)

. cellules HFI (human fetal intestine)

. cellules épitheliales buccales.
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Apres mise en contact breve de cultures bacteriennes avec
une culture cellulaire, on évalue au microscope la proportion de
bacteries adhérentes.

c) hemagglutination :

Chez E. coli, les structures protéeiques (pili ou
fimbriae) responsables de 1'adhésion sont egalement hemagglutinantes.

Selon les erythrocytes agglutines (de mouton, de boeuf,
de cobaye...) on peut les classifier, ainsi que par leur resistance a
cette agglutination en presence de mannose.

Le principe de ce test a eté etendu aux Vibrio et
Aeromonas (Reyes et coll., 1983, Atkinson et Trust, 1980, Burke et
coll., 1984).

2) toxinogenese :

Les tests les plus anciens sont realisés sur animal, in vivo
(Alouf, 1982).

a) modeles animaux :

- anse ileale ligaturée de lapin :

aprés injection de la souche bacterienne ou de la
toxine isolee dans une anse ligaturee, on mesure 1'augmentation de
volume et de poids due a une accumulation de liquide dans la lumiére
intestinale : c'est le pouvoir de dilatation d'une anse ligaturee
(PDAL). Ce test met en evidence le pouvoir enteropathogéne d'une

bacterie ou d'une toxine.

- souriceau nouveau-né :

1'inoculation intra-gastrique de la souche ou de la
toxine isolee provoque une diarrhée dont 1'inportance est reperée par
un colorant associe a 1'inoculum. La prise de poids relative est
egalement notée. Ce modéle a ete decrit pour la recherche de la toxine
thermo-stable de E. coli (Gianella, 1976).
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- permeabilite vasculaire de la peau :

effectue le plus souvent chez le lapin, ce test mesure
1l'cedeme formé au point d'injection de la toxine, celle-ci augmentant
la permeabilité vasculaire.

b) tests cellulaires :

L'utilisation des tests de culture cellulaire s'est
rapidement developpée, grace a leur facilite de mise en oeuvre et a
leur reproductibilite superieure a celle des modeles animaux.

- cellules Y1 :

il s'agit de cellules surenales de souris, permettant
la déetection de toxine de type cholérique ou LT de E. coli (Donta et
coll., 1974). La mise en contact avec un filtrat de culture
bacterienne provoque un changement morphologique des cellules : elles
s'arrondissent (effet cytotonique) et on note une augmentation de la
production cellulaire de stéroldes. On met ainsi en évidence 1l'effet

activateur de la toxine sur 1'AMP cyclique cellulaire.

- cellules CHO :
cellules ovariennes de hamster chinois. Le principe du
test est le meme, mais on observe ici un effilement des cellules
(Guerrant et coll., 1975).

- cellules Hela :

elles permettent de mettre en evidence un effet

cytotoxique que 1'on évalue par la proportion de cellules detruites.
Sh. dysenteriae et Cl. perfringens produisent ce type de toxines
(Keusch et Donta, 1975).

c) tests immulologiques

Les methodes immunologiques sont basees sur
l'antigenicité des toxines protéiques : il est possible de les faire
reagir avec un anticorps connu. Les principales techniques sont les
suivantes :
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- ELISA (enzyme-linked immunosorbant assay) :

La réaction antigéne/anticorps est visualisée grice a
1'addition d'une anti-globuline marquée de la phosphatase alcaline. On
révele l'enzyme a l1l'aide d'une reaction coloréee lue au
spectrophotometre.

On peut utiliser, soit une anti-toxine cholérique, soit
une anti-toxine LT de E. coli comme anticorps.

La sensibilite de cette technique est augmentée par
fixation préalable du complexe antigene/anticorps sur des recepteurs
menbranaires GM, de la toxine (Sack et coll., 1980).

- RIA : (radio-immunosorbant assay) :

C'est un elément isotope qui est utilisé pour la
révélation du complexe antigéne/anticorps. Cette technique est peu
utilisée, compte-tenu des difficultes de manipulation de tels
composes .

d) techniques d'hybridation 4'ADN :

Ces techniques génétiques mettent en évidence les

séquences d'ADN codant pour une entérotoxine. Par action d'enzymes de
restriction, une "sonde" est préparée a partir, soit du chromosome de
V. cholerae Ol' soit du plasmide de E. coli toxinogene. Ce fragment
d'ADN est alors marque, soit par isotope, soit par une enzyme.
L'hybridation éventuelle de la "sonde" avec 1'ADN de la souche
suspecte met en évidence le pouvoir toxinogene de cette souches.

Ces nouvelles techniques restent a standardiser pour etre
appliquées en routine (Spira, 1984).

3) invasion cellulaire :

a) test de Séreny :

L'instillation d'une culture bactérienne sur la

conjonctive d'un lapin ou d'un cobaye provoque en quelques jours
1l'apparition d'une keratoconjonctivite purrulente si la souche est
invasive (Séreny, 1955). Il y a alors multiplication des bacteries a
1'intérieur des cellules épithéliales.
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b) cultures cellulaires :
Le pouvoir invasif d'une bactérie peut egalement etre

mis en evidence sur cellules Hela ou cellules epitheliales HEp-2
(Lawson et coll., 1985). On estime au microscope l'invasion
intracellulaire des bactéries.

c) anse iléale ligaturée :

apres le test du PDAL, on peut rechercher au
microscope la pénetration des bactéries dans les cellules miqueuses
intestinales (Robins-Browne et coll., 1977).

Cette série de tests, notamment pour la recherche
d'entérotoxines, n'est pas realisable en routine par un laboratoire
non spécialisé. Les modeéles "in vivo" sont particuliérement
astreignants, bien que le PDAL reste un test de reference largement
utilise. Les tests cellulaires ont, semble-t-il, plus d'avenir, ainsi
que les methodes immunologiques (ELISA) qui ont pour atout leur
specificite. Les techniques d'hybridation d'ADN ne sont pas encore
applicables a grande echelle, bien que tres seduisantes dans leur

principe.

Le probléme qui se pose egalement est de caractériser
précisement les facteurs de pathogenicité des bactéries de la famille
des Vibrionaceae, de fagon & adapter les tests de détection a un usage

de routine.

La recherche d'un éventuel pouvoir pathogene humain
des souches etudiées dans ce travail est orientée vers le risque
entéropathogéne, risque essentiel chez les Vibrionaceae comme nous

1'avons vu precedemment.
C'est pourquoi, nous etudierons successivement :

- la production d'entérotoxine en culture cellulaire
Y1l et par la technique immuno-enzymologique ELISA ;
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- la production d'hémolysine par le phénomene de
Kanagawa ;

I

- la capacité d'adhésion aux cellules Hela ;

’

- la capacité d'invasion cellulaire : test de Séreny.

Ces trois derniers tests ne seront realisés que sur

les souches de V. parahaemolyticus, a la suite de problémes de

conservation de la majoriteé de nos souches.
Enfin, 1l'etude de la résistance aux antibiotiques de
ces souches isolées de 1'environnement marin, apportera des elements

supplémentaires dans 1'évaluation du risque sanitaire.

II - RECHERCHE D'UNE ENTEROTOXINE

Nous avons utilisé deux tests pour cette recherche d'une toxine
de type cholérique ou LT et E. coli.

1) Culture de cellule Y1 :

a) materiel et methodes :

-~ les cellules Y1 (Flow LAB) sont entretenues en flacons
pour culture cellulaire contenant 10 ml de milieu de HAM FlO (Flow
LAB ) dilue au 1/10° extemporanément, additionne de glutamine et
d'antibiotiques : penicilline 1 MU/1, dibekacine 50 mg/l et colistine
1 MU/1. Lorsque le tapis cellulaire est confluent a 80 %, les cellules
sont trypsinées avec un mélange trypsine a 2 % - EDTA et les boltes

sont dedoublees.

Le test est realise en plaque de microtitration, selon la
technique de Sack et Sack (1975) : dans chaque puits sont repartis 200
pl de milieu de HAM contenant environ 105 cellules ; on incube 24
heures a 37° C de fagon a obtenir un tapis de 50 a 80 % de cellules
confluentes.

- les souches a etudier sont cultivées en bouillon
trypticase~soja (annexe 2) a 37° C pendant 18 et 48 heures, avec
agitation. Chaque bouillon est alors filtre sur filtre Millipore R de
porosite 0,22 um et le filtrat est recueilli.
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- dans une plaque de microtitration, on réalise en PBES
une gamme de dilution de toxine cholérique (SIGMA) a partir d'une
solution-mére a 500 ng/ml. 50 pl de chaque filtrat sont répartis en
double exemplaire (E;, E, etc ...). Des témoins des milieux utilises :
HAM, PBS et bouillon trypticase sont représentés par 50 ul.

- a 1'aide d'une pipette multi-canaux, on transvase le
contenu de cette microplaque dans une microplaque de culture
cellulaire Yl.

Aprés incubation de 10 minutes a 37° C on élimine le
surnageant et apres deux lavages des puits en PBS, on repartit 200 pl
de milieu de HAM dans chaque puits.

La microplaque est remise en culture 18 heures a 37° C et
la lecture se fait au microscope inverse (x 40). On determine 1'effet
cytotonique (arrondissement des cellules), ou l'effet cytotoxique
(aspect granuleux et créenelé). La coloration au bleu trypan facilite

la lecture, en colorant les cellules nortes.

b) Resultats et discussion :

On observe un effet cytotonique de la toxine cholerique
sur les cellules Y1 jusqu'a une concentration de 4 ng de toxine
cholerique.

Un essai est considere comme positif lorsque 50 % ou plus
des cellules nontrent un effet cytotonique.

Aucune des 117 souches etudiées ne présente d'effet
cytopathogene (cytotonique ou/et cytotoxique) que ce soit apres 18 ou
48 heures de culture. Ces deux temps d'incubation des bouillons
bacteriens ont ete testés, car d'apres Sack et Sack (1975),la
sensibilité de la detection de 1'entérotoxine augmente avec la durée
d'incubation, l'optimum se situant a 48 heures.
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L'utilisation de culture cellulaire surrenalienne Y1 pour
la recherche d'entérotoxine chez les Vibrionaceae (mis a part V.

cholerae) a permis de mettre en evidence un effet cytotoxique et
cytotonique (apres chauffage 10 minutes a 56° C) chez des souches d'A.
hydrophila (Joseph et coll. (1979) - Cumberbatch et coll. (1979))
ainsi que chez V. fluvialis (Seidler et coll. 1980).

Par contre, V. parahaemolyticus et V. alginolyticus ne

montrent pas d'effet cytopathogéne en cellules Y1 (Donta et Smith,
Manevall et coll., in Joseph et coll., 1982; Twedt et coll., 198l1).

Il est interessant, de plus, de connaltre 1'importance
des souches toxinogenes isolées de 1'environnement (eau, coquillages,
sediments) par opposition aux souches cliniques. Dans une étude

consacrée a A. hydrophila dans la Chesapeake Bay, Kaper et coll.

(1981), trouvent 71 % de souches cytotoxiques en culture cellulaire

Yl. D'autre part, 8 souches de V. fluvialis (groupe F) sur 16 se

montrent cytotoxiques (a des degres divers) pour les cellules Yl et
deux souches produisent un effet cytotonique, selon une etude dans la
baie de New-York (Seidler et coll., 1980).

On le voit, des souches isolées de 1'environnement
peuvent etre porteuses d'un potentiel toxinogene dans des proportions
non négligeables, bien que cela n'apparaisse pas dans notre
echantillonnage.

2) Technique ELISA

a) materiel et methodes

- les souches bactériennes sont ensemencees dans 2 ml
de bouillon BHI (DIFCO) (annexe 2) et mises a incuber a 37° C avec
agitation pendant 24 et 48 heures. Les cultures sont centrifugees 10

minutes a 4 000 tours/m et les surnageants recuperes.
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- obtention d'anticorps anti-toxine cholérique : on
vaccine un lapin albinos de 3 kg par injection intra-musculaire dans
la patte arriere, de 1 ml d'une solution aqueuse de toxine cholérique
purifiee (SIGMA) a 100 pg/ml additiomne de 0,5 ml d'adjuvant complet
de Freund (SIGMA).

Des rappels sont faits a Jyy et Jyp-

Le controle de 1'immunisation est fait par un test
d‘'Ouchterlony (précipitation antigéne/anticorps en milieu gélose).
Apres ponction intra-cardiaque, le sang (environ 60 ml) est
centrifuge. On recueille le serum et on le répartit en aliquots de 3

ml qui sont conserves a -20° C.
- principe de la technique GM1-ELISA :
* la premiere etape est la fixation du ganglioside
GMl sur le support, en l'occurence la microplaque

de titration

* addition des surnageants bactériens : toxine se

fixant sur les recepteurs GM, .

* addition d'anticorps anti-toxine cholerique.

*

addition d'une anti-globuline de lapin marquee a
phosphatase alcaline.

(1) GMy

(2) toxine

(3) I Ac anti-toxine cholérique

(4) anti-globuline de lapin

Fig. 13 : principe de la technique ELISA .
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- protocole expérimental :
* On repartit 200 pl d'une solution de Gy a 1,5

pug/ml en PBS dans les puits d'une microplaque. Apres incubation 18
heures a 25° C, on effectue 3 lavages en PES.

* 200 pl de surnageant de culture sont répartis dans
les puits et on realise egalement une gamme de dilution de toxine
cholerique a partir d'une solution-mére a 1 mg/ml. Des temoins (4) BHI
sont egalement effectués. Les plaques sont mises 1 h 30 a 1l'etuve a
37° C.

* apres 3 lavages, on ajoute 200 ul par puits d'une
dilution au 1/500° du sérum (Ac) en tampon (Behring PA). On incube 1
heure a 37° C et on lave 3 fois.

* on repartit 100 pl d'une dilution au 1/1 000° du
conjugué anti-globuline/phosphatase alcaline, dans chaque puits :
incubation 1 heure a 37° C puis trois lavages.

* la révelation de l'enzyme se fait par du
paranitrophénylphosphate (SIGMA) (1 pastille dans 5 ml de tampon)
réparti a raison de 100 ul par puits.

_ * apres 45 minutes d'incubation a 25° C, la
coloration jaune qui s'est développée est lue par mesure de la densite

optique (DO) a 405 mm.

b) Resultats et discussion

Nous n'avons enregistre aucun resultat positif pour
les 117 souches etudiees. La sensibilite de la technique a ete
determinee a 4 ng de toxine cholérique (DO > 0,40).

La technique ELISA est une technique recente, en ce

qui concerne son application a la détection d'entérotoxines.
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Elle a etée decrite pour E. coli (Yolken et coll.,
1977) puis a ete elargie aux Vibrio (Sack et coll., 1980 Spira et
Fedorka-cray, 1983).

La mise en evidence d'une commumnauté antigenique
entre la toxine cholerique et une toxine de A. hydrophila par James et
coll. (1982) est confirmee par Honda et coll. (1985b) qui emploient la
technique ELISA. I1 faut noter que ces resultats sont en contradiction

avec ceux de Luangh et coll. (1981) qui n'avaient pu neutraliser les
effets en PDAL et en cellules Y1 de 1l'entérotoxine sécretée, par un
serum anti-toxine cholérique. Sans doute existe-t-il, au dela des
problemes de technique, des dissemblances parmi les souches
enterotoxinogenes d'une méme espece quant aux facteurs de virulence,
expliquant les divergences observees entre les auteurs.

La technique ELISA apparalt prometteuse en raison
de sa sensibilite, de sa facilite de mise en oeuvre et de sa
specificite. Elle sera sans doute de plus en plus employée en routine,
pour la detection de toxines connues.

Cette technique semble, paradoxalement moins

utilisée pour les Vibrio que pour les Aeromonas.

IIT — PHENOMENE DE KANAGAWA

L'activite hemolytique de V. parahaemolyticus sur gélose

hypersalee de Wagatsuma est appelé phenoméne de Kanagawa (Sakazaki et
coll., 1968).

1) Materiel et methodes :

Les souches de V. parahaemolyticus sont ensemencées en bouillon
BHI (annexe 2) de 5 ml et incubes 18 heures a 37° C.
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Les boites de gélose de Wagatsuma sont preparees la veille,
selon la formule donnée en annexe 2. On repique chaque bouillon par un
depot en "spot" sur gelose de Wagatsuma, a raison de 6 spots par
bolte. Apres sechage de la surface, les boltes sont mises a incuber 18
heures a 37° C.

Les souches Kanagawa-positives (KP +) présentent une zone
d'hémolyse P autour du spot de culture bacterienne alors que les

souches KP — ne créent aucune hemolyse.

La souche de V. parahaemolyticus 51-79 (aimablement fournie par

le Professeur RICHARD, Institut Pasteur, Paris) est utilisee comme
témoin positif.

2) Resultats et discussion

14 souches de V. parahaemolyticus ont ete etudiees, se

répartissant comme suit :

- 6 souches saccharose -

- 5 [1] " +

-4 " + et —, non prises en compte dans 1'étude
phénotypique mais isolées d'eau et de coquillages. Aucune de ces 14
souches n'a présenté de caractére d'hemolyse sur gelose de Wagatsuma.

L'hémolysine mise en evidence dans le phenoméne de Kanagawa est
une hemolysine thermostable, ayant une antigenicite differente de
celle de 1'hemolysine thermolabile presente a la fois chez les souches
KP + et KP - comme 1'ont montré de nombreuses &tudes rapportées par
Joseph et coll. (1982). Il s'agit d'une protéine, denaturée par
chauffage a 60° mais retrouvant son activité toxique a 100° C. Ce
phénomeéne paradoxal peut s'expliquer par un changement de conformation
de la molécule (Ohta, 1975,in Joseph et coll., 1982).
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Les effets biologiques de cette hemolysine ont eté etudies par
de nombreux auteurs. C'est ainsi qu'elle a été trouvée cytotoxique
pour les cellules HFI (Sakurai et coll., 1976). La relation entre
phénomene de Kanagawa et un PDAL n'est pas constante comme 1l'ont
montré Sakazaki et coll. (1974), Brown et coll. (1977), et le role de
1'hémolysine dans la pathogénicité de V. parahaemolyticus est encore

inconnu.

La mise en évidence du phénomene de Kanagawa a suscite de
nombreuses etudes, dont certaines ont montre 1'importance du pH du

milieu de culture (5,5 a 6,5 optimum) dans la production de

1'hemolysine thermo-stable : condition de pH obtenue d'ailleurs par la
fermentation du mannitol en gelose de Wagatsuma (Cherwonogrodzky et
Clark, 1981). Le role indispensable de certains acides amines, tels la
sérine et 1l'acide glutamique a également été observé par Karunasagar
(1981) qui a proposé un milieu synthetique pour la production des deux
hémolysines de V. parahaemolyticus.

Enfin, une technique immmologique (test d'Eleck modifie) a ete
propose par Honda et coll. (1980) pour la detection de 1'hémolysine
thermostable.

Le phénomene de Kanagawa est depuis longtemps considéré comme le
temoin de la pathogenicité de certaines souches de V.

parahaemolyticus. Mais il s'agit essentiellement d'une constatation

epidemiologique : les souches isolées de selles diarrhéiques sont le
plus souvent KP +, alors que les souches isolées de l'environnement
sont KP — (revue de nombreuses etudes dans Joseph et coll., 1982). Des
exceptions, cependant ont eté signalées (Saha et coll, 1982; Johnson
et coll., 1984; Barker, 1974).

Nos resultats sont donc en accord avec la majorité des etudes,
puisque nos souches, isolées d'eau et de coquillages, sont Kanagawa
negatives. Rappelons l'hypothése de Sakazaki et coll. (1974)
s'appuyant sur les cinétiques de croissance a 37° et 25° C de souches

KP + et KP -. La croissance plus rapide des souches KP + a 37° C
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favoriserait leur developpement dans l'intestin, par rapport aux
souches KP - pourtant présentes dans l'aliment ingére. Ce schéma n'a
pas regu de confirmation, ni d'infirmation d'autres auteurs.

Sur le plan génétique, Kaper et coll. (1984) ont montré par
hybridation d'ADN que les souches de V. parahaemolyticus KP - ne

possedaient pas les genes codant pour 1'hémolysine thermostable.

A 1'heure actuelle, on ne connalt toujours pas la relation entre
pathogénicité et phénomene de Kanagawa. Des etudes concernant d'autres

facteurs de virulence associés a 1'hemolysine sont necessaires.

IV - ADHESTON CELLULAIRE
1) Matériel et méthodes

L'adhésion a ete recherchée sur culture de cellules Hela. Les
cellules proviennent du laboratoire de Virologie du CHR de Rennes et
sont entretenues en milieu minimum de Eagle additionne de glutamine,
de bicarbonate de sodium, de serum de veau foetal (10 %) et
d'antibiotiques :

- dibékacine 70 mg/1
- colistine 1 MUI/1
- benzylpénicilline 1 MUI/1 .

“Les cellules sont dedoublées une fois par semaine par action
d'un melange versene-trypsine (100 ml de versenate de sodium a 1/5000e
+ 2 m de trypsine au 1/50e).

A partir d'une culture en bolte de Falcon, on prépare des tubes
de Leighton (a lamelle) : apres trypsination du tapis cellulaire, on
ajuste la concentration a 100 000 cellules par ml par comptage en
cellule de Nageotte. 2 ml sont répartis dans chaque tube de Leighton.
Les tubes sont utilisables lorsque le tapis cellulaire s'est reforme
(environ 2 jours a 37° C).
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- les souches de V. parahaemolyticus sont cultivees en bouillon

trypticase-soja (annexe 2) pendant 18 heures a 37° C. Apres
centrifugation 10 minutes a 5.000 tours/mn, les bacteries sont remises

en suspension dans 7 ml de PBS. L'operation est renouvelée 2 fois.

- les cultures cellulaires sont lavees en PBS, 3 fois. On
introduit dans chaque tube de Leighton 1 ml de suspension bacterienne
( 10% pactéries). Le contact a lieu pendant 20 mn a 37° C en ayant
soin d'incliner les tubes.

Aprés ce temps, les lamelles sont fixees au methanol, séchees,
rincées a l'éthanol et de nouveau séchées. On effectue alors une
coloration de Giemsa (15 minutes) suivie d'une decoloration a
1'éthanol, ringage a l'eau et nouvelle coloration a la fuschine de
Zielh (3 minutes). Les lamelles sont ensuite montées sur lame et la
lecture se fait aux objectifs x 40 et x 100 a immersion.

Une souche de Sh. sonnei est utilisée comme témoin positif.

2) Resultats et discussion

Selon le nombre moyen de bactéries associées a une cellule (50
cellules etant lues) on note de + a +++

+ = 10 a 20 bacteries par cellule
++ = 20 a 30 " " "
+++ = 30 a 50 " " "

-< 10 " " "

Les résultats obtenus pour les 14 souches de V. parahaemolyticus

etudiees (cf. precedemment) sont reportés dans le tableau ci-apres :
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TAELEAD X : adhesion sur cellules Hela.

SOUCHE | ADHESION Cellules Hela |

P+ + 4+ ++++ + 1
~
os] o
1

:

* saccharose

4 souches se révelent douées d'un pouvoir d'adhesion aux
cellules HelLa a des degrés divers, mais neanmoins inferieurs a celui
de la souche témoin de Sh. sonnei.

.- I1 n'existe apparemment pas de relation entre ce pouvoir
d'adhesion et la fermentation du saccharose, puisque 2 souches sont
saccharose + et 2, saccharose -. Il est egalement intéressant de noter
que les deux biotypes, saccharose - et saccharose + issus d'une méme
souche (n° 67, 71 ou C) ne présentent pas la meme capacite d'adhésion
cellulaire. Cette propriété serait en fait trés variable selon les
individus, au sein meme d'une "souche".
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Ces résultats sont légerement différents de ceux de Carruthers
(1977) : aucune souche de V. parahaemolyticus Kanagawa negatif

n'adherait a des cellules Hela, alors que les souches Kanagawa positif
etaient adhérentes. Rappelons que toutes nos souches sont Kanagawa
négatif. Iijima et coll. (1981) trouvent indifferemment des souches KP
+ et KP - adhérentes.

Merrell et coll. (1984) observent l'adhesion d'une souche
Kanagawa positive uniquement sur des cellules degénératives (Hela,
HBC, HFI) s'arrondissant et se décollant. D'aprés ces mémes auteurs,
1'adherence serait consecutive, et non préalable a 1'effet nécrotique
observe chez les cellules.

Des etudes portant sur d'autres ligneées cellulaires ont donne
des résultats variables, mais aucune correlation entre le phénomeéne de
Kanagawa et l'adhesion cellulaire n'a pu etre mise en éevidence
(Gringas et Howard, 1980; Reyes et coll., 1983). Cependant, Hackney et
coll. (1980) rapportent que des souches isolees de diarrheées adhérent
plus fortement a des cellules HFI que des souches de 1'environnement,
quel que soit le phénomene de Kanagawa.

Enfin, pour Carruthers (1977) la présence d'ions Ca ** et d'un
sucre au niveau de la paroi bacterienne est indispensable a 1'adhesion

sur cellules.

V - INVASION CELLULAIRE

Le pouvoir invasif de nos souches de V. parahaemolyticus a éte

recherche grace au test de Sereny.

1) Materiel et methodes :

Les souches de V. pérahaemolyticus sont cultivees en bouillon
BHI (annexe n° 2) durant 18 heures a 37° C. Une goutte (0,05 ml) de
bouillon est instillée dans le pli conjonctival de cobayes albinos de
250 g. L'oeil gauche est seul inocule, le droit servant de temoin.
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Un temoin bouillon BHI sterile est realise ainsi qu'un témoin
positif, correspondant a une culture de Sh. sonnei. (Hopital Fontenoy,
Rennes). '

Le développement d'une kérato-conjonctivite purrulente est
surveillee chaque jour durant 15 jours.

2) Resultats et discussion :

Aucune des 14 souches de V. parahaemolyticus etudiées n'a

provoquée de keérato-conjonctivite chez le cobaye. Nous n'avons,
egalement, pas obtenu de résultat positif avec Sh. sonnei malgrée
1'inoculation de plusieurs animaux, a diverses reprises. Sansonetti et
coll. (1981) ont montré que le pouvoir invasif de Sh. somnei etait
sous la dependance d'un plasmide. La perte de ce plasmide provoque le
passage de la forme 1, virulente, a la forme 2, non-virulente, avec
perte des antigenes 0 somatiques. Il semblerait donc que notre souche
de Sh. sonnei ait perdu ce plasmide de virulence.

Le test de Séreny est un test classique pour la recherche du
pouvoir invasif bactérien. Sa sensibilité a cependant ete remise en
cause pour l'etude de Salmonella (Formal et coll., 1983) et

d'Aeromonas (Watson et coll., 1985). Les cultures de cellules

epithéliales apparaissent plus sensibles que ce test in vivo.

Le fait que certaines diarrhees a V. parahaemolyticus soient de

type dysenterique avec presence de leucocytes et de mucus dans les
selles (Hughes et coll., 1978a; Bolen et coll., 1974) laisse penser
qu'un pouvoir invasif existe.

Calia et Johnson (1975) ont montre une invasion des cellules
epitheliales de 1'intestin chez des lapereaux nouveaux-nés, par V.
parahaemolyticus Kanagawa +.

Par contre, des souches Kanagawa + et Kanagawa - ont eté
trouvees invasives chez le lapin par Boutin et coll. (1979).
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Le test de Sereny est négatif pour V. parahaemolyticus (in
Joseph et coll., 1982). Carruthers (1975) a observée un effet

cytotoxique sur cellules HeLa mais qui ne semblait pas lie a un
phénoméne d'invasion cellulaire.

Les divergences observées remettent en question le choix du
modéle utilise, en l'occurence le test de Sereny. Le recours a
d'autres modeles animaux, tels le lapin nouveau-né ou le PDAL avec une
etude histologique des cellules intestinales est astreignant. D'autre
part, aucune etude comparative entre test de Séreny et ces modeles
animaux n'a eté menee pour V. parahaemolyticus.

VI - RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES

L'étude de la résistance aux antiotiques est intéressante, non
seulement dans l'optique d'un traitement en cas d'infection chez
1'homme, mais aussi dans 1l'hypothése de transferts de resistance de
bacterie a bactérie. En effet, des transferts de matériel génetique,
en l'occurence des plasmides, peuvent intervenir entre bacteries d'une
méme espéce, mais egalement entre bactéries de familles différentes.
La possibilite de tels echanges, en zone marine littorale, entre flore
autochtone et flore d'origine terrestre (enterique ou autre) peut
avoir des consequences sur le plan sanitaire. Ainsi, une bactérie
potentiellement pathogene (Salmonella, E. coli, Vibrio ...) qui

acquiert une resistance a un ou plusieurs antibiotiques verra sa
virulence augmenter.

C'est pourquoi nous avons voulu evaluer le taux de resistance
aux antibiotiques des souches de cette etude.

1) Materiel et methodes

Les antibiogrammes ont eté réalisés selon la méthode des

disques, sur milieu de Mueller-Hinton (annexe 2).
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Les boltes sont ensemencees par "inondation" de 2 ml d'une
suspension bacteérienne (10° bactéries/ml) en eau salée i 0,9 %. Les 18
antibiotiques testes, la charge des disques (Institut Pasteur
Production), et les diametres critiques sont presentes dans le tableau
XT.

| I

Charge |diametres|

Charge| diametres

e e e e . e e . . . i e . . e S i e . e e e

|
|
[ leritiques| I | critiques
enmm | | | en mm
_ l | I .
Penicillines : I | | Divers : | l ;
ampillicine | loug | 11-17 | chioranphenicol (30 ig | 19-23 !
carbenicilline | 100 pg | 13-15 | doxycycline [30vI | 17-19 |
mezlocilline i 75 ug } { erytromycine }15 VI I 17-22 |
|
Cephalosporines : l | | colistine 150 ug | 15 !
cefalotine | 30U | 12-18 | acide nalidixique {130 pg | 15-20 !
cefoxitine | 30 ug | 15-22 | triméthoprime- l | !
cefotaxime I 30 g I 15-21 ; sulfamethoxazole ;so Hg } 10-16 !
|
Aminosides | I I | l |
kanamycine | 3our | 15-17 | | I l
gentamycine | 1our | 14-16 | I | I
tobramycine | 10ug | 14-16 | | | |
amikacine | 30 ug | 15-17 | | | |
dibékacine } 10 yg | 14-16 | : I |
' | I 7

Tableau XI : Charge des disques d'antibiotiques utilises, et
diametres critiques des zones d'inhibition.

Apres incubation 24 heures a 37° C, on mesure les diamétres
des zones d'inhibition, et l'on interprete ces mesures en "resistant",
"limite" ou "sensible", selon les diametres critiques de chaque
antibiotique. Les souches limites sont regroupees avec les souches
resistantes, lors de 1'interpretation des resultats.
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2) Resultats et discussion :

Le nombre de souches resistantes, pour chaque antibiotique
teste, est reporte sur le tableau XII, en fonction de leur
identification et de leur lieu d'isolement.

On remarque une sensibilite génerale aux aminosides, ainsi qu'a
la céfotaxine, au chloramphenicol, a l'acide nalidixique, et au
triméthoprime-sulfaméthoxazole, ceci quel que soit le genre bactérien.

Par contre, l'ensemble des souches est résistant a

1'eérythromycine (activite previsible), mais eégalement a l'ampicilline.

Le comportement vis-a-vis des autres antibiotiques testés est

plus nuance :

- penicillines : on note une forte proportion de vibrio
résistants a la carbeniciline, exceptées les souches isolées de
l'estuaire de la Vilaine. Ce sont egalement des Vibrio (13 sur 54),
qui presentent la plus grande resistance a la mezlocilline.

- céphalosporines : par contre, les Aeromonas se montrent
nettement plus résistants a la céfalotine. L'activite des
céphalosporines de 2eme et 3éme génération (céfoxitine et céfotaxine),
est superieure a celle des céephalosporines de lere generation
(céfalotine). On remarque cependant que plus de la noitié des Vibrio
isoles de la baie de St. Brieuc sont resistants a la céfoxitine, ainsi
que les 5 souches non identifides provenant de Brest.

- la resistance a la doxycycline ne concerne que 3 souches (1
Vibrio, 1 Aeromonas, 1 non identifiee).

- enfin, la colistine est toleree par environ 20 % des souches
de Vibrio.
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TABLEAU XIT : Nombre de souches résistantes en fonction de leur identification
(classification numerique).

1 [

| Vibrio | Aeromonas | non identifies
Brest |St Brieuc Vilaine| Brest St Br.| Brest | St Br.

s4a | 9 5 14 18 5 | 3

l |

ampicilline [ 53 | 9 4 | 12 | 18 | 5 [ 3

| carbénicilline 43 | 8 0 | 6 | 11 | 2 | 1

| mezlocilline 13 | 1 0 1 1 2 | 0

céfalotine 4 | 1 0 11 17 1 2

cefoxitine 5 | 5 1 2 3 5 1

| cefotaxine 0o | 0 0 0 0 0 0
| kanamycine | 0 | 0 | 0o | o | o 0 | 0 |
gentamycine | 0 | 0 | 0o | o | o 0 | 0 |
tobramycine [ 0o | o | 0 o | o 0 0 |
| amikacine | o] o | o o | o 0 0 |
| dibekacine | 0 | o | 0 o | o0 0 0 |
| doxycycline | 0 | 1 | 0 1 | o 0 1 |
| chloramphenicol | 0 | 0o | 0 o | o 0o | o |
| erythromycine | 54 | 9 | 5 13 | 18 5 3 ]
| colistine [ 11 | 1 | 2 [ 0 [ 0 | 0 0 |
| ac. nalidixique | 1] o | o | o | o | o | o |
} Trim. sulfa. i 0 } 0 { 0 i 0 { 0 { 0 | 0 =

En résumé, a cotée de la resistance commune a 2 antibiotiques

(ampicilline et érythromycine), les souches etudiées présentent un

compofﬁement different selon le genre auquel elles appartiennent :

- 81 % des Vibrio sont resistants a la carbenicilline
- 87,5 % des Aeromonas "
- 75 % des souches non identifiées sont resistantes a la

cefoxitine.

la cefalotine

On ne note pas, au sein d'un méme genre bactérien, d'ecart

important selon la zone geéographique d'origine.
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Les caracteres de résistance aux antibiotiques chez les

Vibrionaceae sont assez constants. V. cholerae est le plus souvent

sensible a de nombreux antibiotiques, mais 1l'utilisation intensive des
tétracyclines et du trimethoprime-sulfaméthoxazole dans le traitement
prophylactique et curatif du choléra, a fait apparalitre des souches
multi-resistantes porteuses de plasmides (OMS, 1981; Glass et coll.,
1980; Dupont et coll., 1985).

V. parahaemolyticus, V. alginolyticus et V. damsela, parmi les

Vibrios halophiles, se montrent généralement résistants a
1'ampicilline, la carbenicilline et la polymyxine B, d'aprés Joseph et
coll. (1982), Morris et coll. (1983),ce que nous avons constatée
egalement.

Mais les resultats sont divergents selon les auteurs : Twedt et

coll. (1981) observent une majorite de souches de V. parahaemolyticus

sensibles a 1'ampicilline. Hada et Sizemore (1984) trouvent des
'pourcentages trés élevés de résistance a divers antibiotiques, chez
543 souches de Vibrio spp, notamment a la bacitracine (89,2 %), la
kanamycine (88,7 %), et la streptomycine (82,8 %) ; par contre, seules
34,3 % des souches sont resistantes a l'ampicilline.

" La présence de plasmide de multi-résistance a eté mise en

evidence chez V. parahaemolyticus (Arai et coll., 1985) : les

résistances codees concernent l'ampicilline, la tétracycline, la
streptomycine, la kanamycine, le chloramphénicol, le trimethoprime et
le 0/129.

V. fluvialis est en geénéral résistant a l'ampicilline, la

carbenicilline et la polymyxine B (Brenner et coll., 1983).

Les souches d'A. hydrophila isolées de 1'enviromnement (eau,
sediment) se revelent resistantes a l'ampicilline (Seidler et coll.,

1980), a la tetracycline et polymyxine B (souches de la Chesapeake
Bay, U.S.A.), tétracycline chloramphenicol et streptomycine (souches
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de Dacca, Bangladesh) : Mc Nicol et coll. (1980). Ces memes auteurs
soulignent que 57 % de ces souches originaires du Bangladesh portent
une resistance couplée, streptomycine/tetracycline.

La reésistance a la cefalotine que nous observons chez nos
souches d'Aeromonas (87,5 %) n'est pas mentionnee dans la litterature,
tout au moins pour des souches de 1'environnement.

3) Conclusion :

La famille d'antibiotiques presentant le moins d'activite
inhibitrice sur les souches étudiées sont les B. lactamines, notamment
les 'pénicillines'. La résistance massive a l'ampicilline et, dans une
moindre mesure, a la carbenicilline, rend probable la production de B.
lactamases par ces bactéries.

Les souches de cette etudes ne presentent pas une forte
resistance aux antibiotiques, puisque les céphalosporines de 2éme et
3éme generation, les aminosides, les tetracyclines, le
chloramphénicol, la colistine, l'acide nalidixique et le
triméthroprime-sulfamethoxazole se montrent actifs.



CONCLUSION
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Les bacteries de la famille des Vibrionaceae isolees de

differentes zones du littoral breton se répartissent, apreés
classification numérique en trois grands groupes phénotypiques :

Vibrio, Aeromonas et indeterminees. Malgre les limites de cette etude,

on peut estimer que l'utilisation de galeries API 20E pour
1'identification de ce type de bactéries nécessite d'y associer la
recherche de la mobiliteé, de l'halophilie et de la sensibilite au
composé vibriostatique 0/129. 26,5 % des souches ne sont pas
identifiées par le systeéme API, elles se répartissent cependant dans

les trois groupes phenotypiques observes.

Il apparait d'autre part que le caractere de fermentation du
saccharose ne peut etre considéré comme discriminant (comme le fait

API) pour séparer V. parahaemolyticus de V. alginolyticus, compte tenu

de son instabilité. Les souches de V. parahaemolyticus ne se

regroupent d'ailleurs pas en phénon distinct des autres Vibrios.
L'instabilite du caractere saccharose n'est pas liée a la presence de
prophages ou de plasmides. L'intervention d'un transposon "mutagene"
semble 1'hypothese la plus vraisemblable.

La classification numerique a egalement montre
1'heterogeneité de la flore isolée, notamment en baie de St Brieuc. Il
n'y a pas prolifération d'un biotype particulier, dans aucune des
trois zones etudiees (rade de Brest, baie de St Brieuc, estuaire de la

Vilaine), minimisant le risque lié a un deséquilibre de flore.

En ce qui concerne l'etude du pouvoir pathogene humain, on
retiendra qu'aucune souche ne sécrete de toxine de type cholerique ou
LT de E. coli. La réesistance aux antibiotiques concerne
essentiellement les penicillines, les autres familles se montrant
actives. Ces souches de Vibrionaceae ne sont donc pas porteuses d'un
fort potentiel enteropothogene pour 1‘homme.
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Le cas des souches de V. parahaemolyticus que nous avons

etudiees plus en detail est different, puisque 4 sont capables
d'adhésion cellulaire (premiére etape de la colonisation intestinale).
Ce facteur de virulence est associe a un phénomene de Kanagawa
négatif, une non-invasion cellulaire et a une absence de production
d'enterctoxine.

Le fait que ces souches aient ete isolees de moules augmente

le risque sanitaire 1lié a leur consommation.

En France, le controle de salubrite des coquillages et plus
generalement, des produits de la mer, ne comprend ni la recherche de

V. parahaemolyticus, ni d'autres Vibrios, tels V. cholerae, V.

vulnificus, dont le pouvoir pathogene a pourtant eté reconnu aux USA,
au Japon ...

Un cas autochtone de gastro-entérite a V. parahaemolyticus a
ete décrit en 1983 par Boudon et coll., a Brest, mais l'origine de la

contamination n'a pas eté mise en évidence avec certitude.

En résumé, cette etude a permis de mettre en evidence une
flore equilibree de Vibrionaceae, dans chaque zone d'étude, et ne

presentant pas de facteur majeur de virulence pour 1'homme.
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ne sont pas mentionnés dans le tableau les caractéres suivants

NOTA

- pour toutes les souches

|

- production d'H2S

- TDA

J + pour toutes les souches

- fermentation du glucose

- fermentation du mannitol
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: Etude de la croissance a 4 et 42°C.

Tableau II.A
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toutes les souches cultivent a 25 et 37° C.

NOTA
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Tableau III.A : Etude de la sensibilité au composé vibriostatique
0/129 : diamétres des zones d'inhibition obtenues par la mé-
thode des disques, et CMI en milieux liquide et solide.

l CML CML

N° | Disques IPP rimés Rosco Liqui Soli
| iy | Co?rﬁmﬁm (»gﬁl?e (}Jg/mﬁ
1 23 24 30 120
2 | 11 | 22 30 120
| 3 15 25 15 60
| 4 | NT 43 7,5 10
[ 5 | 17 23 | 15 120
| 6 | 19 22 | 30 120
| 71 15 l 22 | 30 240
| 8 | 20 25 | 30 120
| 9 | 10 30 | 30 60
| 10 | 16 | 17 | 60 | 120
| 11 | 15 | 19 | 30 120
| 12 | 18 | 18 | 240 240
| 13 | 15 | 23 | 15 | 60
| 14 | 22 | 30 | 15 40
| 15 | 11 | 22 | 30 120
| 16 | 17 | 28 | 15 | 60
17 | 15,5 | 22 15 | 60
18 | 19,5 30 15 | 60
19 | 19,5 30 7,5 60
20 23 17 30 240
21 16 22 15 120
22 19 22 30 120
23 12 18 60 60
24 17 22 | 60 60
25 22 16 I 30 120
26 15 16 30 640
27 17 17 30 640
28 25 24 15 | 40
29 - 14,5 16 30 240
30 13 15 60 120
31 18 22 30 60
| 32 22 25 7,5 40
33 | 20 26 15 40
34 13,5 17 30 | 120
35 18 | 23 30 | 120
36 27 19 60 | 40
I 37 16 21 60 240
| 38 | 0 0 | > 480 640
39 0 0 | > 480 > 640
40 0 0 480 640
41 0 0 480 > 640
42 0 0 480 640
| 43 0 0 240 640
| 44 0 0 480 480
| 45 0 0 480 640
| 46 0 0 480 | 640
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o R W L VP

} o } _ { J cMI I cMI
Disques IPP imes Rosco iquide i
| | () | T | (o7 || ()Jg%ﬁe
1 T T T T
| 47 | o | 0 480 | 640 |
l 49 | 0 | 0 480 | > 640 |
l 50 | 0 | 0 480 | > 640
l 51 | 0 | 0 480 I 640
I 52 | 0 | 0 480 | > 640
| 53 | 0 J 0 | 480 > 640 |
| 54 0 ) 0 | 480 > 640 [
| 55 0 o) 480 640
| 56 13 23 15 60
| 57 0 | o) 480 | > 640 |
| 58 10 | o) 480 NT |
l 59 16,5 23 30 40
| 60 15,5 24 30 40
| 61 | 21 28 15 | 60
62 | 16 | 27 | 30 | 120 |
63 17 27 30 40
64 17 30 30 60
65 18 | 25 30 240
66 21 | 27 480 120
| 67 17,5 | 23 7,5 120
68 17 | 23 | 15 120
69 | 17,5 | 23 | 15 60
| 70 | 15,5 | 27 | NT | NT |
| 71 | 15 | 26 3,75 120 |
| 72 | 22 | 22 30 40 |
73 | 17,5 25 30 120 |
74 | 18 29 7,5 120 |
| 75 | 15 24 15 240 l
| 76 | 0 o) 480 > 640 |
77 | 0 | 0 | 480 > 640 [
78 | 0 | 0 | 480 > 640 |
79 | 0 0 480 > 640 |
80 | 0 0 480 " 240 l
81 20 23 15 . 240 |
| 82 0 0 480 > 640 |
) 83 0 0 480 > 640 |
| 84 | 0 0 480 240 |
85 0 0 > 480 > 640 |
86 0 0 480 > 640
87 0 0 480 240
88 0 0 480 480
89 0 0 480 > 640
90 0 0 480 > 640
91 0 0 480 > 640
92 ° 0 0 480 > 640
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[ [ S - T - P
N Di IPP j Rosco iquui i
| | CON | mm | Qug/m | (pg/m |
T ¥ T I I |
[ 93| 0 | 0 > 480 | 640
| 94 | 0 | 0 480 | 640
! 95 | 0 [ 0 | > 480 | 640 [
| 96 | 0 | 0 > 480 | 240 |
| 97 | 14 | 25 15 | 240
| 98 | 14 | 20 | 15 [ 240
| 99 | NT I 20 15 | 240 |
| 100 | 17 | 22 120 I 240
| 101 | 22 | 30 | 60 [ 240
| 102 | 18 | 21 | 15 I 60
| 103 | 0 | 0 | 480 | 640 |
| 104 | 13,5 | 21 7,5 | 60 |
105 | 12,5 | 23 15 | 120
106 | 14 | 22 [ 15 | 120
107 | 19 | 24 7,5 | 120 |
108 | 19 | 19 15 | 120 |
109 | 14,5 | 20 30 120
110 | 0 | 0 480 640
111 | 13 l 13 30 240 l
112 | .23 | 22 7,5 120 |
113 | 25 | 27 | 7,5 60
115 | 28 | - 27 | 3,75 60
116 | 29 28 | 3,75 60
117 | 29 27 | 3,75 60
118 | 0 0 | > 480 NT |
119 | 0 0 | 480 Nt |
120 | NT 35 | NT NT I
lZlI ] 30 I " ] |
122 | " 33 ; " " i
123 | " 35 | woo | " |
124 I " 20 I " " I
125 I " 27 I " " I
126 I " I 20 l " " I
127 I " l 27 | " " I
I 128 l " I 0 I " | " l
I 129 I " l 25 I " | " l
| I l | I |
NT non testé
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Croissance a différentes concentrations de NaCl,

Tableau IV.A :

en milieu liquide et solide.
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MILIEU SOLIDE
% Nacl
5 g 7
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[ N S R T I O A O T I A B O B B

MILIEU LIQUIDE
% Nacl

olos{1]3|5]|7]|8l10]12f0]0,5/]1] 3]

non testé

NT
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utilisation de substrats comme seule source de

carbone et d'énergie.

Tableau V.A
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toutes les souches utilisent le gluconate, mais

aucune n'utilise le proprionate.

NOTA
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Formule des milieux de culture utilisés ou cités

1) B.H.I. : Brain Heart Infusion (D.I.F.C.0.)

- infusion de cervelle de veau 200 g
- infusion de coeur de boeuf 250 g
- protéose peptone 10 g
- bacto-dextrose 2 g
- NaCl 5g
- Na,HPO, 2,5 9
- eau distillée 1000 ml
pH 7,4

2) Milieu de Chapman (BIO-MERIEUX)

- extrait de viande de boeuf 1g

- bio-Polytone 10

- NaCl 75

- D-mannitol 10

- gélose 15

- rouge de phénol 0,025
- eau distillée 1000 ml

pH 7,4

3) Milieu de Cowes et Hayes, modifié par Lee et coll. (198%)

- NH, C1 ' 5g¢

- Ky H PO4 3
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- K H, PO, ’ 1

- Mg S0, , 7 H,0 0,1
- Na Cl 10

- Mg Cl, , 6 H,0 4

- agar purifié (0X0ID) 10

- eau distillée 1000 ml

4) Milieu C.M. 55 (OXOID)

- extrait viande de boeuf 10 g

- peptone 10

- Na C1 5

- gé]ose 15

- eau distillée 1000 mil
pH 7,3

5) Milieu de Drigalski (Inst. Pasteur Production)

- peptone 15 g
- extrait de viande 3

- extrait de Tevure 3

- désoxycholate de sodium 1

- thiosulfate de sodium : 1

- lactose 15

- cristal violet 0,005
- bleu de bromothymol 0,08
- agar 11

- eau distillée 1000 ml

pH 7,4

6) Milieu de Drigalski "salé"

Idem 5. Utiliser de 1'eau de mer 3 la place de 1'eau distillée.



7) Eau peptonée

- bio-trypcase (BIO-MERIEUX)

- eau distillée
pH 7.

8) Gélose peptonée

- bio-trypcase
- agar purifié

- eau distillée
pH 7

153

10 g
1000 ml

10 g
15
1000 ml

9) G.S.T.B. : bouillon glucosé, salé, au teepol

- peptone
- éxtrait de viande de boeuf
- Na Cl
- glucose
- violet de méthyle
- teepol
gau distillée
pH 8,6

10 g

3
30

5
0,002

1000 ml

10) H.I.A. : heart infusijon agar (D.I.F.C.0.)

poids de

bacto-tryptose
Na Cl

bacto-agar

eau distillée
pH 7,4

infusion de viande de boeuf d'un

500 g
10
5
15
1000 m1
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10 a) Milieu minimun M 63

- KHyPO, 13,6 g

- Mg 504, 7 HZO 0,2

- Fe SO4 0,0005

- glucose 1,8

- eau distillée 1000 ml
pH 7 '

11) Milieu de Mueller-Hinton (Inst. Pasteur Production)

- macération de viande de boeuf 300 ml
-'hydrolysat de caséine 17,5 g
- amidon 1,5
- agar 10

- eau distillée 1000 m1

pH 7,4

12) Milieu T.C.B.S. : thiosulfate-citrate-bile-saccharose (D.I.F.C.0.)

- extrait de levure 5g

- protéose-peptone 10

- citrate de Na | 10

- thiosulfate de Na | 10

- citrate de fer 1

- bile de boeuf | 8

- saccharose 20

- Na Cl | 10

- blieu de bromothymol | 0,04
- bleu de thymol 0,04
- agar : 15

- eau distillée ) 1000 ml

pH 8,6
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13) Gélose trypticase-soja (BIO-MERIEUX)

- bio-trypcase 15 g

- bio-soyase 5

- Na C1 , 5

- gélose 15

- eau distillée 1000 m1l
pH 7,3

14) Gélose trypticase-soja “salée"

Idem 13. Utiliser de 1'eau de mer a 1a place de 1'eau distillée,

15) Gélose de Wagatsuma

- bacto-extrait de levure 3g

- bacto-peptene 10

- Na C1] 70

- K, HPO, 5

- mannitol 10

- cristal violet 0,0001

- bacto-agar 15

- eau distillée 1000 ml
pH 8

Ajouter au moment de couler les boTtes, 50 m] de sang humain

ou de lapin, défibriné.
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Tablean I C: Caracteres différentie]_.s des especes et biovars
du genre Vibrio (d'apres le Bergey's Manual, 1984)

. k: < _
< . = < % b = = & - 15
E - SO - - - > =~ = - - - - YN
Characteristics 6 @ <8 e & & & g £ I E - DU B - S
Number of strains tested 161 6 91 44 134 38 8 15 6 15 7 4 15 7 4 14 20 5 1211 1 1 1 2
Flagelilation:
3-12 Polar flagella - - - - - .- = = = - = - = e e e 4 e e = -
Lateral flagella when grown on - - 4+ 4+ + + = = = d d - - = .- e = e e 4 -
soiid media
Swarming on solid complex P T e . e e
media
Straight rods® d d + + 4+ + + = + d - - d 4 = 4+ e d 4 4 e = -
PHB-accumulation - = = = = = 4+ - 4+ =~ 4 - - — = g = = = = & = - -
Pigmentation:
Yellow-orange -, e e e e = e e - - - - - e e e e o ot = = o -
Blue-black T T P
Red P e T T - e e e e e e e 4 = -
Arginine dihydrolase? - — e - - = = = 4 o+ o+ o+ - - - e 4 = e = = = 4+
Oxidase 4+ = 4+ + + + + + + + + + o+ + + + + 4+ -+ 4+
Reduction of NO;™ to NO;~ + -~ + 4+ + + + o+ 4+ + F + o+ + + + + = d 4+ + - 4+ d
Luminescence e T T T T - = e e e 4 F e = —
Gas from D-glucose - e e e e = m e = - e - I
Production of acetoin and/or + + —- - = - e = m - = = A — - - -
diacetyl
Na~ required for growth - d + + + 4+ = 4+ 4+ o+ o+ o+ T T + o+
Requirement for organic growth d d - - = = - = - - - = - - - =+ = - - d
factors
Growth at:
4°C - - = = = = = = d = - d - d d = =« = = 4+ - - 4+ ~
30°C + 4+ 4+ + o+ + + F o+ o+ o+ o+ + =+ =+ = =+ =+
35°C - + + + + + + + + + + 4 - + + = a2 = d = 4+ + = &
40°C + + d = 4+ 4+ + 4+ d <+ + - - - . = e e e - 4+ - -
Production of:
Amylase + 4+ 4+ + 4+ + d <+ - 4+ 4d + <+ - s - - - 4+ 4 - -
Geiatinase . + + + 4+ + + d <+ d + d + 4+ e s e R
Lipase + F =+ o+ + 4+ = o+ 4+ + 4+ e e =+ d -+ = -
Alginase - =-d = = = = = = - - d = I T
Chitinase - + + 4+ + + - + d + + + + d + + - d d + + = + =
Utilization of:
D-Xylose e T - = e = = - - = 4 - -
L-Arabinose - = d = d - 4+ = = 4 + = = - - e e e e e e A . =
D-Mannose d d + d + d d + - + d + = d + + + = «= d + + = -
D-Galactose +d d - + d + + - 4+ + + - + + 4+ 4 - + + = + + -
Sucrose + + d = = + 4+ - + 4+ + d - + d = 4 4+ = = =+ - +
Trebalose + 4+ + + 4+ o+ F+ 4+ o+ o+ o+ o+ + + + + = d - + - +
Cellobiose - = 4 d - - 4 <+ = d d + d - = d b = 4 = - -
Melibiose B . B e Y P, - -
Lactose - d ~ = - = = d = - - - = d d F = = = - - - = =
Salicin - = d = - = 4 = = F = = - . | - = -
D-Gluconate + ¢ 4+ - + 4+ + + 4+ + 4+ 4 - + + d 4+ = = 4 + = + +
D-Glucuronate - = 4« = d = d 4+ = 4+ = 4+ = e
D-Galacturonate - e e = e = e = = 4 A = = - e e e e e e e = —

* Traits useful for the preliminary identification of species (see text) are designated by boldface type. For symbols see standard definitions (except
for footnote b below).

* +, straight rods; —, curved rods.

¢ Straight rods in exponential phase of growth becoming curved in stationary phase.

* Determined by the anaerobic production of ornithine from arginine. See text for a discussion of problems associated with the Thornley method
which measures alkali production from arginine.

“ Luminous strains of this species have been found by Desmarchelier and Reichelt (1981) and West (1980, Ph.D. thesis).

/ Wild-type strains are unable to utilize lactose; many strains may readily acquire this property by mutation.
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Characteristics “ W H 6 @ & @ &g g d 2 o 8 g 38 g S d g
Propionate + - + + + + + o+ 4+ + o+ + + + F = = e e e - 4
Valerate T - - e e e e m
Heptanoate - d + = + + + = d + + + - - == = = = . = = = -
Glutarate e I i + - = - d = e - - = = - -
pL-Malate + + d d + + + d + + + + d d = + + = = =« &+ 4+ 4+ =
3-Hydroxybutyrate - - - - = = 4+ e+ =2 d - - - = 4 = e e e e = -
pL-Lactate + + + + F + + + + =+ + o+ + + = = - e+ 4+ 4
Citrate d d + d + + + + + + + + + + + + + + d - + + = =
a-Ketoglutarate + = F + + + 4+ o+ + o+ o+ o+ - e d e = = s e e -
Pyruvate + 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ R i T
p-Mannitol + + + d + + + d = + + + + T . I
p-Sorbitol —d - = = = - e .- = - - - . 4 = e -+ e = -
meso-Inositol - d = -« = = d = = - =~ ~ - - = + d = = - -4 - - -
Ethanol - = = = + d 4+ = + + 4+ - - d = d = = = & & = = -
p-Hydroxybenzoate - - = = = = 4+ = = + d - - - = — e e e - = = -
L-a-Alanine -+ d dd + + + + + + + d + + + d - -~ - + - +
D-a-Alanine d d + + + + + + + = 4+ + 4+ I T S
B-Alanine - = - = = = d = = === = = d d === e == -
L-Serine d + + d + + + - d4d + + d + b b e =od o+ + o+ o+
L-Leucine - - = - 4+ 4+ d =+ - - - - = e -
L-Glutamate + + -+ + =+ + + + + + d + 4+ o+ 4+ e d + F + = -
y-Aminobutyrate - - R S . U - o - - e = - = - -
5-Aminovalerate - - = = = = 4+ = $ = d = - - 4+ e = = m m e e -
L-Histidine d dd -+ + + 4 d + d d d d d + + d - - «+ - +
L-Proline + + + + F 4+ 4+ o+ e e+ + + o+ F o+ o+ =+ 4+ 4 -
L-Tyrosine - - + d + + d + d + +'d d d = = = - - = - -
Putrescine - = = = 4+ d 4+ =+ d + - =~ e T
L-Rhamnose, malonate, ben- - - - = - - =+ - - = = = - - - - e e . -

zoate, spermine, betaine,
sarcosine, hippurate

* Traits useful for the preliminary identification of species (see text) are designated by boldface type. For symbols see standard definitions (except
for footriote b beiow).

b+, straight rods; —, curved rods.

¢ Straight rods in exponential phase of growth becoming curved in stationary phase.

¢Determined by the anaerobic production of ornithine from arginine. See text for a discussion of problems associated with the Thornley method
which measures alkali production from arginine.

¢ Luminous strains of this species have been found by Desmarchelier and Reichelt (1981) and West (1980, Ph.D. thesis).

/' Wild-type strains are unable to utilize lactose; many strains may readily acquire this property by mutation.
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Tablean ICC: caractéres des espéces de Photobacterium
- (d'apres le Bergey's Manual, 1984),

1. P. 2. P 3. P
Charactenisucs pnosohoreum letognachi angustum
Reduction of NO;™ to - + d
NO'_'-
Growth at:
20°C + + +
30°C d +- +
40°C - - -
Requirement for L-me- d - -
thionine
Production of:
Chitinase - + d
Amyiase, aiginase - - -
2.3-Butanedioi d - -
Gas from D-giucose + - -
Luminescence + + -
Growth at 4°C + - g
Growth ac 35°C - + +
Producrion or:
Gelaunase - - a0
Lipase - + d
Utilization of-
D-Glucose, D-mannose, + + +
D-galactose. D-truc-
tose, N-acerylglucosa-
mine, giveerot .
p-Ribose. D-giuconate. d + +
DL-lactate, succinate, - .
fumarate
L-Aspartate d + d
L-a-Alanine, L-serine d d +
pL-Glycerate, DL-mal- d d -
ate, L-threonine, L-
glutamarte
p-Giueuronate d - -
Caprate - d -
Sucrose. trehaiose - - d

¢ The following compounds cannot be utilized as soie or principal sources of carbon and energy by any of the species of Photodbacterium: D-
arapinose, L-arabinose, D-fucose, L-rhamnose, cellobiose, melibiose, lactose. inulin, salicin, cellulose, saccharate, mucate, D-galacturonate, formate,
propionate. butyrate, :soputyrate, valerate, isovalerate, caproate, heptanoate. caprylate, peiargonate, oxalate, malonate, raieate, glutarate. adipate,
punelate, suberate, azelate, sebacate, D-tartrate, L-tartrate, meso-tartrate, DL-3-hydroxybutyrate, givcoiate, citrate. a-ketoglutarate, aconitate,
levulinate, citraconate, itaconate, mesaconate, erythritol. D-mannitol. D-sorbitol, meso-inositol. adonitol, ethyiene glycol, propyiene giycol, 2.3-
butanediol, metnanoi, ethanol, n-propanol, isopropanol. n-butanol, isobutanol, D-mandelate. L-mandelate, benzoyl formate, benzoate, o-bydroxy-
benzoate, m-bydroxybenzoate, p-hydroxybenzoate, phenyiacetate, quinate, giycine, D-a-aianine, 3-aianine, L-leucine, L-iseleucine, L-norieucine. L-
valine, L-lysine, L-argirune, L-ornithine, L-citrulline, y-aminobutyrate, §-aminovaierate, L-histidine, L-tyrosine, L-ppenyialamne, L-tryptophan, D-
trvptophan, anthranilate, m-aminobenzoate, p-aminooenzoate, methylamine, etbanoiamine, benzylamine, putrescine, spermine, bistamine, trvpt-
amune, butylamine, a-amyiamine, 2-amylamine, pentylamine, betaine, sarcosine, creatne, hippurate, pantothenate. acetamide, nicotinate, nicotin-
amide, trigonelline, allantoin, adenine, guanine, cytosine, thymine, uracil. For Symbols see standard definitions.
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Tablean M, C:Caracteres des especes d'Aeromonas
(d'apres le Bergey's Manual, 1984).

1. A 2 A 3. A 4. A. saimonucida sudsp.
hydroonils cavae sooria P.
Charactenstics saimonicida achromogenes masoucida shigeiloudes

Moulicy + + + - - - +
Monotrichous flageilation in liquid medium + + + - - - -
Lophnotrichous tlageilation in liquid medium - - - - - - +
Coccooacilli in pairs. chains and ciumps - - - -~ + + -
Rods in singies and pairs + + + - - - +
Brown water-soiuble pigment - - - + - - -
Growth in nutrient broth at 37°C + + + - - - +~
Indole production in 1% pepcone water + + ~ - + + +

Escuiin hydrolysis + + - - -
Growth in KCN broch (Meller technique) + + - - - - -

L-Histidine and L-arginine utilization + + - - - -
L-Arabinose utilization + + - - - - -
Fermentation of salicin + - - d d d -
Fermentation of sucrose + + + - - + -
Fermentation of mannitol + -+ + - - - -
Breakdown of inositol - - - — - —_ +
Acetoin from giucose (Voges-Proskauer) + - d - - + —
Gas from giucose + - + + - + -

+ - + - - +-

H,S from cysteine

* Symbois: +, typicaily positive; —, typically negative; d, differs among strains.





