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1.Introduction

Les produits de la péche entrent de maniére sigifie dans la diete alimentaire et
constituent, pour certains pays, la source majdarprotéines d’origine animale. Le secteur
de la péche est également une source d’emploiséehahges extérieurs. Malgré cette
importance socio-économique, les produits de ld@é&ont les vecteurs d’une multitude de
maladies d’étiologie bactérienne, virale, parastat toxique (AgroVet Magazine, 1997).

Au sein des produits de la péche, les mollusquesiies (moules, huitres, palourdes, etc.) et
les crustacés (crevettes, crabes), occupent ume plarticuliere. Ce sont des filtreurs qui
accumulent de maniére biologique des micro-orgagéspathogénes et des substances
toxiques.ll en résulte de nombreuses toxi-infections alirmgas dues a I'ingestion de ce type
d’aliments.Parmi les agents responsables de maladies et dmfiestions alimentaires, les
Vibrio constituent dans de nombreux pays un réel probtrganté publique en raison de la
consommation accrue de produits de la mer (Chiret.db., 2003).

La législation internationale plus précisément paemne (CE n° 2073/2005), préconise la
mise au point de méthodes fiables pour I'évaluatien risques liés aux virus et avibrio
dans les produits de la mer (Robert-pillot. A, 2006

Mis a part le choléra, maladie a déclaration oldiga selon le Réglement sanitaire
international de I'Organisation mondiale de la éaf®@MS), il n'existe pratiquement aucun
systeme de surveillance pour les autres infecteonvébrions non cholériques et beaucoup
d’incertitudes demeurent quant au danger qu’eépsasentent (Bonhomme. A, 2003).

Notre étude comporte deux parties distinctes:

Une partie bibliographique qui synthétise les dasneelatives aux especes \dério et une
partie pratique qui a pour objectifs dans un preneenps de rechercher la présence des
Vibrio dans les crustacés (crevettes, crabes), les mo#daggoules), et dans I'eau de mer de
la région de Jijel, Colo, Skikda, Annaba et El Kelal'identifier les souches isolées et de les
caractériser et dans un deuxiéme temps d’idengfiele caractériser d’autres bactéries isolées

sur gélose TCBS.



2. Historique

Pendant des siécles, la maladie du cholera étaihitue en Europe, se propageant surtout en
Asie et en Afrique. La premiere mention de cettéatia en Europe date de 1503 et a été faite
par un officier portugais appelé Vasco de Gamaequievenant des Indes, avait décrit une
épidémie de diarrhées cataclysmiques rapidementehesr (en 8 heures),ayant entrainée le
décés de 20000 personnes. Elle apparut par la snitBurope et fut I'objet de grandes

multitudes d'interprétations et de théories deald ges médecins (Anonyme?2).

C'est lors de I'épidémie de 1854, a Londres, quahapréhension de la maladie connait une
avancée majeure. On se rendit compte gqu’elle s@tviss proximité de certains puits,
suggérant une contamination par l'eau. Mais ceyfaothese ne fut pas immédiatement

admise a I'époque (Anonyme 3).

Vibrio choleraea été pour la premiere fois identifiée comme agesponsable du choléra par
I'anatomiste italien Filippo Pacini en 1854, magsdecouverte sera ignorée a cause de la
prédominance de la théorie du miasme, imputante$pansabilité du choléra et d'autres
maladies dont on ne connaissait pas l'origine, & mauvaise qualité de l'air (Fournier et
Quilici, 2002).

Trente ans plus tard, Robert Koch, qui n'étaitgaasourant des résultats de Pacini, publie le
résultat de ses travaux et les moyens de prévémiio cholerae(Fournier et Quilici, 2002).

Au début des années 50 une nouvelle espétthidi® pathogene pour ’lhomme est identifiée
(Fujino et al, 1953). Elle a été isolée des selles de patieistimes d’'une intoxication
alimentaire collective a Osaka au Japon, et daecahsommation d’une sardine partiellement
séchée appelée « Shirasu ». Fughal., 1953, isolérent une bactérie mobile évoquéhtio
choleraea partir des anchois, cette bactérie n’agglutipast I'antisérum ant¥ibrio cholerae

et n'était pas incurvée et ne présentait pas ulmation bipolaire sur gélose de sang, le
germe était hémolytique. Cette bactérie a été @astans le genréasteurella avec
l'appellation de Pasteurella parahaemolytic§ proche dePasteurella haemolytica ou
Mannheimiahaemolytica (Euzéby, 2005).

En 1961, Miyamotaet al. Considérant que la fermentation du glucose estnipatible avec
Pseudomonasspp, et transférérent le germe dans le nouveaueg#&dceanomonds

(" Oceanomonas parahaemolytica") (Euzéby, 2005).



En 1963, Sakazalet al. étudiérent 1072 souches deceanomonagarahaemolytica qui
leur permurent de classer ce micro-organisme dagsireVibrio Au sein de I'especéibrio
parahaemolyticusces auteurs individualisent deux biovars, le &idvou Parahaemolyticus
(ne produisant pas d'acétoine et incapable deveulén présence de 10% de NaCl) et le
biovar2 oualginolyticus (produisant de l'acétoine et cultivant en préselec@é0% de NaCl)
(Euzéby, 2005).En 1965, la bactérie est renomm@ééieio choleraeen hommage a Filippo
Pacini(Pacini, 1854)

L’espéceVibrio alginolyticustrés abondante dans le milieu marin mais rarensefdée chez
I'hnomme a été décrite en 1968.

Au début des années 70, des cas d'infections exeatinales associant des nécroses et
cedemes tissulaires, des formes septicémiques dimfieavec parfois mortalité brutale sont
apparues aux Etats-Unis (Bonhomme. A, 2003).

L’agent isolé pour la premiéere fois a été confomdecVibrio parahaemolyticuget appelé
vibrion non-cholérique, reconnu comme étant unevalbel espéce par Reichelt et al., (1976),
ilIs ont proposé de classer cet organisme dans teeCG®eneckea et de lui donner le nom

d’espéecevulnificusqui signifie « blessure » en latin.

En 1971, Baumann et al. Transférériitrio parahaemolyticusainsi que d'autres vibrions

isolés de I'eau de mer, dans le géBeaeckea

En 1974, la huitieme édition du "Bergey's ManualD®terminative Bacteriology” décrit
Vibrio parahaemolyticus et reconnait I'existence des biovars Parahaerooytiet
Alginolyticus (Euzébi ,2005).

En 1975, le sous-comité de taxonomie désrio recommande d'élever chacun des ces
biovars au rang d'espéce et, ultérieurement, lsslteds des hybridations ADN-ADN

confirmeront l'individualisation des esped&ébrio parahaemolyticugt Vibrio alginolyticus

Le 01 janvier 1980, Baumaret al. retiennent les nomenclatures \didrio parahaemolyticus

et deBeneckegarahaemolytica

En 1981, Baumanet al. Transferent toutes les especes du g&aeeckeadans le genre

Vibrio. Cette proposition a été largement acceptée par Hactériologistes et les
nomenclatures d@eneckeaet de Beneckeaparahaemolyticane sont pratiquement plus
utilisées (Euzébi, 2005).



Ces organismes ne possédant pas l'antigene Ol t@dstdque deV. cholerae sont
aujourd’hui identifiés comm#&’. choleraenon O1 ou NAG (Non Agglutinating Vibrio) ou
encore NCV (NorCholera Vibrig (ICMSF, 1996).

En 1992, une nouvelle souche de choléra, n'agg@latipas I'antisérum O1, mais produisant
une toxine cholérique, a été découverte au Bangftade en Inde et reconnue comme étant
I'agent causal d’'un cas typique de choléra. Letgpma été décrit comme appartenant au
nouveau sérogroupe 0139 en 1993 (Bonhomme. A, 2003)

3. Classification

Les bactéries du geniibrio, appartiennent a la famille des Vibrionacae (Vérb®65 ;
Thompsoret al., 2004) (cf tableau 1).

Tableau 1
Classification(Anonyme 3)

Regne Bacteria

Embranchement Proteobacteria

Classe Gamma proteobacteria

Ordre Vibrionales

Famille Vibrionaceae

Genre Vibrio

Cette famille se différencie de celle des Pseud@meae par le fait que ses membres peuvent
pousser en milieu anaérobie, et de celle des d#eteriaceae, car ses membres sont
sensibles a I'agent vibriostatique 0129 et sonitif®s I'oxydase (Madden et Mc Cardell,
1989).

La famille des vibrionaceae compte trois autresregerPhotobacterium, Plesiomonast
Aeromonasces deux derniers comptent des espéces connueétpmla cause de diarrhées et
infections septicémiques chez ’lhomme (cf tableau 2



Tableau 2

Différenciation des quatre genres formant la faerdiés vibrionaceae (Madden et Mc Cardell,
1989).

Propriétés Vibrio  Photobacterium  Plesiomonas Aeromonas
p.100 molaire 38-51 40-44 51 57-63
Guanine + cytosine
Sensibilité a I'agent + + + -
0129
Fermentation du + - - +
D-mannitol

Nécessite I'ion Na+ + + - -

pour la croissance ou
stimuler la croissance

Parmi les especes décrites dans le ga&fibgio, on compte aujourd’hui 51 espéces (cf
tableau3), certaines espéces ne sont pas pathogémeshomme mais peuvent I'étre pour

les poissons\{.anguillarun) ou les crevettes/(penaeicidn



Tableau 3

Les 51 especes du genvibrio (Fournier et Quilici, 2002)

Espéces considérées comme

Autres espéces

pathogénes pour I'Homme

- Especes frequemment isolées
Vibrio cholerae
Vibrio parahaemolyticus
Vibrio vulnificus
Vibrio alginolyticus
- Espéces rarement isolées
Vibrio fluvialis
Vibrio hollisae
Vibrio mimicus
- Espéces dont la pathogénicité
est douteuse
Vibrio carchariae
Vibrio cincinnatiensis
Vibrio damselae
Vibrio furnissii

Vibrio metschnikvii

V. aerogenes
V. aestuarianus
V. albensis
V. anguillarum
V. campbellii
V. costicola
V. cyclitrophicus
V. diabolicus
V. diazotrophicus
V. fischeri
V. gazogenes
V. halioticoli
V. harveyi
V. ichthyoenteri
V. iliopiscarius
V. logei
V. marinus
V. mediterranei
V. mytili
V. natrieg

V. navarrensis
V. nereis
V. nigripulchritudo
V. ordalii
V. orientalis
V. pectenicida
V. pelagius
V. penaeicida
V. proteolyticus
V. rumoiensis
V. salmonicida
V. scophthalmi
V. splendidus
V. succinogenes
V. tapetis
V. trachuri
V. tubiashii
V. viscosus

V. wodanis

4. Caractéres bactériologiques

Les Vibrio sont des bacilles ou coccobacilles a Gram négdtdits ou incurvés, d’'un
diametre compris entre 0,5 et 0,8 um et d’'une lengaomprise entre 1,4 et 2,6 um.

lls présentent habituellement a I'état frais urabilité polaire due a un seul flagelle tel que
Vibrio cholerae qui présente un flagelle « engainé » dans la peaoactéristique mais
certaines souches possedent plusieurs flagellésalat lorsqu’elles poussent sur un milieu
solide en particulier pour I'espédtbrio parahaemolyticugTwedt R.M., 1989).



5. Caracteres culturaux

Les membres du genpdibrio sont anaérobies facultatifs, chimiorganotrophepeaivent
utiliser le métabolisme respiratoire ou fermentdlf ne prennent pas la coloration de Gram
(gram négatif) et poussent généralement bien slieuxniordinaires, a des températures de
18°a 37°C etun PH de 6 a 9 lIs fermentent {egdies de carbone sans production de gaz
(ni CO2, ni H20).lIs réduisent les nitrates enitatet liberent 'acétoine (VP+).lls produisent
une oxydase (exceptémetschnikovi et V gazogehes une catalase,ils fermentent le glucose
sans production de gaz,a I'exceptiondluvialis (Holt et al., 1994).

Les solutions ioniques stimulent la croissance alges les especes et sont absolument
indispensables pour la plupart des especes ex&8bt® cholera etVibrio mimicus qui
peuvent croitre dans un milieu contenant 0% de NEGK et al., 1994).

Ainsi les dix espéces débrio connues pour causer des gastro-entérites peuventléssées

en cing sous-groupes sur la base de sept testsi{ Rugl, 1989) (cf tableau 19).

6. Importance des différentes especes de Vibrio

6.1. Vibrio cholerae

Vibrio cholerae appartenant aux sérogroupes O1 et O139 sont les skeuls considérés
comme étant les agents du choléra d’apres la tdéfinlonnée par I'Organisation Mondiale
de la Santé (OMS). Des différences de compositiesm glucides présents dans l'antigéne
somatique thermorésistant de surface (antigéne ddj a la base de la classification
sérologique dé&/ibrio cholerae Ces sérogroupes sont détectés grace a des amsel et
0139 (Bonhomme. A, 2003).

La prévalence de ces sérogroupes dans les envinemtg aquatiques semble inférieure a
celle des autres sérogroupes\deholerae Le nombre de sérogroupes O recensés continue
d’augmenter et actuellement plus de 206 sérogroOpsmnt reconnus (Shimada et al., 1994).
Depuis la reconnaissance du sérogroupe 0139, ignéésnVibrio choleraenon-O1 et non-
0139 a été utilisée pour inclure tous les autresgséupes dé/. choleraeexceptés O1 et
0139.Ces souches non-O1 et non-O139 sont occaiemeeat isolées de cas de diarrhée
bénigne et d’infections extra-intestinales.

Parmi I'especé/. choleraeO1, deux biovars sont distingués : « classique® Tor », ce
dernier étant capable de provoquer 'hémolyse théogytes de mouton.

Trois sérotypes sont décrits dans les deux biotgpestrogroupe groupe OL1 : et sont Inaba,
Ogawa et (plus rarement) Hikojima (Bonhomme. A,200



La détermination du sérotype Inaba, Ogawa ou Hikajiest encore souvent considérée a tort
comme utile, voire indispensable. Cette détermamati’a en fait qu’un intérét trés limité
puisque I'étude de la génétique du lipopolysacdeade Vibrio cholerae O1, qui est le

support moléculaire du sérotype, a montré

gu’une souche pouvait passer facilement d’'un gpeot I'autre et donc qu’'un changement
de sérotype au cours d’'une épidémie ne signifastabligatoirement I'arrivée d’une nouvelle
souche (Bonhomme. A, 2003), (cf tableau 4).

Tableau 4

Position du vibrion cholériqué/(brio choleraeO1 et O139) au sein de
I'espéceVibrio cholerae(Fournier J.M, 1996).

Classement selon  Sérotypes Classement selor Pouvoir pathogene

L’'antigene O* le biotype
Inaba ou
Ogawa** Classique Vibrion cholérique
Sérogroupe
01 Inaba ou
Ogawa** El Tor Vibrion cholérique

Nouvelle souche de
0139 El Tor Vibrion cholérique

apparue en 1992 en
Inde et au Bangladeh

Vibrions responsables

Non- O1 non-O139 de diarrhées
(plus de 155 saisonniéres,
Sérogroupes) de suppurations et

de septicémies.

*Déterminé selon la réactivité immunologique depkatie polysaccharidique spécifique du

lipopolysaccharide.
**|_e sérotype Hikojima correspond a une transiténire les sérotypes Ogawa et Inaba.

***Déterminé selon quelques caracteres biochimiques



6.2. Vibrio parahaemolyticus

Une étude réalisée chez des volontaires a moned'iggestion de 2 x £0a 3 x 16 UFC
provoquait des gastro entérites dont les isolati®/t hémolytiques (hémolyse de tyesur

un milieu spécial contenant des érythrocytes husé@iélose Wagatsuma), tandis que ceux
qui provenaient de I'eau de mer et des poissoi&taéent pas. L’hémolysine extracellulaire
thermostable (TDH) responsable de cette différeese désignée comme « phénomene

KanagawaxHonda et al ., 1988).

Cette discordance s'expliquerait par une meillautgtiplication des souches Kanagawa-
positives dans lintestin. Il est également possiQue les souches Kanagawa-négatives
survivent mieux dans le milieu extérieur ou ellesagent donc plus abondan{@snhson D.E

et al ., 1984).

Gosh et Sehgal, (1998nt complété une étude réalisée par Honda etl@38) qui avait mis
en évidence une autre hémolysine thermostable |&pp®H-apparentée (TRH) décrite pour
des souches déibrio parahaemolyticusiégatives au phénoméne Kanagawa. Elle est connue

pour jouer un réle important dans I'origine degdiaes.

Les génes TDH et TRH de ces deux hémolysines sgour’hui connus et considérés
comme d’importants genes de viruleriBates T.C et al., 2004).

6.3. Vibrio vulnificus

ConcernanVibrio vulnificus trois biogroupes sont distingués.

Le biotype 1 a été décrit a l'origine comme étant\Mibrio «lactose-positif».Une étude
récente a mis en évidence qu’environ 85% des ssucligiques associées a des cas de
maladies humaines étaient « lactose-positives ivéOét Kaper, 1997).

Les souches appartenant au biotype 2 sont une osmjeare de maladie pour les anguilles.
Ce biotype a été impliqué en tant que pathogenertjpste de facon sporadique dans des

cas d’infections humaines (Oliver et Kaper, 1997).



Un troisieme biotype d¥. vulnificusqui est associé a des cas de bactériémie trang@ise
des produits de la mer et & des infections de lnlessencontrées chez 62 patients qui avaient
été en contact avec les ceufs de poissons d’él@ratgeaél.

Grace a des méethodes d’hybridations ADN/ADN, desl&t comparatives ont été menées sur
les souches cliniques et environnementdlesest avéré que ces souches sont pratiquement
identiques (Bisharat et al ., 1999).

7. Facteurs de virulence et d'adhésion

7.1. Vibrio cholerae
7.1.1. Facteurs de virulence

Il a été prouvé recemment que la bactérie resptmsabcholéra, est rendu pathogéne par un
de ses parasites astucieux, le bactériopagée Ce virus rend le vibrion capable de produire
une enterotoxineT) qui provoque les diarrhées mortelles du chol®waur parasiter le
vibrion cholérique, le bactériopha@d X integre I'ensemble de son génome dans celui de la
bactérie, ce qui lui permet de profiter de la nplitation de son héte pour se propager. En
échange, le vibrion acquiert la capacité a prodaitexine cholérique qui est encodée dans le
génome du phage (Val M.E et al ., 2005).

Le génome de la plupart des bactéries, et notameoeduitdu vibrion cholérique, est composé
de chromosomes circulaires d’ADN double brin. Leagée du phag€TX se présente lui
sous la forme d’'un ADN circulaire simple brin. Lekercheurs du CNRS et de I'Institut
Pasteur ont récemment mis en évidence le mécampamiequel le phag€TX « pirate » la
machinerie cellulaire de la bactérie pour permdiinégration de son génome malgré cette
différence de structure (Val M.E et al ., 2005).

Considérée comme larincipal facteur de virulence connu Wério cholerae la toxine est
une protéine polymeére (M. 84.000) qui se composalalix domaines ou régions principales.
La région A (M. 28.000), responsable de l'actiwatélogique de I'entérotoxine, est liée par
des interactions noncovalentes avec la région (M.56.000). La région B est composée de
cing sous-unités B (pour «binding»), (11 kg.moligure 1), entourant la région A (pour «
active »), (de 29,5 kg.mol-1), elle-méme diviséesens-unités Al et A2 liees par un pont

disulfure.



Figure 1: Structure de la toxine @Bernard et al., 2007)

Une autre caractéristique des souched/iteio cholerae0139 est qu’elles possedent une
capsule polysaccharidique visible en microscopiectébnique. Cette capsule pourrait
accroitre leur virulence. Les souches e choleraenon-O1 et non-O139, qui peuvent
provoquer des septicémies chez les sujets immunioai®y sont d’ailleurs capsulées. Un
autre role connu des capsules polysaccharidiquesieeprotéger les bactéries contre la
dessiccation. Il est possible qu'une telle propriébntribue a la meilleure survie dans
I'environnement deV. cholerae0139 comparativement . choleraeO1. Cette meilleure
survie pourrait prolonger I'existence de foyersndiémie aVv. cholerae0139 (Fournier J.M,
1996).

Les souches O1 et 0139 produisent une toxine céhokret d’autres facteurs de virulence
tandis que les souches non-O1 et non-O139 possedentent ces attributs. En revanche, ils
possédent d’autres facteurs de pathogénicité qui &d’origine de différents syndromes

observés lors des infections qu’ils provoquent. €@a&teurs peuvent étre classés en trois

catégories:

Les entérotoxines, les hémolysines et les capsudbsaccharidiques. (Fournier et Quilici,
2002).

Une minorité de souches débrio choleraenon-O1 et non-0139 produit une entérotoxine
thermostable (ST) dont la séquence présente 50@mdlogie avec I'entérotoxine Sta des
souches entérotoxinogéend@'&scherichia coli En revanche, la plupart des souche¥iteio
choleraenon-O1/ non-O139 produit une hémolysine/cytolysdentique a celle produite par

les souches d¥ibrio choleraeO1, biotype El Tor. Environ 70% des souchesMVilario



cholerae non-O1 et non-0O139 posseédent une capsule polysadiciue qui augmente la
résistance des bactéries a la phagocytose et lkeumep de provoquer des septicémies
(Fournier et Quilici ,2002).

7.1.2. Facteurs d’adhésion

Vibrio choléraont un ou plusieurs facteurs d'adhérence qui pemmettent d'adhérer aux
microvilli .Plusieurs hemagglutinines et le pili tixine-coregulatedsemblent étre impliqués
dans l'adhérence mais le mécanisme réel n'a padééité. En effet, il peut y avoir de
multiples mécanismes. La motilité déirio peut toucher la virulence en leur permettant de

pénétrer la couche du mucus (Bonhomme. A, 2003).

7.2. Vibrio parahaemolyticus

7.2.1. Facteurs de virulence

Twedt R.M., 1989, a mis en évidence quatre agegtmolytiques synthétisés paf.
parahaemolyticus Une hémolysine thermostable directe (TDH), uémblysine apparentée
a I’'hémolysine thermostable directe (TRH), une phoadipase A et une lysophospholipase.
Cependant Le role exact des deux autres factewnstifids, la phospholipase A et la
lysophospholipase n’est pas connu et aucune relardre leur production et le pouvoir
pathogene des souches\dbrio parahaemolyticus’a été établie (Fournier et Quilici., 2002).

La toxine TDH

L’hémolysine thermostable directe a été purifiéestcune protéine de 23 kDa qui montre une

activité hémolytique sur divers types d’hématiestt€ activité n’est pas inactivée par un
traitement a 100°C pendant 10 minutes, (Honda. Tigh. T, 1993), elle est composée de
deux sous-unités monomériques de 22000 Daltons.
Sa production est sous contréle du pH, elle ineevuniquement lorsque celui-ci est compris
entre 5,5 et 6,5 (Twedt R.M., 1989).
La dose minimale hémolytique de cette hémolysindipa est de 0,1 ug.

La toxine TRH

La toxine TRH est une protéine de 23 kDa immunotggunément liée a la toxine TDH

(Hondaet al, 1988). TRH est moins thermorésistante que TMd. génetrh montre 69%
d’identité avec le génelh2 |l semble que les génted ettdh ont évolué a partir d’'un ancétre
commun. La toxine thermolabile ne semble pas liee\arulence mais le gerteest présent
dans toutes les souches dé& parahaemolyticusce qui en fait un bon marqueur

épidémiologigue (Bonhomme. A, 2003).



7.2.2. Facteurs d’'adhésion

D’autres études réalisées par Honda et al., 197&vedt R.M, 198%nt montré qué/ibrio
parahaemolyticugst capable de pénétrer dans la lamina propridatn et de se disséminer
par la circulation au cceur, a la rate, au pancetasu foie, démontrant ainsi la capacité

invasive de cette bactérie.

7.3.Vibrio vulnificus

7.3.1. Facteurs de virulence

Les substances pouvant jouer un role dans la vicelee cette bactérie

sont : des sidérophores, une cytolysine, une cepsute protéase, une élastase, des
collagénases, des ADNases, et des lipases quidergséne activité hémagglutinante et qui
peuvent adhérer aux cellules épithélio-buccalesdmms (China B., 2003, Bonhomme. A,
2003).

En 1981, Kreger et Lockwood ont été les premieméerire la production d’'une toxine

extracellulaire et thermolabile p"ibrio Vulnificus(Oliver J.D, 1989).

V. vulnificussemble capable de provoquer des septicémies qeglours apres I'ingestion de
fruits de mer contaminés. Cette septicémie esicpéirement sévere puisque le taux de
mortalité est de 50 %. C’est un pathogene assaotéhaiitres. Des études récentes par
électrophorése en champs pulsés ont montré quamzeathe d’huitres peut contenir plus de
100 souches différentes dont seules certainespsthbgenes pouthomme (Jacksoret al,
1997).

L’importance du fer pour ce micro-organisme a éigenen évidence par le fait que le sérum
normal humain s’est montré étre bactéricide en quesd heures tandis que lorsque la
concentration sérique en fer augmentait, le séremmettait aVv. vulnificusde survivre et

ensuite de croitre

V.vulnificus produit deux sidérophores :

La vulnibactine (un sidérophore de la famille degnmolate) et un sydérophore de la famille
desvulnificus(Okujo et al., 1996).

Il est probable qu¥. vulnificussoit capable de rompre la liaison entre I'hnémolelet le fer,

ce qui constitue une grande différence avec leeesliactéries qui, elles sont incapables

d’acqueérir le fer lorsque celui-ci est complexéhaptoglobine. Des souches avirulentes/de



vulnificus se sont montrées incapables d’obtenir le fer defauiransferrine saturée, ce qui
suggere que le fer est un facteur déterminant idgoathogenése.

7.4. Autres especes de Vibrio

7.4.1. Facteurs de virulence

Dans une étude examinant la présence de caractéestde virulence pour plusieurs especes
de Vibrio isolées dans I'eau de mer, les activités enzymesig biologiques ont été étudiées
sur des animaux par Baffone et al ., 2001.

Les souches étudiées étaidhtalginolyticus, V. parahaemolyticysV. choleraenon-O1,V.
vulnificus V. fluvialis V. furnissiiet V. metschnikovii Les activités enzymatiques réputées
étre corrélées a la virulence ®e choleraeet V. parahaemolyticugnt été testées (uréase,
lipase, gélatinase et activité hémolytique). L'aitdéi uréase est trouvée chez 19,9% des
souches étudiées. Les valeurs sont situées entrpob¥/. alginolyticuset 100% poulV.
metschnikovii La lipase (98%) et la gélatinase (100%) sont iéss pratiquement pour
toutes les souches. L’activité hémolytique n’esispnte que pour PRdes souches.

La capacité d’adhésion concernait 40% des souah¥s fluvialis et entre 55 et 80% poi.
alginolyticus V. parahaemolyticugt V. choleraenon-O1. La cytotoxicité est notée pour
plusieurs especes avec cependant une distributionne intensité variables pour les
différentes especes. 50% des souches/dalginolyticusétaient cytotoxiques mais 15%
I'étaient de facon moyenne a importante tandis&i# des souches dé parahaemolyticus

et 100 % des souches Y¥echoleraeaon-O1 étaie

nt fortement productrices de cytotoxines. Des pébgs cytotoxiques ont également été mises
en évidence pow. vulnificuset V. metschnikovimais avec une intensité moyenne a faible.

V. fluvialiset V. furnissiine sont pas producteurs de cytotoxines. (cf tald¢au



Tableau 5
Distribution en pourcentages des activités enzyqnas et
biologiques de 52 souches \dibdrio halophiles issues de I'eau de mer (Baffonal.eR001)

Especes Uréase Lipase Gélatinase Hémolysine = Adhérence Cytotoxicité Test sur Test sur
ileon animal
ligaturé

V parahaemolyticus

V cholerae non-O1

V.alginolyticus

V.wulnificus

V fluvialis

V furnissii

V. metschnikovii

Total




8. Pathogénie
8.1. Vibrio cholera

Les effets de la toxine cholérique sont une diarhg&ssive mais il faut que le micro-
organisme ait échappé au préalable a de nombrecamnmsénes de défense non-spécifiques de
I’'héte pour réussir a coloniser I'intestin gréleussi les souches entérotoxiques/deholerae
doivent-elles étre capables de survivre a I'acidiet 'estomac, de coloniser l'intestin et
d’excréter suffisamment de toxine cholérique paodpire la réponse diarrhéique associée au
choléra ? Les effets de I'acidité svr choleraeont été étudiés grace a une expérimentation
réalisée sur des volontaires Nord-Américains ennbosanté qui ont ingéré 1 million de
cellules deV. choleraedans de I'eau contenant du bicarbonate de sodusidnt développé

le choléra. Dans une méme étude effectuée sandbiwde, aucun des volontaires humains
n'a été malade. Aprés avoir survécu a l'aciditétiggue V.choleraedoit étre capable
d’adhérer a la muqueuse intestinale et donc dstegsau péristaltisme intestinal créant un
flux hydrodynamique et a la barriere muqueuse (eogalyx) qui empéche les bactéries
d’avoir un acces direct a la muqueuse intestindtur y parvenirV. choleraeproduit des
adhésines lui permettant une adhérence directesgellules et des enzymes (les mucinases)
qui dégradent partiellement les glycoprotéines amsapt le glycocalyX existe des bactéries
possedent des toxines immunologiquement appareat¥dsio choleraet qui provoquent
des troubles comparables. Il s'agit $imonella typhimuriumEscherichia coli Klebsiella
pneumoniae, Salmonella enteritigdonhomme. A, 2003).

8.2.Vibrio parahemolyticus

La TDH altére le flux d’ions intestinaux entrainamie diarrhée. La protéine purifiée induit la
sécrétion d’ions en utilisant le €Eacomme second message (Raimaetdil, 1995: Raimondi
et al, 2000). Le récepteur cellulaire pour TDH semlite & ganglioside GT1b (Olivier et
Kaper, 1997).

Les souches hémolytiques de parahaemolyticugontiennent deux copiadifférentes du
génetdh (tdhl et tdh?). Les souches faiblement hémolytiques ne posseglénne seule
copie du gene et les souches non-hémolytiques seedent pas de getdh. Un genddh

like est trouvé aussi dans d’autres especasia@ (Nishibuchi et Kaper, 1995).



9. Symptomatologie des infections a Vibrio

9.1. Vibrio cholera

Vibrio choleraeO1 et 0139 sont les agents responsables du « atadléra. Les syndromes
provoqués par ces deux bactéries ne peuvent étiegliés

L’incidence du choléra chez les patients de grosgreguin A est plus faible que pour la
population générale et l'incidence pour les perssriu groupe O est significativement plus
importante (FAO/WHO, 2001).

Apres une période d’incubation variant de 6 hewresng jours, les premiers symptomes
observés lors d’infection évoluent d’'une diarrhégere a une diarrhée aigué accompagnée de
douleurs abdominales et de I'anorexie.

Le choléra se manifeste par une forte diarrhée, vdesissements, sans élévation de la
température. Les selles, fécaloides au début, nlesid rapidement aqueuses, caractéristiques
«d’eau de riz». Il y'a une perte rapide et impoitades fluides corporels (plus de un litre par
heure) et des sels minéraux (en particulier le gsian), conduisant a une déshydratation
sévere, de I'hypotension et un déséquilibre ionigGette importante fuite d'eau et
d’électrolytes entraine des crampes musculairesdo@iloureuses ainsi qu’une soif intense

impossible a calmer du fait des vomissementsi@iré 2), (Bonhomme. A, 2003).
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Figure 2: Schémapathophysiologique du cholégichard A, Finkelstein, 2007).

1:Apres ingestion de I'aliment contaminé par la bajch

2:La colonisation a lieu au niveau du colon

3:La toxine cholérique provoquia maladie du cholera qui se traduit par :
- Le choc hypovolemique

- Une acidose

- Des vomissements

- Une diarrhée

- Des crampes musculaires

4:Perte de 1 a plusieurs litres par jour



A c6té de cette forme clinique classique, il exigtecholéra «sidérant» ou «sec» dans lequel
une chute brutale de la tension entraine la morcpldapsus alors qu’il n’y a pratiqguement
pas eu de diarrhée. Dans ces formes d’'évolutiEs reipide, qui surviennent généralement
chez les enfants, les sécrétions intestinalesntestafinées dans | intestin gréle et un célon
distendus.

Une autre forme de choléra, appelée «cholérinarg gifficile a diagnostiquer, mais dont
I’évolution est moins grave, présente tous lesesgiu choléra mais sous une forme atténuée
et d’évolution plus lente. La déshydratation estima importante et la guérison survient

spontanément en quelques jours (Fournier J.M.,)1996

Les infections &/ibrio choleraenon-O1 et non-O139 se manifestent le plus souvantes
gastro-entérites fébriles a sévérité modérée ammespériode d’incubation moyenne de 48
heures. Les symptdmes prédominants incluent warehéie, des crampes abdominales, de la
fievre. Les vomissements et la nausée concerrghit @es individus infectés. La méme
proportion présente du sang et du mucus dans lles.séarfois, la diarrhée est assez sévére
et peut durer 6 a 7 jours. La dose minimale iafieiet n'est pas connue mais supposée étre

supérieure a 1 million (Bonhomme. A, 2003).

9.2. Vibrio parahaemolyticus

Apres une durée d’incubation de 4 a 96 heures,syagptdomes associés a une infection a
Vibrio parahaemolyticusonsistent le plus souvent en une gastro-entanitsejrésout d’elle-
méme en deux a trois jours. Les signes cliniqueplies courants sont la diarrhée (98%), des
crampes abdominales (82%), des nausées (71%)odassements (32%), des maux de téte
(42%), une fievre légere (27%) et des frissons (R4Une forme dysentérique plus sévere de
la maladie avec des selles présentant du mucuss&rdy a été décrite en Inde, au Bangladesh
et aux USA. Méme si les cas graves peuvent néeessie hospitalisation, la majorité est
souvent soignée par une thérapie qui associe kdréfation et parfois des antibiotiques
(tétracycline). La durée de la maladie se situecetieux heures et dix jours (Bonhomme A,
2003).



9.3. Autres Vibrio

Les infections dues ¥Yibrio vulnificus interviennent plus frequemment chez les hommes de
plus de cinquante ans. D’aprés I'étude de casqtles, plus de 80% des personnes affectées
par cette bactérie appartiennent a ce groupe (Earo@ommission, 2001).

Les symptdmes les plus fréquents sont la fievrs,fdssons, la nausée et une hypotension
sévere aboutissant au collapsus cardio-vasculBiags 69% des cas de septicémies primaires
apres ingestion du micro-organisme, des lésiononskires peuvent apparaitre suite
probablement a la dissémination de la bactérie Ipagirculation générale. Ces lésions
apparaissent généralement sur les extrémités etroh@nt frequemment nécrotiques. Les
tissus affectés montrent une nécrose des vaissmlx peau et des muscles et nécessitent

souvent un débridement chirurgical voire 'ampuatdu membre (Oliver J.D., 1989).

L’infection a Vibrio alginolyticus et Vibrio hollisae n’aboutit qu’assez rarement a une forme
clinique cependant elleont responsables de symptdmes plus séveres paorahiire a des
septicémies fatales chez les individus immunodégsi(frournier et Quilici, 2002).

L'infection asymptomatique étant la forme la plabhuelle d’infection. Les facteurs d’hote
semblent importants (personnes agées, immunodéfijeirrhose du foie, cancer, traitement

par les immunosuppresseurs, diabete)

Les gastro-entérites provoquées Wamrio mimicus sont similaires a celles produites par
choleraenon O1 et non-O139. Elles sont caractérisées @éa diarrhée, des vomissements,
des crampes abdominales et de la fievre, des mau&tel et parfois du sang dans les selles.
Le délai d’'incubation est de 3 a 72 heures ap@ssiion de nourriture contaminée et la durée
de la maladie est de 1 & 10 jours, 6 en moyenndRE; 1996).

Les symptobmes de la gastro-entérite attribu&eflavialis sont similaires a ceux causés par
Vibrio cholerae Les patients présentaient une diarrhée aquewsedes vomissements, des
douleurs abdominales, une déshydratation sévéesowtent de la fievre. Une différence
notable par rapport au choléra est I'occurrencs frikguente de la présence de sang dans les
selles lors d'infection &. fluvialis(Han et al,, 2002).

Vibrio hollisaeest responsable de gastro-entérites liées a lawonation de produits de la

mer et rarement de septicémies (Fournier J.8.£2002),(cf. tableau 6).



Micro-organisme

Vibrio choleraenon-

Tableau 6
Formes cliniques, facteurs de transmission et diastde risque des infectiond/ério non

Véhicules de
Transmission

Fruits de mer

cholériques (Fournier et Quilic2002).

Formes cliniques
principales

Gastroentérite

Facteurs de risque
chez I'hGte

Non connus

O1 et non-0139 Eau de mer Otite, infection des Plaie, cirrhose,
tissus mous, immunodéficience
septicémie
Vibrio Fruits de mer Gastroentérite Non connus
Parahaemolyticus
Vibrio vulnificus Eau de mer Infection des tissus  Plaie, cirrhose,
Mous, septicémie | hémochromatose,
immunodéficience,
diabéte
Vibrio alginolyticus Eau de mer Otite, infection des Plaie, perforation du

Tissus mous tympan, otite
préexistante
Vibrio fluvialis Fruits de mer Gastroentérite Non connus
Vibrio hollisae Fruits de mer Gastroentérite, | Non connus, cirrhose
Septicémie
Non connus
Vibrio mimicus Fruits de mer Gastroentérite Perforation du
Eau de mer Otite tympan,

otite préexistante

Photo :linfections causées p¥ibrio vulnificus( Kuhnt-Lenz.K et al.,2004 )



10. Traitement

Pour le cholera le traitement de base est la rétgtion d'urgence (Aubry .P, 2007).
Elle est réalisée soit:

- Par voie veineuse dans la forme grave du chgleaxr perfusion d’un liquide isotonique,
riche en bicarbonates, riche en potassium, ledewe Ringer lactate est bien adapté a la

réhydratation,

- Par voie orale d’emblée en I'absence de vomisa&rimportants ou, des que possible, dans
la forme grave avec les sels de réhydratation d@RO) présentés sous forme de sachets
standards OMS/UNICEF. Les SRO contiennent du gri€28,0 g/l), du sel (NaCl: 3,5 g/l),
du potassium (KCI: 1,5 g/l) et au choix, du ciratisodique déshydraté (2,9 g/l) ou du
bicarbonate de sodium (2,5 g/l). Le soluté retesnu’@MS est particulierement adapté en cas
de choléra (un rapport sodium / glucose de 4 pouavéc une osmolarité de 311 mmol/l
environ), (Ndour C.T et al., 2006).

Il faut lutter contre le vibrion et insister surrésistance actuelle débrio cholerae01 aux
antibiotiques, en particulier au cotrimoxazole at cghloramphénicol. La souche isolée a
Madagascar (similarité avec les souches isoléesAkigque et aux Comores depuis
respectivement 1994 et 1998) est sensible a acté@tline, & 'ampicilline, a la céfalotine et a
la pefloxacine. Mais des souches de choleraeO1 isolées en Asie et en Afrique sont
résistantes a la plupart des antibiotiques, y c@ygux cyclines. Une souche multi résistante
deVibrio choleraea été découverte a Madagascar en février . A0R@koto Alison A.O et a|
2001).

Pour les autresvibrio, si V. wvulinificus est suspectée, le traitement doit étre entamé
immédiatement parce que les antibiotiques augmetdgsrchances de survie. Un traitement
de choc doit étre donné au lieu de la blessuranpidation de la chair infectée est quelque
fois nécessaire. Des mesures cliniques pour leageament de l'infection pav. vulnificus

n’'ont pas été conduites.

Pour le V.parahemolyticus V.alginolyticus et les autresVibrio le traitement n'est pas

nécessaire dans la plupart des cas de l'infed®mn/ parahaemolyticusl n'y a aucune



évidence que le traitement antibiotique diminusdaérité ou la longueur de la maladie. Les
patients devraient boire I'abondance des liquides pemplacer des fluides perdus par la
diarrhée. Dans des maladies graves ou prolongéssamtibiotiques tels que la tétracycline,
I'ampicilline ou le ciprofloxicin peuvent étre erogés. Le choix des antibiotiques devrait étre

basé sur des susceptibilities antimicrobiens dgdlisme (CDC, 2005a).

Il est difficile de donner un apercu de la sengéidux antibiotiques des souches\dbrio
parahaemolyticugar elle varie selon les pays et, pour un méms, s modifications sont
observées au cours du temps (en 1995, neuf soisdiéss aux Philippines étaient sensibles
a la céfalotine; en 2001, 94% des 35 souches saéas ce pays étaient résistantes a cet
antibiotique). De plus, la concentration en NaCs deilieux utilisés est susceptible de
modifier les résultats soit en agissant sur la gabilité membranaire soit en entravant la
diffusion des antibiotiques. Selon Ottaviagti al., (2001), la concentration en NaCl doit
toujours étre inférieure a 4% et ces auteurs pigenhl'utilisation d'un milieu de Mueller-
Hinton contenant 1% de NaCl.
La majorité des souches est sensible a I'imipénameéropéneme, au chloramphénicol, a la
gentamicine, a la nitrofurantoine, a la tétracyglim la doxycycline, a l'association
triméthoprime-sulfaméthoxazole et aux fluoroquimas. Une résistance est observée vis-a-
vis de la pénicilline, de l'ampicilline, de la carlicilline, de la clindamycine, de la

lincomycine, de la colistine et de I'érythromycine.

11. Facteurs de développement

Les facteurs de développement\dbrio cholera, Vibrio parahemolyticust Vibrio vulnificus

sont résumés dans les tableaux 7, 8, 9.



11.1. Température

11.1.1.Vibrio cholerae

Les études concernant la survie\echoleraedans les aliments ou sous diverses conditions
physiques défavorables datent des années 1880.

Le délai avant le début de la croissance sur up@t@limentaire peut étre inférieur a une
heure lorsque la température est de 35°C, ce d&ldégerement supérieur a une température
ambiante (22°C). Le temps de doublement peut éfegieur a une heure a 22 C et aussi
faible que 18 minutes a 37°C (ICMSF, 1996).

Vibrio choleraene survit que un a deux jours a 28-30°C et 1auEsja 4°C dans des produits
secs (céréales, biscuits). En 1959, Pollitzer atréayue cette bactérie peut survivre dans les
huitres et les palourdes vivantes pendant au mwinsois et demV. choleraeest sensible a

la chaleur (>45°C), mais cette sensibilité dépezalicoup du milieu.

11.1.2.Vibrio parahaemolyticus

Vibrio parahaemolyticupeut se multiplier dans une large gamme de teriypésa qui peut
étre modifiée selon les valeurs du pH et la comaéioh en NaCl (Twedt R.M, 1989).

La remarquable capacité de croitre de cet organisamssi bien dans les milieux
conventionnels que dans les aliments, est misgidaré&e par son temps de génération.

En effet, a 37°C en milieu de culture ayant uneceatration en NaCl de 2,5%, celui-ci peut

étre aussi faible que 8 a 9 minutes.

La multiplication dans les produits de la mer egtlément tres rapide : 13 minutes a 37°C et
15 a 18 minutes a 30°C. Ainsi, une concentratigiale de 102 cellules par gramme dans un
poulpe peut augmenter jusque’ b 16 cellules par gramme en six heures & 30°C (ICMSF,
1996).

D'autres expériences ont montré que lorsqukhk@téries par gramme sont inoculées sur la
surface de crabes et crevettes cuits conservé3@ ¥hrio parahaemolyticupeut croitre et
atteindre des concentrations de’ 2010 cellules par gramme en quelques heures. Sur un
homogénat d’huitre conservé a 12°C, la concentrai® cet organisme est passéebad 03
cellule par gramme & 5x3@n une semainé. parahaemolyticusst assez sensible au froid:

Le taux de mortalité est maximal entre 0 et 5°Cirliero-organisme est modérément sensible
a la congélation et peut ainsi persister dans dedufis de la mer congelés pendant de
longues périodes (ICMSF, 1996).



11.1.3.Vibrio wulnificus

Cet organisme est sensible aux basses températwada chaleur.

Cook D.W, (1997) a observé une multiplication parfacteur 10 a 100 en dix heures dans
des huitres conservées a température ambiantelapréscolte. La durée requise pour que ce
micro-organisme meure lorsqu’il est conserveé aaialds températures est de 21 jours dans
des huitres a 5°C (Bang et Drake, 2002).

Bryan et al., (1999) ont montré gquWevulnificusest plus résistant a une congélation sous

-78°C s’il a subi auparavant une adaptation a 1&/&ht d’étre conserveé a 6°C.

11.2. pH

Les bactéries du gen¥&brio sont relativement sensibles au pH, et il a ététréajue lorsque
celui-ci diminue, la sensibilité a la chaleur dinénégalement.

V. choleraeest sensible a l'acidité: sa survie dans un altrdent le pH est inférieur a 4,5 est
généralement inférieure a 12 heures a 25-30°C (IEMB96).

11.3. L'activité de I'eau (a w)

11.3.1.Vibrio cholerae et Vibrio mimicus

La survie deV.choleraeet V.mimicusdans les aliments secs est inférieure a douzeeheur
(Bonhomme. A, 2003).

11.3.2.Vibrio. parahaemolyticus

Vibrio parahaemolyticusest rapidement inactivé par I'eau distillée. Lieité de I'eau
maximale est estimée entre 0,997 et 0,999. La cdraten optimale en NaCl est de 3%
correspondant a une activité de I'eau de 0,992, rimimale est de 0,948 ce qui correspond
a une concentration de NaCl de 8%. Il sembleragt quelques souches soient capables de
croitre trés faiblement entre 8 et 10% et tresmarg a 13% de NaCl (Twedt R.M, 1989).

11.3.3.Vibrio vulnificus

Vibrio wvulnificus est qualifie comme étant «modérément halophilebativement a
V.parahaemolyticud.a survie deV. vulnificusa été étudiée en utilisant des souches inoculées
dans de 'eau stérilisée dont la salinité a ététagiavec de I'eau déminéralisée. A 14°C, entre
0,5 et 2 ,5% de NacCl, les souches avaient tendameeitre sur une durée de six jours tandis
que pour des salinités plus importantes : 3,0 &38e réduction du nombre des cellules a

été observée sur une méme période (Bonhomme. 8)200



Tableau 7

Facteurs de développement\dério cholerae
( Madden et Mc Cardell, 1989)

DUEINES
10-43

Optimum

Température (°C) 37

PH 7,6 5,0-9,6
Activité de I'eau a, 0,984 0,970-0,998
Atmosphére Aérobie Aéro-anaérobie
NaCl % 0,5 0,1-4,0
Sensibilité a la chaleur D60°C >48°C
2 ,65min
Tableau 8

Facteurs de développement\dbrio parahaemolyticugTwedt R.M, 1989)
Optimum Extrémes
Température (°C) 37 5-43
Ph 7,8-8,6 4,8-11
aw 0,981 0,940-0,996

Atmosphére Aérobie Aéro-anaérobie

NaCl % 3 0,5-10

Tableau 9
Facteurs de développement\dério vulnificus(Oliver J.D, 1989)

Optimum Extrémes

Température (°C) 37 37 13-43
PH 7,8 5-10

aw 0,98 0,96-0,997

Atmosphére Aérobie Facultatif

NaCl % 2,5 0,5-5,0




12. Prévention et maitrise du risque a Vibrio

La prévention du choléra repose avant tout surevaion du niveau d’hygiéne. La
chimioprophylaxie n'a qu’une efficacité limitée dale temps. L'emploi de doxycycline en
prévention a Madagascar s’est traduit par I'apjeride souches résistantes repérées des
février 2000.

12.1. Le vaccin

Il existe a ce jour trois vaccins anticholériqueaux dont I'innocuité, 'immunogeénicité et

I'efficacité ont été démontrées.

- Un vaccin oral inactivé constitué de bactériesezasi tuées\. cholerae O} et de la sous-
unité B de la toxine cholérique purifiee obtenue ganie génétique (WC/rBS), produit en
Suede (Dukor&@). Il est présélectionné par 'OMS. Il est admirdgspar voie buccale en
deux doses a huit jours d’intervalle. Il entraime grotection de 85 a 90% pendant six mois

chez tous les vaccinés, (Ragot C.,et al., 2006).

- Une variante du vaccin WC/rBS ne contenant passales-unité B produit par génie

génétique au Vietnam et utilisé qu’au Viét-Nam,

- Un vaccin oral atténué contenant une souchevdeholerae Olatténuée, vivante et
génétiguement modifiee (CVD 103HgR) produit en Saii€Orocha®). Il est administré par
voie buccale en une seule dose. Il confere uneegionh élevée (95%) contM. cholerae

classique et une protection de 65% coktreholerae El TofRagot C.,et al., 2006).

- Ces vaccins ont été étudiés en santé publiqus tarut de protéger les populations
exposees aux risques de flambées potentielles damspays ne pouvant garantir un
approvisionnement en eau potable et un assainisseaisfaisant (Micronésie, 2000 : vaccin
CVD 103HgR ; Mozambique, 2003-2004, Darfour, 200%jonésie (Aceh) 2005 : vaccin
WC/rBS) (Aubry P, 2007).

En 2005, 'OMS et 'UNICEF ont publié une déclacticommune basée sur I'expérience du
tsunami recommandant l'utilisation des vaccinschotériques oraux pour limiter les risques
de flambées de choléra dans les populations dé&sadéans les zones d’endémie, de

propagation et d’incidence du choléra au courselflambeée.



La prescription d’'un vaccin anticholérique n’ess pacommandée en France pour les voyages
touristiques. La vaccination peut étre prescritecas de séjour de longue durée dans des
zones endémiques ou épidémiques, zones d’hygieéeaipe (camp de réfugiés, défaut

d’alimentation en eau, contact avec des maladas)rfAP, 2007).

Les recherches vaccinales contre le choléra, meaéBsstitut Pasteur dans ['Unité du
Choléra et des Vibrions, dirigée par Jean-Michelrkier, visent a mettre au point un vaccin
chimiquement défini, utilisable par voie sous-cé®nCette équipe a tout d'abord démontré
qgue des anticorps circulants, dirigés contre Bgmi& majeur du vibrion cholérique, étaient
protecteurs : il s'agit de l'antigéne O, un suadépar une grosse molécule ancrée dans la
membrane du bacille (lipopolysaccharide ou LPSJrPaduire ces anticorps, I'équipe a
couplé une partie du LPS comprenant I'antigene @he& protéine porteuse immunogene,

I'anatoxine tétanique.

Ce vaccin "conjugué" a éteé testé avec succes almauris pouWibrio choleraesérogroupe
0139 et devrait faire I'objet d'essais cliniqueszckhomme. Il reste a mettre au point des
vaccins conjugués analogues pour les deux sérotypgawa et Inaba - débrio cholerae
O1. Pour cela, les chercheurs étudient par desoméstires élaborées les structures
antigéniques précises de ces deux sérotypes.tisegnréussi, en collaboration avec I'Unité
de Biochimie Structurale de I'Institut Pasteuneatcaune équipe américaine, a localiser tres
précisément, au moyen de la cristallographie, taede I'antigéne O du sérotype Ogawa
reconnue par un anticorps protecteur. lls travailéetuellement sur le sérotype Inaba. lls ont
par ailleurs montré par des études immunochimigjunes, en collaboration avec I'Unité de
Chimie Organique, qu'il existe un déterminant artigue commun aux deux sérotypes,
lequel pourrait étre inclus dans un vaccin. (FardiM., 2006).

On espere, par cette voie de recherche tres railenmettre au point un vaccin au pouvoir
protecteur élevé, sans danger puisque chimiquecaeattérise, et donc utilisable a grande
échelle pour protéger durablement les populatiégalierement menacées par le fléau
cholérique (Fournier J.M., 2006).



12.2. Procédés de maitrise
12.2.1. La chaleur

La résistance a la chaleur decholeraeest relativement faible, le D49°C et le D54°C (tesmp
requis pour inactiver 90% de la population initizé@x températures indiquées) sont
respectivement de 102 et 62,4 secondes (Bang ke[2802).

Les Vibrios parahemotyticysncluant les especes entéropathogenes, sonerapitt détruits
par la cuisson. Cependant la résistance a la ahdémend de plusieurs facteurs incluant la
techniqgue de chauffage et les conditions physiglogg. La pratigue commerciale qui
consiste a plonger les huitres dans I'eau bouélgdur faciliter leur ouverture réduit le
nombre deV. parahaemolyticuset les autresVibrio a des niveaux indétectables selon

(Hackneyet al., 1980European Commission, 2001).

En milieu peptoné a 3% de NaCl, une diminution de43logarithmes décimaux est observée
en cing minutes a 55°C. A 60°C. La sensibilité aHaleur augmente lorsque la concentration
en NaCl est plus importante. Le chauffage atteignae température interne de 65°C détruit
Vibrio parahaemolyticusLe chauffage des cellules ®fe parahaemolyticua 60°C, 80°C ou
100°C pendant une minute est létal pour une pptfrilation (5x102 UFC/ml), cependant,
certaines cellules survivent au chauffage a 60°@é&ne a 80°C pendant 15 minutes lorsque
des populations de 2x105 cellules sont utilisées. ¢ellules ne survivent pas a I'ébullition
durant une minute (Twedt R.M., 1989).

D’autre part, la TDH étant thermorésistante, elbeitppersister dans les produits de la mer
cuits et provoquer la maladie suite a I'ingestiencds denrées.

Le traitement thermique réduit la concentration/eparahaemolyticudans les coquillages.
Cependanty. parahaemolyticugst aussi associé a la consommation de produila der
cuits. Les conditions normales de cuisson pouriglus produits de la péche peuvent ne pas
tuer toutes les cellules débrio et celles-ci peuvent se multiplier ensuite si leduit cuit
n'est pas mangé immédiatement ou gardé a une tampginférieure a 4°C ou supérieure a
60°C. Mais dans la majorité des cas, la présencesibactéries sur des produits cuits est liée
a une recontamination. La transformation, la mdaimn et les transports devraient étre

entrepris sous des conditions prévenant la recon#dion et la croissance dggorio.



L'utilisation d’eau de mer contenant degébrio pathogénes présente un danger de
recontamination des produits.

La contamination croisée des denrées cuites tgliesles crabes et les crevettes doit étre
evitée par la stricte séparation des produits etusuits et en prévenant le transfert via les
récipients et surfaces de travail ou par le persbpréparant a la fois des produits crus et
cuits (Twedt R.M., 1989).

12.2.2. Le froid

Gerichter et al. (1975) ont montré que/ibrio cholerae survit environ deux fois plus
longtemps sous réfrigération que lorsqu’il est eomd a température ambiante. Felsenfeld,
(1965) a observé que la bactérie peut survivre dldsjdans des légumes conservés au
réfrigérateur, 21 jours lorsqu’ils ont été cuits mupés .Ces durées sont comparables en ce
gui concerne la viande de boeuf, elles seraierd lgdngues dans le poisson (Bonhomme A,
2003).

Le nombre de cellules dé. parahaemolyticupeut étre réduit a basse température mais le
micro-organisme n’est pas éliminé. Sa survie a&dkfites températures (4, 0,-18 et —24°C) a
été déterminée et le temps nécessaire pour quemére total décroisse dépend du nombre
initial de micro-organismes et de la températuieadibation.V. parahaemolyticusubit une
chute initiale rapide du nombre de cellules vialltlgs d’une incubation sur des crevettes
entieres a 3, 7,10 ou —18°C, mais des cellulesvaniexistent encore a la fin des huit jours.
Ainsi, les quantités peuvent étre réduites mais @aninées par réfrigération. Il a été
également démontré qle parahaemolyticupeut survivre dans les huitres pendant au moins
3 semaines a 4°C et ensuite se multiplier aprésincoubation a 35°C pendant deux a trois
jours. De facon similaire, les cellules deparahaemolyticusnt diminué en nombre dans du
poisson cuit haché et du surimi a 5°C pendant 48else mais la croissance reprend lorsque
ces produits sont placés a 25°C. (Oliver et Kap@®,7).

V. parahaemolyticuse se multiplie pas dans les huitres conserved¥ @, Jar contre, la
bactérie continue de se multiplier dans les huiapses que celles-ci soient placées au
réfrigérateur jusqu’a ce que la température desigislu coquillage soit inférieure a 10°C. Ce
délai pour que les huitres se refroidissent vagliersl’efficacité du milieu de refroidissement,
de la quantité d’huitres a réfrigérer et de lemgeanent dans la chambre froide. Des études
réalisées aux Etats-Unis par DePaola (1999) obti@ae sur une seule huitre a 30°C encore

dans sa coquille et dans laquelle une sonde thaaevacgté placée, le taux de refroidissement



approximatif observé était de 0,5°C par minutedaislle était placée dans un réfrigérateur a
3°C. Cependant, pour 24 huitres la durée requise gesser de 26°C a 3°C a été de 7 heures
(FAO/WHO, 2001).

D’aprés le United States National Shellfish SamtatProgram (NSSP), le temps de
réfrigération nécessaire pour obtenir une diminutoe dix fois du nombre d&ibrio
parahaemolyticugst de 20 heures (FAO/WHO, 2001).

Le taux de croissance 8 parahaemolyticusa ensuite diminuer lorsque la température des
produits de la mer va devenir plus basse. Au déeula réfrigération, lorsque les huitres
viennent d’étre placées au froid, le taux de cemiss est toujours égal a celui initialement
observé a température ambiante. A la fin de leopgérde réfrigération, lorsque les huitres ont
atteint la température du lieu de stockage, ila’glus de croissance du micro-organisme et
leur nombre va diminuer lentement ensuite. (Goetlal.1999 ont montré que dans les
huitres, le nombre d€ibrio parahaemolyticusliminue de 0,003 log10 par heure lorsqu’elles
sont conservées a 3°C pendant 14 a 17 jours. Capertins le commerce, les températures
de conservation des huitres sont plus souventsiteigtre 5°C et 10°C (Bonhomme A, 2003).
La réfrigération des coquillages, et plus spécdigent avant purification, n'est pas une
pratique tres largement répandue en Europe. Lepoandes fruits de mer devrait étre réalisé
sous reéfrigération. Etant donné que les conceatratenVibrio parahaemolyticugslans les
produits de la mer venant d’étre récoltés sont igdeent faibles, et que la multiplication
n'intervient pas en dessous de 10°C, un refroidiesd rapide et le contrble de la température
permet de diminuer au maximum l'incidence des matadhez I'homme dans les régions

endémiques.

12.2.3. Purification

La purification microbienne est un procédé au moyaquel les coquillages sont capables de
se décontaminer soit dans leur milieu naturel os deux spécifigues (bassins de
purification). Les especes de coquillages communémerifiées en Europe sont les moules
(Mytilus edulig, les huitres platesOstrea eduliy et les huitres portugaise€réssostrea
angulatg. D’autres especes purifiées en France, en Espagraal Portugal incluent les
palourdes Venerupis pullastrg les praires \(enus verrucosa les clovisses \{enerupis
geographicusV. aureg, et les lavignonsScobricularia plany Aux Etats-Unis les especes
les plus souvent soumises a la purification sostpl@ourdesNlya arenariaet Mercenaria

mercenarid (Lee et Younger, 2002).



Une étude réalisée par Kelly et Dinuzzo, (19853tsietéressée a la capacité des huitres lors
de la purification a la bioaccumulation et a I'élmation deVibrio vulnificus Selon ces
auteurs, ce micro-organisme s’élimine lentemensdas huitres, il faut 16 jours pour gu'il
disparaisse totalement. Cette découverte sugger¥.quuinificusest présent dans les huitres
du fait de son accumulation durant le processusdfilttation naturel ainsi que par sa
multiplication dans les huitres. Les especesVitgio persistent durant la purification des
huitres.

En placant les huitres dans une eau ayant undt&atumpérieure a celle ou elles ont été
récoltées les huitres, on peut diminuer le nomler¥.dvulnificusdans ces mollusques. Une
diminution significative intervient aprés 7 joursaim pour certains bassins une durée de 1
mois ou plus est nécessaire pour réduire le norabmeoins de 10 cellules par gramme.
Uneautre étude a montré qu’en placant les huies dune eau présentant une forte salinité
(> 3,2%) une diminution du nombre de cellules\ierio vulnificus(<10 par gramme) a été
obtenue en deux semaines (FAO/WHO, 2001).

Il est souvent supposé que les coquillages ayahit sne purification sont salubres,
cependant, des bactéries appartenant au @gébre ont été associées a des flambées de
gastro-entérites aprés consommation d’huitresipasf Plusieurs auteurs ont montré que la
purification des coquillages n’est pas un moyermattant I'élimination de¥ibrio dans les

coquillages (Lee et Younger, 2002).

12.2.4. Irradiation

En général, les espéces du geviteio sont sensibles a I'ionisation et une dose de 1Kest s
montrée étre |étale podvibrio cholerag V. parahaemolyticust Vibrio vulnificus

D’aprés Radislet al. des doses de 3 kGy sont nécessaires pour éling@asftidrio dans les
crevettes congelées. Le Comité Scientifique dei&htation (Scientific Committee on
Food, SCF) s’est exprimé sur l'ionisation de hwhites le 17 septembre 1998, dont les
crevettes. La plupart des pays européens ont woéugtion insuffisante de crevettes
décortiquées et surgelées. C’est pourquoi, afinadisfaire la demande du marché, beaucoup
sont importées essentiellement depuis I'Asie du Etaht données les conditions actuelles de
récolte, préparation, conservation et exportatimmsdes pays d’origine, ces produits importés
ne présentent pas toujours les niveaux microbiqgloeg autorisés dans les pays européens. Le
comité précise qu’'une irradiation a une dose d&% &'est montrée efficace et sans danger

toxicologique ou nutritionnel (European Commissipd01).



12.2.5. Conditionnement sous vide

Ce procédé semble efficace pour réduire le nomler&/ildrio vulnificus trouvé dans les
produits de la mer d’apres Parket al., (1994). Mais tout comme la réfrigération, le
conditionnement sous vide ne peut étre considérérmune mesure éliminant completement

V. vulnificusdans les produits de la mer (European Commissiail.)2

12.2.6. Les désinfectants

Les Vibrio sont sensibles a de nombreux désinfectants : hijgritehde sodium, éthanol,
glutaraldéhyde, formaldéhyde. Des agents chimidpieibiteurs de croissance sont souvent
utilisés pour la conservation. Les polyphosphatéghent la croissance d&$brio, mais leur
activité varie selon I'espece et le type de phospha

L’effet bactéricide de l'acidité varie aussi selbespece deVibrio, V. parahaemolyticus

pouvant croitre a un pH de 4,8 (Bonhomme A, 2003).

La sensibilité deVibrio choleraeaux désinfectants a été étudiée et utilisée damdubtrie
alimentaire. De toutes les substances testéesdd’gmeracétique était la plus efficace et
I'nypochlorite (eau de Javel), sans doute le déstant le plus largement utilisé, était aussi
efficace a condition que des protéines ne soiestppésentes. Les composés d’ammonium
quaternaire sont assez efficaces a 50 ppm maisulastances amphoteres nécessitent des
concentrations supérieures a 50 ppm dans des mrslgimilaires.

L'isopropanol est utilisé pour la désinfection deains et se révele trés efficace pour tuer
Vibrio choleraelorsqu’il est utilisé a une concentration de 20%gai n'est pas le cas de la
chlorhexidine (ICMSF, 1996).

Les souches d¥ibrio parahaemolyticupeuvent adhérer a des surfaces abiotiques durant la
préparation des aliments. Une étude réalisée paigWwbal.(2002) a observé cet attachement,
la formation du biofilm et 'inactivation du pathége sur de I'acier inoxydable et du verre.
Cet attachement a été réduit pour les culturesadeébes soumises a divers stress tels qu’une
température basse (4°C), un choc thermique a 48°@eax phases d’adaptation a pH acides
de 5,8 et 5,0. Les souches cliniques s’attachameetix que les souches environnementales
sur les surfaces en acier inoxydable et diminuesuiée. L'attachement cellulaire sur les
surfaces en acier inoxydable est rapidement inagbiar I'eau distillée, I'hypochlorite de

sodium ou l'acide propionique (Bonhomme A, 2003).



13. Epidémiologie
13.1. Réservoirs
L’homme et les animaux représentent les réserl@srplus importants pour la contamination

par lesVibrio.

13.1.1. L’homme

L’homme colonisé par legibrio sert a la fois de milieu de culture et de moyertrdesport
pour leVibrio cholérique, permettant ainsi a ce dernier de digsgr dans le monde entier,
méme dans les régions ou il n'existe vraisemblablgnpas de réservoir environnemental
(Fournier et Quilici, 2002).

Les Vibrio responsables du choléra peuvent persister danfoylEs endémiques en Asie et
plus particulierement en Inde, réapparaissant mawser des épidémies locales qui se
répandent ensuite a d’autres pays du monde faesrip@r le mouvement des personnes
infectées.

Au Japon, la plupart des cas d’intoxication¥iario parahaemolyticus lieu entre Juin et
Octobre, la bactérie peut étre isolée des selladididus asymptomatiques (0,3% des

La durée de ce portage n’est jamais longue, I'deya@ persiste de 3 a 7 jours dans les selles
de sujets sains et de 10 a 16 jours chez les thaivayant soufferts de gastro-entérite (Twedt
R.M, 1989).

13.1.2. Les animaux

Les especes du genvébrio sont tres courantes a la surface et dans le aoiésstinal des
animaux maringHolt et al ., 1994).

Vibrio choleraeet V.parahaemolyticusont capables de produire une chitinase si bienleu
nombre de ce¥ibrio augmente lorsque les organismes marins présem¢alat chitine sont
plus nombreux en particulier lorsque la tempérase plus importante. Les copépodes
seraient des porteurs potentiels de bactéries gaties telles qu¥ibrio cholerag la chitine
étant le principal composant de la carapace dupmm#eVibrio choleraeet d’autres especes
de Vibrio sont responsables en grande partie de la décatoposi du recyclage de la chitine
dans la mer. Récemmentjbrio choleraea été mis en évidence dans d’autres organismes
aquatiques, telles que les cyanobactéries, leoméds, les phaeophytes et les plantes

aquatiques d’eau douce qui abriteraient donc teitéérie. L'’adhérence débrio choleraea



la surface des copépodes vivants contribueraiffgigtivement a sa survie et a sa distribution
dans les environnements aquatiques.

Vibrio choleraeO1 peut étre isolé depuis divers crustacés intlhgsncrevettes et les crabes.
La capacité d¥/ibrio choleraea s'attacher a la carapace chitineuse des crgstaéte étudiée
(Castro-Rosas et Escartin, 2002). Cet attachentaittpdus important sur les crabes que sur
les crevettes. Une fois que les cellules\Milerio ont atteint la carapace, elles s’y attachent
grace a des interactions ioniques et des adhéfiedt® caractéristique assure a la bactérie sa
persistance dans le milieu marin et peut favorisar transmission aux humains. Cet
attachement est influencé par des facteurs enwraentaux tels que la salinité, le pH et la
température. L'adhérence optimale a été obseruée yme concentration en NaCl de 1,0 a
1,5% et de telles concentrations sont courantes l@areaux des estuaires.

L’attachement aux carapaces de crevettes étaitmadogour des pH situés autours de 6 et 7
et il était trées nettement réduit lorsque la terapée diminuait. Les niveaux de moins de 2%
d’attachement étaient observés a 3°C, tandis que @ettaient supérieurs a 20 % a 37°C. De
plus, cette étude a mis en évidence une multiphicateV. choleraeO1 sur les crevettes et la
face dorsale des crabes conservés a 22°C pendd@u?ds, ce qui montre que l'organisme
non seulement est capable de s’attacher mais sel@gialement les organismes marins.
Cette étude a montré gk choleraeétait capable de former des colonies rugueusekesur
organismes sur lesquels il se multiplie. Ce phgmotgst considéré comme une phase de
survie qui protege la bactérie grace a un exo-polysaride. Cette capacité de former des
biofiims a des implications écologiques et épid#agiques car sous ces conditions,
I'organisme est plus résistant aux stress physigles. Ainsi,V. choleraeO1 est protégé
contre les effets des faibles températures lui paemt de coloniser les particules de chitine
(Castro-Rosas et Escartin, 2002).

Le nombre deVibrio cholerae en suspension dans l'eau est généralement faible,
approximativement 10 unités formant colonies pae fpour les sérotypes non-O1 et moins de
50 UFCllitre pour les souches O1. Cependant I'degae pouvant se multiplier rapidement,
les copépodes peuvent contenif bactéries attachées & leur surface. Cependasiyfiace,

les branchies ou les intestins des crevettes ngtite@nt pas I'habitat deg. choleraeO1 et
0139 impliqués dans les épidémies de choléra. Enilfaxiste un tres faible nombre de

rapports décrivant I'isolement dé choleraeO1 et O139 dans les produits de la mer.



Vibrio parahaemolyticusest souvent associé aux organismes présentanikasyuelette
constitué de chitine tels que les crevettes, labas mais il est aussi tres fréequemment isolé
des mollusques marins et de poissons. Les niveayé@lalence naturelle dans les poissons
et fruits de mer est généralement faible (en desdeul par gramme) excepté dans les eaux
habituellement chaudes dans lesquelles la dersitétte bactérie peut alors atteindré [dr
gramme (ICMSF, 1996). Les souches\Milerio parahaemolyticussolées de I'eau de mer et
des animaux marins sont de facon prédominante inégai test de Kanagawa, suggérant que

la majorité n’est pas pathogene.

Dans une étude réalisée par Gjerde et Bge, (1981)rs total de 200 prélévements de
moules, d’eau de mer, de sédiments et de poissuietés dans les eaux norvégiennes,
Vibrio parahaemolyticusi’'a été détecté qu’en juillet et aolt. Dans cétiede, 10% des
échantillons de moules contenaie¥it parahaemolyticuset 4% des prélevements de
sédiments. Dans tous les cas ou la bactérie ééniictée, I'eau de mer présentait une
température de 15°C ou plus. Durant la saison dtoid parahaemolyticus’'a été détecté
dans aucun échantillon. Durant I'été, les coqudtagnt souvent des quantités dibrio
parahaemolyticusle 10 a 100 fois plus élevées que dans I'eau de me

V. parahaemolyticus été détecté dans 'eau et les produits de lacaolctés dans la baie
d’Arcachon (cbte Atlantique) dans le sud-ouestaderbnce.

Macian et al., (2000) a rapporté dans une étudel'isientification desVibrio dans des
préléevements d’eau de mer et de coquillages détéaméditerranéenne d’Espagne que parmi
les 284 souches isolées, 14 (5%) étaient des svuehe parahaemolyticus

Vibrio vulnificus est surtout isolé dans les huitres dont le modeulstion par filtration
contribue a concentrer la bactérie. Méme lorsqueulnificusest isolé en faibles quantités
dans I'eau de mer (7 unités formant colonies pdr lmlbactérie est présente en plus grande
quantité dans les huitres (6 *10FC/g) (Oliver J.D., 1989Vibrio vulnificusest trouvé dans
différents tissus de l'huitre et peut vivre dans k&mocytes. Chaque huitre peut libérer
jusqu’a un million de cellules dé vulnificuspar jour dans I'eau, démontrant ainsi sa capacité
de multiplication dans I'huitre. La bactérie a légeent été isolée de crabes, palourdes,
poissons et plancton.

Une saisonnalité marquée a été observée pulgdum vulnificusa été isolé de 72,6% des
prélevements effectués en été et de 6, 51,8% é6 3]0 ceux réalisés en printemps, automne

et hiver respectivement (cf. tableau 10).



Especes d&/ibrio

Durant
I'élevage
sédiment

Eau

Tableau 10

Prévalence de plusieurs especeViteio dans différents prélévements durant une étude sur
des élevages de crevettes en Inde (Bhaskar @08B).

Crevettes

Chair de
Palourde

Aliment
Elaboré

Durant
la
récolte
sédiment

Eau

Crevettes

V.parahaemolyticusK+
1(1,6) | 2(3,5) 1(1,9) 3(7,9) ND ND 1(6,7) ND
V. parahaemolyticus K-
21 (33,8) 14 13 15 (39,5) | 2(20,0) | 4 (15,4) 3 3(17,7)
V. alginolyticus 24 (38,7) 15 29 10 (26,3) ND 18 (69,2) 5 8 (47,0)
(26, 3) (56,9) (33,3)
V. cholerae 12 (19,3) 12 239 1(2,6) 6 (60,0) 13,9 3 12,8)
V. wulnificus 4 (6,6) 14(26,6) 6(11,8) 7 (18,5) 2 (20,0) 3(31,53(20,0)| 4(23,5)
V. mimicus ND ND ND 2 (5,2) ND ND ND ND
Total de V. spp. 62 57 51 38 10 26 15 17

Les valeurs entre parenthéses indiquent le potagenle prévalence de chaque espece
ND : Non Détectées

13.2. Prévalence dans les aliments

La plupart des études cherchant a déterminer lsepo& deV/. choleraeO1 et 0139 dans

I'eau ou les aliments a été menée en utilisantetdmiques d’enrichissement préalables.

Il existe trés peu de données concernant l'isolénderV. choleraeO1 et 0139 dans les

produits de la mer. Les études effectuées dansdest de I'Asie indiquent dans la plupart
gueV. choleraeO1 et 0139 est absent des élevages de crevedttesude autre étude réalisée
en IndeV. choleraeO1 a été détecté dans 0,2% des crevettes cru€/\(fHAO, 2001).

La prévalence de/. parahaemolyticudans les produits de la mer frais vendus a Me&iai
de 45,6%, soit 71,4 % dans les poissons, 44% dankitres et 27,6% dans les crevettes

(Torres-Vitela et Fernandez-Escartin, 1993)

En 1997, le sérovar O3 :K6 8k parahaemolyticua causé une rapide augmentation des toxi-
infections alimentaires a Taiwan (environ 80% desi-infections alimentaires & .
parahaemolyticus)D’aprés des études géneétiques utilisant I'élgttooeése en champ pulsé
PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis), ces smudb8 :K6 étaient génétiguement
identiques ou trés proches des souches initialerisohées en Inde en 1996 et ensuite



disséminées a d'autres pays d'Asie. Ce fait suggeecles touristes et les produits de la mer
importés peuvent constituer un véhicule importantrgces pathogenes.

Une étude réalisée par la Food and Drug AdministrdFDA) a examiné des échantillons de
produits de la mer, 86% étaient positifgibrio parahaemolyticusDes densités de 1300 UFC
(Unité Formant Colonie)/g d’huitre et de 1000 UF@&y chair de crabe ont été observées

mais les niveaux les plus typiques étaient de 1G/gHOliver et Kaper, 1997).

En Italie, la concentration d¥ibrio parahaemolyticusdans les produits de la mer est
usuellement en dessous de 103 UFC/g, mais elle ngyrmenter lorsque les produits sont
collectés dans de I'eau plus chaude. Une étudisééaur les produits de la mer Adriatique a
montré la présence dé. parahaemolyticuslans 1,6% des prélévements (Ripabelli et al .,
1999).

Dans une étude dirigée par l'unité de contrélerdesles de I'Institut Agricole de l'université
de Santiago de Compostela en Espagne, 99 préletenemoules de la céte nord-ouest ont
été étudiésV. parahaemolyticusa été isolé depuis 8% des échantillons selon l&adé
d’isolement ISO 8914 :1990 (European Commissiof120

Une étude réalisée par Davies et al., (2001) synoikson frais de France, Grande-Bretagne,
Grece et Portugal s’est intéressée a la présendéféients pathogenes pour ’'homme dont
Vibrio parahaemolyticusLes poissons ont été prélevés dans les liewedt\et ont été
transportés au laboratoire sur de la glatkerio parahaemolyticus été détecté dans les
prélevements effectués au Portugal (35%) et enedit%) mais pas en Grande-Bretagne ni

en France.

En Angleterre, au Pays de Galles et en Ecosseélalpnce de¥ibrio dans les produits de la
mer a été étudiée dans des coquillages récolt@estcoquillages cuits et préts a étre
consommes durant les années 1975- 1976. AyresredviBant détectd/. parahaemolyticus
dans 14% des coquillages lors de leur récolte amedréquence plus importante durant I'été
(European Commission, 2001).

D’aprés le systeme d’alerte rapide europ&erparahaemolyticua depuis 1995 été notifié 61

fois dans des produits de la mer importés en Eudepeis le Bangladesh, Belize, le Canada,



la Chine, 'Equateur, I'Inde, I'lndonésie, la Caddvoire, la Malaisie, le Mozambique, la
Namibie, les Pays-Bas, le Nigéria, le Sénégal, pdgme, le Sri Lanka, la Tanzanie, la
Thailande, la Turquie et le Viet Nam (European Cassion, 2001) (cf. tableau 11, tableau
12).

Vibrio parahemolyticuse trouve a une fréquence assez élevé dans ldesmians tout les
pays du monde et les facteurs pouvant influenceoiabre dev. parahaemolyticugans les
fruits de mer lors de leur consommation incluent :

-La température de I'air ambiant lors de leur réol

-Le délai entre la récolte et la réfrigération

-Le temps nécessaire pour que les produits sadifsent une fois placés sous réfrigération

-La durée de la conservation au froid jusqu’a lasconmation (FAO/WHO, 2001).

Des études concernant la quantité\derio parahaemolyticuslans les maquereaux et les
palourdes a montré que les coquillages étaientdoeg@uplus contaminés (environ deux
logarithmes décimaux) que les maquereaux et 'eeaumer. Il existe peu de données
concernant le risque potentiel de contaminationptéssons lorsqu’ils sont a bord des navires
de péche.



Tableau 11
Incidence dé&/ibrio parahaemolyticuslans les aliments importés a Taiwan (Bonhomme A,
2003).

Pays d’origine Denrée Nombre Nombre
d’échantillons d’échantillons Incidence (%)
Positifs
Vietnam Crabe 126 41 32,5
Homard 59 26 44,1
Poisson 95 20 21,1
Escargo 106 47 44,3
Hong Kong Crabe 114 81 71,1
Thailande Crabe 32 26 81,3
Crevette 62 47 75,8
Indonésie Poisson 92 27 29,5
Total 686 315 45,5




Tableau 12
Nombre et prévalence d8brio parahaemolyticuslans les huitres, les sédiments et I'eau
(FAO/WHO, 2001).

Saison Prélévements Nombre deV. Prévalence Conditions
Parahaemolyticus Environnement
ales
Colombie Juillet- Huitres de - 21% et Eaux
Britannique ao(t culture et 44% estuariennes
(Canada) sauvages
Mars-avril Huitres de 70 UFC/ml nd
culture et
sauvages
11-33% Eau chaude
Eté des
Eau estuarienne échantillons
d’eau
Baie de Ao(t Eau 0,5-3,0 MPN/g - Salinité 23,6-
Willapa et Sédiments 1,6-5,4 MPN/g 30,5 ppt
Washington Huitres 1,5-4,0 MPN/g température
(Etats-Unis) 15,5-22,6°C
Long Island | Octobre a Huitres 3,6-23 MPN/g 33% -
(Etats-Unis) Juin
lle du Prince Toute Huitres - 6,7% -
Edouard année Moules 4,7%
Huitres (récolte) 3,4 x10d/g - -
Hong Kong Juin & Moules (marché)
octobre Palourdes 4.6 10/g
(marché)
6,5 103%/g
Japon - Eau - +
Sédiment +
Huitres -
(marché) 2/8
Baie Juillet 69% Température
d’Hiroshima 1987 a Huitres 10-10%/100g (mai a comprise
(Japon) Juin 1988 octobre) entre 19,3°C
et 22,0°C




13.3. Fréquence des infections et intoxicationsa  Vibrio dans le monde

13.3.1.Vibrio cholerae O1 et 0139

Le choléra connait une réémergence en tant qualiaaldectieuse avec une augmentation de
son incidence globale. En 1994, les cas de chaétraté notifies dans 94 pays, ce qui a
constitué le plus grand nombre connu jusqu’alorpales touchés en une année (OMS, 1995).
Le nombre des cas de choléra signalés a I'OMS 8B aGensiblement augmenté. Cinquante
deux pays ont déclaré au total 131 943 cas, don® 2i&ces. Cela représente une hausse
globale de 30% par rapport au nombre des cas ééatar2004.

Par contre le nombre global des déces a baiss@4te & 2272, ramenant le taux de |étalité
général a 1,72%, contre 2,3% I'année précédenteSAA06) (cf. tableau 13)

Tableau 13
Cas de choléra et déces notifiés a 'ORIES (OMS, 2006).

Nombre total de cas, Cas
incluant cas importés importés Déces TL (%)
et décés
Asie
Afghanistan 33 0 0
Chine 98 4 0.41
Inde 3 155 6 0.19
Indonésie 13381 4 19 1.42
lIran (République
islamique d’) 1133 11 0.97
Japon 43 33 0 0
Liban 1 0
Philippines 139 1 2 1.44
Qatar
2 2 0

Total 6824 40 42 0.62

TL : Taux de Létalité




En Afrique depuis 1970yibrio choleraeO1 El Tor s’est progressivement répandu dans la
plupart du continent avec des taux de létalitésitautour de 4% et 12%. De 1991 a 1996, le
nombre de cas est resté élevé et situé autour@® 160000 (OMS, 1997).

L’introduction devibrion choleraen Algérie a été en 1834 a Oran ou le nombre desd# etée

de 500 allant jusqu’a 1500 morts a Mascara et Mastam.

En 1835 le nombre de déceés est arrivé a 2576 raoktger surtout dans le quartier israélite

ou le nombre de déces est arrivé jusqu’a 100 npartgour.

En 1849 a Oran ,1817 déces sont déclarés a I'h@piteSaint Lazare d’Oran.

En 1854 & Oran le bilan global s’établit a 600 matadont 295 militaires et 300 décés dont
135 militaires. Cette épidémie fera en cette mémee dans la ville de Constantine et des
villages environnants, 1821 morts sur une popuiadi® 6200 habitants.

En février 1855, le bilan pour le département diDdant la population était estimée alors a
70 000 personnes était de 1983 cas avec 770 deette. épidémie, qui a duré 4 mois, a été
considérée comme beaucoup moins étendue et ma@ins gue celles des années précédents.
En cette méme date I'épidémie qui aura duré 3 raoldger et demi a entrainé 579 déces
civils sur 1133 cas (51 %) (Abid. L, 2006).

Le 11 juillet 1867 a Batna, on a apprit qu'unedépnie de « choléra asiatique » mélangeé a
des cas de fievre pernicieuse sevissait chez leesd@umor (Tribu du Hodna). Cette épidémie
entraina les 19, 20 et 21 juillet 85 déces. Pauite c’est a Biskra que I'épidémie se déclara

avec plus de 65 décés au cours de ce moi de j(Aled. L, 2006).

En 1971, réapparition de la maladie du cholera anecpoussées épidémiques tous les 4 ans.
Le nombre de cas est de 1332 cas et 110 déceés.

Une importance épidémie en 1986 avec 9000 caseraiede épidémie enregistrée est en
1991, bien que au court de I'année 2001, un cads dacholéraa été notifié par la wilaya de
Mila chez un homme agé de 67 ans. Le diagnostitéac@nfirmé par le laboratoire de
I'institut Pasteur d’Algérie. L’origine de la comténation n’a pas été précisée (I.N.S.P, 2001).
Depuis I'année 2001, aucun cas de Vibrio choleazété déclaré.

La figure 17 montre I'incidence du cholera en AlgéAnnée 1981-2001).
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Figure 3: Incidence du cholera en Algérie (I.N.S.P, 2001).

13.3.2.Vibrio parahaemolyticus

Au Japon et dans l'est de I'Asi¥jbrio parahaemolyticugest une cause trés courante de
maladie alimentaire et constitue plus de 70% dedéatections alimentaires dans les années
60, 1679 cas ont été recenses entre 1968 et 1972.

En 1994-1995, 1280 cas ont été enregistrés et duwmite période, les intoxications
alimentaires dues ¥ibrio parahaemolyticu®nt dépassé en nombre celles dBa@monella

Au Japon, le rapport annuel des institutions detésgnublique et les centres de santé
concernant I'isolement dé.parahaemolyticude sources humaines ont tendance a augmenter
depuis 1997, 496 flambées ont été enregistréesdlas trois années de la période 1996-
1998 (102 en 1996, 160 en 1997 et 234 en 1998) (OME®9). Aujourd’huiV.
parahaemolyticugst responsable de 50% a 70% des cas de malagisesalia consommation
de produits de la mer au Japon. En moyenne 5000ar86ctions aV. parahaemolyticus
concernent environ 10000 personnes chaque ann@egrbentation de l'incidence est

attribuée au sérovar O3 :K6.

A Taiwan, entre 1986 et 1995, 197 flambées d’iicions alimentaires ont été causées par
Vibrio parahaemolyticuset plus de 200 flambées ont été notifiées en 1B&G cas (European

Commission, 2001).



Dans la plupart des pays hors d’Asie, I'incidenes ohfections &ibrio parahaemolyticugst
faible (de 0,5 a 3%) ceci reflétant peut-étre urdendifférent de consommation des fruits de
mer.

Aucun cas de&/ibrio parahemolyticusi’a été enregistré en Algérie en raison de l'absate

systémes de surveillance.

Aux Etats-Unis, la premiere flambée majeure d'ititet a Vibrio parahaemolyticusest

survenue dans l'état du Maryland en 1971 et adiéera la consommation de crabes non
correctement cuits a la vapeur. Les épidémies stégasont intervenues dans les zones
cotiéres des Etats-Unis. Parmi les 42 flambéesesart entre 1973 et 1987, 33 impliquaient
des coquillages. La plus importante d’entre ellesimervenue en été de l'année 1978 et a
concerné 1133 personnes parmi les 1700 qui paigip a un diner. La denrée concernée
était des crevettes cuites. Elles avaient été lmile matin mais avaient été refroidies dans
les boites dans lesquelles elles avaient été p&chés crevettes encore chaudes avaient
ensuite été transportées dans un camion non néfrigegqu’au site du diner et tenues encore 7

a 8 heures avant d’étre servies le soir (Europeanrission, 2001).

Une étude réalisée sur 15 ans par un hépital piggde la baie de Chesapeake a montré que
plus de 69% des 13 prélevements de selles conteleanwibrions V. parahaemolyticus
comme était le seul pathogéne. De mémearahaemolyticus été leVibrio le plus souvent
isolé (35 cas) des prélevements de selles effeqioés 51 personnes présentes a une
conférence a la Nouvelle-Orléans et souffrant derdée (European commission, 2001).

Trois flambées d’infections ®. parahaemolyticusiées a la consommation d’huitres crues
sont survenues en 1997 et 1998 aux USA. La prerai@e lieu en juillet et aolt 1997 et a
entrainé 209 cas confirmés par culture chez despees qui avaient consommé des huitres
récoltées depuis les cotes de Californie, Oregaashivigton et Colombie britannique (CDC,
1998). Durant I'été 1998, 416 personnes ont dép&lame diarrhée aprés avoir consommé
des huitres de la baie de Galveston au Tex¥seb parahaemolyticus été confirmé pour
110 cas. Entre juillet et septembre 1998, 23 cafiravés par culture d¥. parahaemolyticus
ont été identifiés chez des habitants du Conndctow New Jersey et de New York qui

avaient consomme des huitres et des palourdes idsuggtroit de Long Island (CDC, 1999).



Tableau 14

Toxi-infections alimentaires associéegiario parahaemolyticusux Etats-

Nombre de personnes

Malades

Unis (Bonhomme A, 2003).

Lieu Année Denrée impliquée

Crabes cuits a la vapeu
40 flambées 15 Etats
1973-1998 Produits de la

-

40 flambées Maryland 1971 mer ou contamination
croisée entre produits de
la mer
crus et cuits
Huitres de
Californie,Orégon,
209 personnes Etats-Unis 1997 Washington et
Colombie Britannique
6 cas confirmés par Amérique du -
culture Nord 1981
Huitres crues péchées
416 Texas 1998 dans la baie de Galvestan
(USA)
23 cas confirmés par Etats-Unis 1998 (de mai a Produits de la mer crus
culture décembe avec un pic
en juillet-aolt)
Tableau 15

Incidence des infections humaine¥iario parahaemolyticugn Europe

(European Commission, 2001).

Pays Période considérée ~ Nombre de cas Symptdémes
Danemark 1987-1992 13 Infection d’une plaie
10 Otite
Angleterre et Pays d 1980-2000 2 Gastro-entérite
Galles 1995-1999 115
France 1995-1998 6 Gastro-entérite
1 Septicémie
1997 44 Gastro-entérite*
Irelande du nord 1990-1999 0
Ecosse 1994-1999 6
Espagne 1995-1998 19 Gastro-entérite
Suéde 1992-1997 350 Gastro-entérite**
Norvege 1999 4

*Toxi-infection alimentaire collective associée @sdroduits de la mer importés d’Asie.

** Toxi-infection alimentaire collective associéalas langoustines importées de Chine.



13.3.3.Vibrio cholerae non-O1 et non-O139

En France, entre 1995 et 2000, vingt soucheédiliéo choleraenon-O1 et non-0139, isolées
chez ’lhomme ont été adressées au Centre NatienBeference des Vibrions et du Choléra.
Les formes cliniques ont été trés variées (gasitérige, septicémie et infection des tissus
mous, infection cutanée et otite) ainsi que lescasupossibles de contamination.

L’incidence des infections a vibrions non choléeagtest difficile a apprécier, en particulier
pour les formes les moins séveres. En effet, lgndistic étiologique n’est pas connu pour de
nombreuses gastro-entérites, vraisemblablemers, Igmir une part, a ces vibrions. De plus,
I'isolement de ces organismes dans les selles sige¢emploi d’'un milieu de culture sélectif
(milieu thiosulfate, citrate, sels biliaires, saaadse (TCBS) qui n’est pas utilisé en routine
dans les laboratoires de microbiologie cliniques tas de gastro-entérites liés a ces vibrions
étant probablement sous-diagnostiqués, la fréquéaa®s infections est donc sous-estimée,
contrairement a ce qui se passe pour les infectexisa intestinales dans lesquelles
I'isolement de vibrions dans le sang, ou dans umeamilieu biologique habituellement

stérile, est plus aisé (Fournier et Quilici, 2002).

Dans une étude réalisée a Jakarta en Indonésiedebgratients hospitalisés et présentant une
diarrhée, les bactéries du gemfibrio ont été isolées de 21% des 4820 patients entre 1996
1998.Vibrio choleraeO1 (49,5%) eWVibrio parahaemolyticu$30,1%) constituaient les deux
principales especes isolées, suivies\fibrio choleraenon-O1 (16,9%) e¥. fluvialis (9,4%).

Un faible nombre d¥. furnissii(0,08%),V. metschnikovi(0,06%),V. mimicug0,08%) etV.
hollisae(0,06%), soit comme seul isolat ou avec d’'autrpeess dé/ibrio ont été également
isolés. Pour 19,4% des patients, les bactériegdasobppartenaient au seul geNfibrio
(Lesmana et al., 2002), (cf. tableau 16, 17)



Tableau 16

Cas d'infections a vibrions non cholériques idéasifentre 1995 et 2000 par le Centre
National de Référence des Vibrions et du Choléenéste et al., 2000).

Nombre de
cas
Especes selon les Septicémies, Infections Otites
syndromes infections cutanées
(%) des
Gastro- tissus mous
entérites
V. cholerae 12 cas 23 cas 6 cas 11 cas 52 cas
3(25) 12 (52) 2 (33) 3 (27) 20 (38)
V.parahaemolyticus 9 (75) 1@4) 0 0 10 (19)
V. vulnificus 0 6 (26) 1(17) 0 7 (14)
V. alginolyticus 0 2 (9) 3 (50) 8 (73) 13 (25)
V.hollisae 0 2(9) 0 0 2(4)
Tableau 17

Distribution des espéces de vibrions en fonctiamgy@mdromes en France en 1999- 2001
(Bonhomme A, 2003).
Nombre de cas selon les syndromes

Septicémie

Espéces de Gastro Gastro- Septicémie +cellulite Infections .
o= o o > . : Otite = Total
Vibrions entérite entérite + Isolée gangréneuse @ suppuratives
Isolée Septicémie d’'un membre diverses
V. cholerae 3 3 5 0 3 1 15
V. 3 0 0 0 0 0 3
Parahaemo-
Lyticus
V. 0 0 0 Jrrx 0 0 3
Vulnificus
V. fluvialis 1 1** 0 0 0 0 2
V. hollisae 0 1** 0 0 0 0 1
V. 0 0 1 0 3 6 10
Alginolyticus

* Diabéte, cirrhose, cancer gastrique, cancer gedstate, leucémie, myélome,
anastomose bilio-digestive, cholécystectomie.
** Patients décédés

*** Deux patients ont été amputés du membre atteint



14. Méthodes de détection de Vibrio spp

De nombreuses méthodes ont été utilisées poutdatda et le dénombrement des especes
deVibrio. L e manuel de bactériologie analytique de la FigArit les principales procédures
pour la détection d¥.vulnificusetV. parahaemolyticuset autred/ibrio dans les produits de
la mer.

La validation d’un protocole opératoire standargisedéterminante pour la recherche de ces
especes dont certaines étaient considérées conmatimgenes. Les quelques procédures
de détection qui existent sont spécifique¥/deholeraeetV parahémolyticugt ne peuvent
pas étre utilisés pour les autkéibrio.

Les méthodes utilisées pour la rechercheuileso reposent sur des méthodes de
d’énumération, des méthodes de caractérisatiominngue, seule ou couplées a des
méthodes génétiques telles I'hybridation ADN/ADN salonies ou I'amplification génique
(PCR) ou PCR en temps ré€lttaviani.,D et al., 2003).

Une des méthodes les plus utilisées pour I'énunoérdesVibrio est la méthode du nombre
le plus probable ou MPN (Most Probable Number) dRiNvVpour I'énumération dégbrio.
Brievement, cette méthode repose sur une séridudmas dans du PBS (Phosphate Buffer
Solution), suivie d'une inoculation dans de I'eapnée alcaline ou APW et incubation a de
35 a 37°C pendant 18h a24H. Les tubes montrantnaigsance sont ensemenceés sur une
gélose mCPCdélose Cellobiose - Polymyxine B - Colistine modifiée), pour I'isolement de
V.vulnificuset/ou la gélose TCBS poVibrio parahaemolyticugt autred/ibrio aprées
incubation pendant 18 a24h a 39/40°C (Ottaviaret,Bl.,2003).

Le principe de détection des espedébrio dans les denrées alimentaires repose sur un
enrichissement dans de I'eau peptonée alcalineR\Y Additionnée d’au moins 0,5% de
NaCl (en général 2% a3%) suivi d’'un isolement floge TCBS ou autre gélose appropriée.
La température d’incubation utilisée en génératles35 a 37°C mais celles-ci ne permettent
pas la croissance de tous \ébrio dont certains nécessitent une plus faible tempe aiit
environ 30°C ce qui permet de détecter la majoléi® especes débrio.

D’autres milieux d’'isolement ont été préconisés nmre mCPC (Gélose cellobiose -
polymyxine B - colistine modifiée) ou gélose auagiose colistin (CC agar) pour
différencierV.vulnificusdes autre¥ibrio. Pour faciliter I'identification des vibrios, déssts
biochimiques ou de galeries biochimique des enaaigies (galerieAPI20E peuvent étre
utilisés (Ottaviani (D.) et al., 2003) (cf tableBs).



Comme alternative aux tests biochimiques, la FDdgsue I'utilisation de méthodes
génétiques comme I'hybridation avec sondes spéafiq’ ADN marquées a la phosphatase
alcaline ou les techniques de polymerase chairioea@CR) ou PCR multiplex ou PCR en

temps réel.



Tableau 18
Caractéristigues biochimiques débrio (Anonyme 5)

V.alginolyticus ~ V.cholerae  V.fluvialis  V.furnissi V.hollisae V.metschnikovii V.mimicus V.parahaemolyticus V.wulnificus
Gélose TCBS Jaunes Jaunes Jaunes Vertes Jaunes Vertes Vertes rtée Vertes
Gélose Mcpc Violet Violet Pas de Pas de Pas de Pas de croissance Pas de Pas de croissance Jaunes
croissance | croissance | croissance croissance
Oxydase + + + + - + +
Lysine decarboxylase + - - - + + *
0% NaCl - + - - - - + - :
3% NaCl + + + + + + + + T
Croissance | o, NaCl + - + + - + - + +
dans 8% NaCl + - Variable + - Variable - + -
10%NacCl + - - - - - - 3 :
Croissance a 42°C + + Variable - Pas fait Variable + + +
Saccharose + + + + - + - - -
D-Cellobiose - - - - - - Variable *
Lactose - - - - - - - - +
Arabinose - - + + + - - T N
D-Mannose + + + + + +
D-Mannitol + + + + - + + + Variable
Acide ONPG - + + ¥ - ¥ - +
provenant Voges_ + Variable - - - + - - -
de Proskauer
Arginine - - + + - + - 3 :
dihydrolase
Ornithine + + _ T T I
Decarboxylase
Sensiblité 10 pg de 0/129 Résistant Susceptible Résistant Résistant Pas fait Susceptible Susceptible Résistant Susceptible
a 150 pg de 0/129 Susceptible Susceptible
Susceptible Susceptible Pas fait Susceptible Susceptible Susceptible Susceptible




14.1. Méthodes normalisées pour la détection des  Vibrio

Parmi les technigues de détection utilisées, ldnaukt canadienne (procédure de laboratoire,
microbiologie des aliments ),(MFLP-37, 2006),paurdcherche et la détection\dirio
parahaemolyticugt Vibrio vulnificus ainsi que d'autregibrio halophiles, cette méthode se
fait en trois étapes successives : un enrichisseamemilieu sélectif (EPA), une culture sur
géloses d'isolement et identification présomptivene confirmation par des tests
biochimiques, sérologiques et de pathogénicitée@réthode s'inspire d'une procédure
publiée dans le (BAM) Bacteriological Analytical Maal.(Annexe 2)

Une autre méthode ISO/TS 21872-1 validée en 200frésonisée, nécessitant ainsi quatre
phases successives, deux enrichissements sélegtifessifs. Le premier enrichissement
sélectif consiste a incuber la suspension mereeateimpérature 6h +1h pour les produits
congelés ou a 41,5°C pendant 6h x1h pour les pioéhaiis, séchés ou salés. Le deuxieme
enrichissement en milieu sélectif liquide est dasférer 1ml de la culture, obtenue lors du
premier enrichissement sélectif et prélevée emasarflans un tube contenant 10 ml d’Eau
Peptonée Alcaline Salée. En ce qui concerneJdinsent et I'identification I'ensemencement

se fait en deux milieux sélectifs solides: MilieliCBS) aux thiosulfate, citrate, bile et

saccharose et la gélose nutritive salée (GNSprétrmation par tests biochimiques.

14.2. Méthodes génétiques pour la détection des  Vibrio

14.2.1. La PCR (Polymerase Chain Reaction)

La réaction de polymérisation en chaine (PCR) cotimenelle est une alternative aux
méthodes de culture, mais cette technique nécesaitere d’une part, une étape
d’extraction d’ADN, suivie d’'une purification ou yrocessus d’enrichissement et d’autre
part, une détection des produits d’amplificatioreapélectrophorese sur gel d’agarose.
(Robert-pillot. A ,2006).

La PCR en temps réel, récemment développée, pemréduire les analyses «post
PCR»: la détection des produits d’amplificationrésilisée au fur et a mesure de leur
formation au cours du cycle. De plus, comme larBgoence émise augmente
proportionnellement a la quantité de produits dmpes formés, la PCR en temps réel
peut étre utilisée pour quantifier la concentratiermicroorganismes initialement

présents dans I'échantillon a étudier (Robert-piko,2006).



14.2.2. Principe de la PCR en temps réel

La PCR en temps réel repose sur la détectionetdatification d’'un émetteur fluorescent
pendant le processus d’amplification. L’agent feszent, le SybrGreen I, est un agent
intercalant qui se lie a '’ADN double brin lors dasases d’hybridation et d’élongation.
Durant I'étape de polymérisation, une augmentatfiwsignal d’émission est associée a la
guantité de colorant se fixant a ’ADN double bnmissant. Les valeurs de fluorescence
sont enregistrées au cours de chaque cycle esaeht la quantité de produits
d’amplification formés au cours de la réaction.sRlly a de matrices a amplifier au début
de la réaction, moins élevé sera le nombre de cggléis pour atteindre un point ou le
signal d’émission de fluorescence sera statistiquntrat significativement plus élevé que
le bruit de fond. Ce point est défini comme étantycle seuil «threshold cycle (Ct)» ou
«Crossing point (Cp)». La valeur du Ct peut étaeuite en résultat quantitatif en le
comparant avec les valeurs de Ct obtenues avexatities quantités connues d’ADN ou
de bactéries (Robert-pillot. A ,2006).

14.2.3. Séquences amplifiées

La mise au point de la méthode a été réalisée aeerx souches, la souche de
V. parahaemolyticugporteuse des genddh et trh (CNRVC 010089) eta souche de
V. choleraeO1 toxinogéne (CNRVC 980324), utilisées sous fouiEDN purifie, de
cultures pures ou de cultures contaminant artlfenieent des échantillons d’eau douce ou
d’huitres (Robert-pillot. A ,2006).

Les séquences spécifiques de chaque espéece e detseirs de pathogénicité sont :

-La séquence intergénique d’ARN ribosomal 16S-2@Sente chez toutes les souches de
V. cholerae (sérogroupes O1 et 0139 et sérogroupes différdatD1l et 0139)
spécifique de I'espécé. choleragChunet al, 1999),

-La séquence R72H, de fonction inconnue, spécifidgid’espéceV. parahaemolyticus
(Leeet al, 1995; Robert-Pilloét al, 2002)

-La séquence spécifique du gamgA codant pour la sous unité A de la toxine cholégiq
(Fieldset al, 1992)

-Les séquences des hémolysitdisettrh (Bejet al, 1999).



PARTIE
EXPERIMENTALE









1. Objectifs de I'étude

Si le choléra subsiste principalement dans les gaysoie de développement et que les
infections a vibrions non cholériques sont plugsatans les pays tempérés, le nombre de cas
de choléra déclarés a I'OMS en 2006, a augmentéaaiere spectaculaire pour atteindre le

niveau de la fin des années 1990.

L’intérét de I'étude deibrio est donc justifié par leur impact en santé pulgjgonais

également par leur impact économique (Robert-pilgR006).

En Afrigue du Nord, plus particulierement en Algétia recherche et 'importance Wério
comme contaminants potentiel des produits de lareste inconnue.

Cette étude a pour principal objectif de recherdhgprésence d¥ibrio dans les crustacés
(crevettes, crabes), les mollusques (moules),estul’de mer de la région est du littorale
Algérien (Jijel, Colo, Skikda, Annaba, El Kala),idEntifier les souches isolées et de les
caractériser. De méme l'identification d’autrestBaes isolées sur gélose TCBS a été menée

par différents tests biochimiques.



2. Matériel et méthodes

2.1. Lieux et périodes de prélevements
Les échantillons représentés par les fruits de ehdieau de mer ont été prélevés dans 5
régions différentes de la cote Est du littoral Alge.
Il s’agit de la région de Jijel, de Colo, de Skikd&Annaba et d’El Kala
La période d’échantillonnage a été influencée eisid en fonction du marché de la péche
mais aussi de la disponibilité des moyens d'étu@heatériel et milieux d’isolement et
d’identification).
La partie expérimentale s’est déroulée en deux périles:la premiere période de Mai 2007
a Juillet 2007 et une deuxieme période allant deebBdre 2007 a Mars 2008.

2.2. Matériel
Le matériel utilisé pour les analyses effectuéedesiprélevements est le matériel classique

que I'on utilisé en microbiologie alimentaire confément a la norme ISO 7218 (Annexel)

2.3. Matrices analysées et nombre de prélevements

La recherche d¥ibrio a été réalisée a partir de matrices de fruits deetn@’'eau de mer.

2.3.1. Fruits de mer
Deux cent (n=200) échantillons de fruits de meR&tprélevements d’eau de mer ont été
collectés et analysés dans 5 régions de I'est Agétes différents échantillons concernent
en majorité des échantillons des crevettes (n=1T@}otal de 10 échantillons de crabes et 20
échantillons de moule ont été prélevés respectiaeiane mois de juillet 2007 et au mois de

février et mars 2008 pour analyses (cf tableadid@Qce 4, tableau 20).



Nature des

Tableau 19

Matrices analysées et nombre de prélevements

échantillons

Nombre d’échantillons

Nombre total

Crevettes 170
Fruits de mer Moule 20 200
Crabes 10
Eau de mer 28 28
Moules
9% Crabes

4%
I

Figure 4: Répartition du nombre des échantillons



Tableau 20

Répartition et nombre des échantillons de fruitsnée prélevés par période et par mois

Période Type d’échantillons  Nombre d’échantillons
Mai Crevettes 20
Juin Crevettes 20
2007 Juillet Crabes 10
Décembre Crevettes 15
Janvier Crevettes 45
Février Crevettes 35
2008
Moule 10
Mars Crevettes 35
Moule 10
Nombre total 200

2.3.2. Eau de mer

Vingt huit échantillons d’eau de mer ont été prékwa la méme période et dans les mémes
régions que pour I'analyse des fruits de mer (Jgello, Skikda, Annaba) sauf pour la région
d’El Kala.

L’eau de mer a été prélevée a raison d'un prélenepear mois et par région (cf tableau 21)



Tableau 21

Nombre de prélevements d’eau de mer

Période Mois Jijel Colo Skikda Annaba Nombre total

Mai 1 1 1 1 4

Juin 1 1 1 1 4
2007 Juillet 1 1 1 1 4

Décembre 1 1 1 1 4

Janvier 1 1 1 1 4

Février 1 1 1 1 4

2008 Mars 1 1 1 1 4
Nombre total 7 7 7 7 28

Pour ce qui est des échantillons de fruits de raerégions :

- 44 échantillons ont été prélevés dans la régialijde

- 24 échantillons ont été prélevés dans la régioGale

- 64 échantillons ont été prélevés dans la régioBkileda
- 76 échantillons ont été prélevés dans la réegiomdaba
- 20 échantillons ont été prélevés dans la régioh kda

Le récapitulatif de I'’échantillonnage est reporédsl le tableau 22



Tableau 22

Matrices analysés et nombre de prélevements ggiorr et par mois

Régions
Mois Type Jijel Colo Skikda Annaba El Kala Total
d'échantillons
Mai Crevettes 4 9 4 3 0 24
Eau de mer 1 1 1 1 0
Juin Crevettes 5 6 1 8 0 24
Eau de mer 1 1 1 1 0
2007
Juillet Crabes 0 0 10 0 0 14
Eau de mer 1 1 1 1 0
Décembre Crevettes 0 1 14 0 19
Eau de mer 1 1 1 1 0
Janvier Crevettes 14 0 15 16 0 49
Eau de mer 1 1 1 1 0
2008 ™ Favrier Crevettes 7 1 13 14 0 49
Moules 0 0 0 0 10
Eau de mer 1 1 1 0
Mars Crevettes 7 1 13 14 0 49
Moules 0 0 0 0 10
Eau de mer 1 1 1 0
Total 44 24 64 76 20 228




d’échantillonnage

El Kala

Crevettes
n=170

Fruits de
mer
TOTAL :

200

Figure 5 : Diagramme des échantillons de fruits et d’eau de méalisés dans les 5 régions

de I'est Algérien.



2.4. Technique d’échantillonnage :

2.4.1. Collecte des échantillons et transport

- Les échantillons (crustacés et mollusques) @npgtlevés dans chaque région
aseptiguement au niveau du port et des commergesisions dans des sacs stomacher
stériles et entreposés dans des glacieres puspteas au laboratoire.

- L'eau de mer a été prélevée en surface et domqmeur dans des flacons stériles au niveau
des différentes plages de la région de Jijel, Cskikda, Annaba.

Un numéro d’identification ainsi que la date delg@rément ont été reportés sur chaque
prélevement

-Les prélévements ont été conservés au réfrigérateanalysés dans les 24 heures qui ont

suivi leur collecte.

2.5. Méthodologie de recherche
2.5.1. Réalisation de la prise d’essai:
La prise d’essai pour les fruits de mer a été affse conformément a ce qui est préconisé
dans la norme (ISO 6887 pour la préparation deargitions, de la suspension mére et

des dilutions décimales en vue de I'examen mictobique).

* Les crustaceés: I'animal est pris en entier ou gamartie centrale y compris les
branchies et les intestins (Photo 2)

» Pour les mollusques le prélevement concerne targrieenu intérieur de I'animal

Photo Manipulation d’'un échantillon de crevettes



2.5.2. Protocole de recherche deibrio dans les fruits de mer

La recherche et la caractérisationuierio isolées sur gélose TCB ont été réalisées au
niveau du laboratoire d’'HIDAOA (Institut des SciescVétérinaire El Khroub,

Constantine).

La méthode d’analyse utilisée dans cette étudeeséthode validée par le laboratoire de
microbiologie de la FMV (Faculté de Médecine Véiaiie) de I'Université de Liege
(Anonyme 5). Comme pour toute denrée alimentairedthode d’analyse nécessite trois
étapes pour la recherche des vibrions : Une étapeichissement en milieu liquide,
permettant la revivification des bactéries toufarorisant la croissance sélective des
Vibrio par rapport aux autres especes bactériennes fgeskEms I'échantillon, un
isolement sélectif sur gélose TCBS, afin d’effecturge discrimination rapide d&sbrio

par repérage des colonies suspectes, fermentsatdbarose (colonies jaunes) et des
colonies ne fermentant pas le saccharose(coloermssy suivie par une confirmation de
I'appartenance a I'espéesgbrio par I'étude de I'ensemble des caracteres cultueaux

biochimiques

Enrichissement dans I'Eau Peptonée Alcaline (EPA)

L’enrichissement a consisté en la préparation de daispensions mere avec des
concentrations différentes de NaCl (1% et 5%) suil@protocole validé par le laboratoire

de microbiologie de la FMV de I'Université de Liegnonyme 5)

< Vingt cing grammes (25g) de chaque échantillorividdel (Crevettes, Moules et
Crabes) constituant la prise d’essai (photo 3),&vétajoutés a 225ml d’Eau Peptonée
Alcaline a 1% de NaCl pour la recherche deholeraetV.mimicuset a 225ml d’Eau

Peptonée Alcaline a 5% pour la recherche d’aitieso (Photo 4,5)



Photo 4 Suspension mere a 1% de NaCl Photo 5 :Suspension mere a 5% de NacCl

Les bouillons d’enrichissement de crevettes etrdbeas ont été homogénéisés, pendant deux
minutes, au moyen du stomacher péristaltique et lesumoules au mélangeur conformément
alanorme ISO 7218.

L’incubation des deux suspensions meére a etedadz’®C pendant 6-8h et 18-24h

Isolement sur gélose TCBS

A partir de chaque bouillon d’enrichissement (saspEn mere a 1% et suspension mere a 5%
de NaCl) incubés 6 a 8h et bouillons incubés 18 & 2un ensemencement en surface et un
ensemencement en profondeur ont été réalisés msegeCBS et incubés pendant 18-a 24 h
a 37°C ( Photo 6, Photos 7, Photos 8, photos @r€ig).



Photos 7Ensemencement en profondeur sur gélose TCBS

/

Photo 8: Ensemencements des deux suspensions merest 8%ode NaCl) incubés 6a8h,

sur gélose TCBS et incubés a 37°C pendant 18-24h



%

Photo 9: Ensemencements des deux suspensions meres (3% é¢ NaCl) incubés 18 a

24h, sur gélose TCBS et incubés a 37°C pendan#h8-2

Lecture et Purification

Aprés incubation et isolement sur gélose TCBSctdsnies jaunes ou colonies vertes ont été
purifiées sur gélose TCBS, pour caractérisation\dbso ainsi que pour identification des

autres colonies non caractéristiques (opaquesgaaentes, oranges).

Identifications biochimiques des souches caradiguiss

Les résultats ont été confirmés par plusieurs:tests
- Test al'oxydase:
A l'aide d’'une anse bouclée, d’'un fil droit en jph&t, une portion de la culture pure a été
prélevée et déposée en stries sur le papier liiltneecté de réactif a 'oxydase.
L'essai est positif si la couleur vire au mauvelei ou pourpre intense dans les 10 Secondes.

- Etat frais
Une goutte de la culture est déposée sur une laopEepet recouverte avec une lamelle. La

mobilité est mise en évidence par examen microgcepi



- Coloration de Gram:

1. Coloration par le violet de gentiane ou cristalleioLaisser agir de 30 secondes a 1
minute. Rincer a I'eau déminéralisée.

2. Mordancage au lugol (solution d'iode iodo-iodurésgler le lugol et laisser agir 20
secondes; Rincer a I'eau déminéralisée. On peligeeane deuxieéme fois I'opération
identiguement pour plus de sécurité.

3. Décoloration (rapide) a l'alcool (+acétone): vergeutte a goutte l'alcool ou un
mélange alcool-acétone sur la lame inclinée obtitprd, et surveiller la décoloration
(5 a 10 secondes). Le filet doit étre clair a tade la décoloration. Rincer sous un filet
d'eau déminéralisée;

4. Recoloration a la safranine ou a la fuchsine. lesisgir de 30 secondes a 1 minute.
Laver doucement a l'eau déminéralisée. Séchemia kur une platine chauffante a
40°C, 10 a 15 minutes.

5. Observer avec une goutte d'huile a immersion abjE@d (grossissement x1000).

-KIA, (Kligler Hajna)
Ensemencer la pente de la gélose par une strigudirgale et le culot par piqure de la

colonie purifiée jusqu’au fond du tube et incub&7aC pendant 24h +3h.

-Galeries API 20E (BIOMERIEUX)

Apres purification, une colonie pure caractérigigGram négatif, mobile a I'état frais est
transférée dans 5 ml d’eau distillée stérile ouad'EPeptonée Alcaline a 1% et 5% de
NaCl,cette suspension bactérienne est introduites ddaque micro tube a l'aide d’'une
pipette Pasteur stérile, pointe appuyée a l'intéreg sur les cétés pour éviter la formation
de bulles. Pour certains caractéres. Les microstudmnt d’huile de paraffine apres
inoculation de la suspension pour assurer I'ana@selet incubation a 37°C pendant 24h,
rajouter les additifs nécessaires, puis se réfé@rkr grille de lecture pour interpréter les
résultats obtenus.(figure 6).
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Figure 6: Résultats de la galerie API20E reportés sur lefitidentification(Anonyme 6)



25g x 225ml (E.P.A)

Eau Peptonée Alcaline a 1%
Paour V.cholera et V.mimicus

Eau Peptonée Alcaline
a 5% pour autres

Stomacher
1la 2mr
I l | |
Incubation 6-8h Incubation Incubation Incubation
3 42°C+] 18-24h a 42°C+#: 6-8h a 42°C+1 18-24h a 42°C+1

,, l

‘ :

Isoler 0,2ml sur gélose TCBS en surface et 1ml emgfondeur

v
18-24h
37°C+1
1
A
Colonies caractéristiques Colonies caractéristiques de
de couleur jaune suspicion couleur vertes suspicion
deV.cholera et V.mimicus d’autres Vibrios
> Purification des colonies —

caractéristiques sur gélose TCBS

A 4

Test a 'oxydase

&=

v
-Etat frais

-Coloration de gram

KIA

7

Confirmation et caractérisation sur Galeries bioclimiques API 20E

Figure 7: Schéma pour I'isolement d¥dbrio dans les aliments (Anonyme 5)

2.5.3. Protocole de recherche dasbrio dans I'eau de mer (Bruni et al., 1986)




Les échantillons d’eau de mer ont été analysés |l@owecherche de¥ibrio et soumis au
protocole suivant: Cing cent (500 ml) d’eau de rmaemnalyser ont été filtrés sur une
membrane de 0,45um qui a été déposée sur gélos& ECBnise en incubation a 24°C
pendant 24h puis & 35°C respectivement pendant U&h.colonies (colonies jaunes ou
colonies vertes) caractéristiques t#iisrio ont été purifiées et isolées sur gélose TCBS, pour
identification.
Les résultats ont été confirmés par les tests pri&sdemment (page 65)

- Test a l'oxydase, Etat frais, Coloration de Grarf Kzaleries API 20E.

La figure 8 reprend le protocole lié a la technigeeecherche.

2.5.4. Etude statistique

Le test de statistique appliqué dans notre étuidéees test Chi 2 ». Ce test consiste & mesurer
I’écart entre une situation observée et une sanahéorique et d’en déduire I'existence et
I'intensité d’'une liaison mathématique.

Dans cette étude ce test a été choisi pour vésgiilegxiste de liaison entre deux variables
gualitatives comme par exemple la relation entre

1. Le nombre de bactéries isolées et le type d’édimmiage (crevettes, moule, crabes),
2. Le nombre de bactéries isolées et la période devamdents

3. Le nombre de bactéries isolées et les régions@eyaments



500 ml
d’eau de mera analyse

Filtration
sur
membranes
(0,45um)

Dépodt de la membrane sur
Gélose TCB¢

Incubation a 24°C
pendant 48heure

Incubation a 35°C
pendant 24heure

l

Lecture
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-Test a I'oxydast

-Etat frais

Coloration de Gram
-KIA

- Galeries biochimiques
API 20E

Figure 8: Schéma d’isolement d&brio dans I'eau de mdBruni et al., 1986)



RESULTATS



3. Résultats sur la recherche de Vibrio spp

3.1. Prévalence de Vibrio

Les tests microbiologiques réalisés sur 200 edtamgide fruits de mer ont montré que seul
un échantillon est contaminé par la bactérie dueag¥ibrio, soit une prévalence de 0,5%
(tableau 23). Cette bactérie a été isolée danichantillon de crevettes au nombre de 170
(figure 9), soit une prévalence de 0,6%, dans dgorede Skikda (tableau 24, figure 10) et
pendant le mois de Mai (tableau 25).

Aucune contamination bactérienne n'a été déteaés ks échantillons de moules, de crabes
et d’eau de mer

Tableau 23
Répartition du cas positif dans les échantillons

Nature des Nombre Nombre de  Prévalence %
échantillons d’échantillons cas positifs
Crevettes 170 1 0,6
Moule 20 0 0
Crabes 10 0 0
Total 200 1 0,5
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Figure 9 : Fréquence du cas positif &ério dans les échantillons

Tableau 24
Répartition du cas positif isolé dans les fruitsn#r, dans les 5 régions

Régions Nombre Nombre de cas
d’échantillons positifs
(Jijel) 37 0
(Colo) 17 0
(Skikda) 57 1
(Annaba) 69 0
(El Kala) 20 0
Total 200 1
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Figure 10:Répartition du cas positif isolé dans les frugsnger dans les 5 régions

Tableau 25
Répartition du cas positif selon les mois

Période Nombre Nombre de cas
d’échantillons positifs

Mai 20 1

Juin 20 0

2007 Juillet 10 0
Décembre 15 0

Javier 45 0

2008 Février 45 0
Mars 45 0

Total 200 1

Aucun test statistique ne peut étre appliqué suitiaible nombre de cas positifs\dibrio.



3.2. Caractérisation biochimique de la souche de  Vibrio isolée

Aprés coloration de Gram, observation de la mahiliest a I'oxydase et identification
biochimique sur galerie API 20E, la bactérie daleor jaune sur gélose TCBS (photos 10)
(Gram-, oxydase+, mobile a I'état frais) , présambedéveloppement dans 'Eau Peptonée
Alcaline a 5% de NaCl mais pas a 1% et appartieliespére Vibrio alginolyticus Les
caractéristiques biochimiques sont présentéesldanableaux 26, 27 et les photos 11, 12.
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Photo 1@&spect deVibrio alginolyticussur gélose TCBS

Tableau 26
Identification biochimique de la souckébrio alginolyticus

Bactériologie Identification biochimique

Cas positif Milieu Couleur Code Id Espéce
des colonies
1 TCBS Jaunes 4146124 90,4% Vibrio
alginolyticus




Tableau 27
Caractéres biochimiques Wébrio alginolyticus

Caractéres biochimiques Vibrio alginolyticus

ONPG -
ADH -
LDC +
ODC +
CIT -
H.S -
URE -
TDA -

Indole +
VP i

Gelatine +

Glucose +

Mannitol +

Inositol -
Sorbitol -
RHA -

Saccharose +
MEL -
AMY -

Arabinose -




Photo 11Galerie biochimiques pour identification Wério alginolyticus

Photo 12Résultat de la galerie reporté sur la fiche d'idaition



4. Caractérisation biochimique des bactéries autres que Vibirio isolées sur
TCBS.

4.1. Prévalence de la contamination bactérienne da les échantillons de fruits de mer

Sur les 200 échantillons de fruits de mer et 2&peinents d’eau de mer analysés pour la
recherche de¥ibrio sppsur gélose TCBS, 75 échantillons soit une précalete 37,5 %
pour les fruits de mer et 7 échantillons pour I'eumer ont permis de mettre en évidence
une contamination bactérienne.

Les échantillons contaminés sont les moules aver prévalence de 75% (n=20) et les
crevettes (35,2%). Aucune contamination bactériesureTCBS n’a été mise en évidence
pour les échantillons de crabe analysés (TableafigBe 11).

Les échantillons de crevettes les plus contanonégté prélevés dans la région de Colo soit
76,4 % (n= 17) suivie par la région de Skikda 34%43(7) et par ordre décroissant, de Jijel
(27% , n=57) et de Annaba ( 26%,n= 69)

Les moules contaminés a 75% (n= 20) proviennefd d&gion d’El-Kala (cf tableau 30).

Tableau 28
Répartition des échantillons positifs isolés dassfituits de mer

Fruits de mer Nombre de Nombre Prévalence %
EIEVEINERIS d’échantillons
positifs
Crevettes 170 60 35,2
Moule 20 15 75
Crabes 10 0 0
Total 200 75 37,5

L’'analyse statistique effectuée sur les résulthteraus montre qu'il y a une différence
significative (P< 0,05)
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Figure 11: Répartition des échantillons positifs dans lesd$rde mer

Tableau 29
Répartition des échantillons de fruits de mer amimiés par région
Régions Nombre
d’échantillons

Nombre
d’échantillons

Type des

échantillons

Prévalence
%

positifs

Région 1 (Jijel) Crevettes 37 10 27
Région 2 (Colo) | Crevettes 17 13 76,4
Région 3(Skikda) Crevettes 57 19 34
Crabes 10 0
Région 4(Annaba Crevettes 69 18 26
Région 5(El Kala) Moule 20 15 75
Total 200 75 37,5
L’analyse statistique effectuée sur les résultdttermus montre qu’il y a une différence

significative (P< 0,05)




Les résultats des préléevements réalisés sur unedpéde quatre mois (mai, juin, juillet,
décembre) de 'année 2007 et au mois de janviemags de I'année 2008 ont montré une
contamination nettement élevée (93%) en décemkd8,athe contamination plus faible en

mai, juin, mars, janvier et mars (cf tableau 30, 31
Tableau 30
Répartition des échantillons de fruits de mer prtzsg une contamination pendant les mois

de préléevements

Période Nombre Nombre Prévalence%
d’échantillons de d’échantillons
fruits de mer positifs

Mai 20 13 65

Juin 20 8 40

2007 Juillet 10 0 0
Décembre 15 14 93
Janvier 45 10 23

2008 Février 45 10 23
Mars 45 20 45
Total 200 75 375

L’analyse statistique effectuée sur les résulthteraus montre qu'il y a de différence
significative (P< 0,05)
Tableau 31
Récapitulatif des échantillons présentant une coimaion pendant chaque mois et dans
chaque région
Année 2007
Juillet

Année 2008

Décembre Janvier Février Mars

Régions Type Mai  Juin

d’échantillons

Jijel Crevettes (n=37) 3 4 0 0
Collo | Crevettes (n=17) 8 5 0 0
Skikda | Crevettes (n=67) O 0 0 0 11
Crabes (n=10) 0 0 0 0 0
Annaba | Crevettes (n=69) 0 0 0 14 0 0
El Kala Moule (n=20) 0 0 0 0 7




4.2. Contamination bactérienne dans I'eau de mer

Les résultats des vingt huit échantillons d’eaursi analysés a raison d’un prélevement par
mois (7 mois) et par région ont montré une contation bactérienne aux mois de mai, de
juin et de janvier pour la région de Skikda etlJijine contamination au mois de Mars pour
la région de Skikda. Aucune contamination bactéen’a été détectée sur TCBS dans I'eau

de mer analysée provenant de la région de Cokmeaba.

4.3. Caractérisation des espéces bactériennes igalé@ partir des fruits de mer

A partir des 75 échantillons contaminés, la careagon (coloration de Gram, état frais et.
oxydase, galerie Api 20E) des bactéries Gram ee&bkur TCBS a permis d’identifier quatre
especes. Il s’agit par ordre dimportance d&trobacter freundii, Pseudomonas
PseudomalleiAeromonaddydrophilaet Proteus Vulgaris

Parmi les Gram + seutaphylococcsia pu étre isolé dans les crevettes et les moules

4.4. Caractérisation des especes bactériennes igsléans I'eau de mer
Les sept échantillons d’eau de mer contaminés emnig d’isoler et de montrer la présence
de PseudomoraPseudomalledans 5 échantillons et celleA®romonaddydrophiladans les

deux autres.

La prévalence des espéeces bactériennes isoléesledafrsiits de mer et I'eau de mer est
résumée dans le tableau 32.



Tableau 32
Prévalences des espéces bactériennes dans legpdmdia mer et 'eau de mer

Espéces Crevettes Prévalences Moule Prévalences Eaude Prévalences
bactériennes  (n=170) (n=20) mer
isolées
Citrobacte 19 11,1% 0 0 0 0
Freundi
Pseudomonas 16 9,4% 2 10% 5 17,8%
Pseudomallei
Proteus 13 7,6% 0 0 0 0
Vulgaris
Aeromona 5 2,9% 7 35% 2 7,14%
Hydrophila
Staphylococcus 7 4,1% 6 30% 0 0
Spp

4.5. Caractérisation bactériologique et biochimiquales espéces bactériennes isolées sur
TCBS

Les tableaux 34, 35, 36, résument les caracteérizdogiques et biochimiques des espéeces
bactériennes isolées sur TCBS.



Tableau 33
Caracteres bactériologiques et identification bilmitpue des espéeces bactériennes isolées sur
TCBS

Caracteres bactériclogiques

. Type Régions ng Couleur. Code Ld Espéces
d’échantillons el positifs de oes et 0 Bacilles
Crevettes 4 Jaunes 0002724 99|19 Gram
SKikda 3 Taunes 5006425 96ls Positive Mobiles négatif, fins
3 Jaunes 0006424 96|4Pseudomonas et droits
Moule El Kala 2 Jaunes 0006405 97,3seudomallei
Skikda 2 Jaunes 0006324 99,9
Eau de mer Jijel 2 Jaunes 0006327 99|9
1 Jaunes 0006326 99(9
Skikda 3 Jaunes 3004126 99|9 Bacilles a
Crevettes 2 Jaunes 300412 99|9 Aeromonas Gram
Eau de mer Skikdal 2 Jaunes 3004125 97,4ydrophila | Positive | Mobiles négatif,
2 Jaunes 300610F 97|7 droits a
Moule El Kala 5 Jaunes 300512F 98|1 extrémités
arrondies
5 Transparentes 2604572 99,2
3 Transparentes 2604553 99,8 Bacilles a
1 Transparentes 2604533 99,9 Négative| Mobiles Gram
Crevettes Annaba 3 Transparentes 2604513 99,9 Citrobacter négatif,
2 Transparente$ 2604512 89,4 Freundii droits
4 Transparentes 2704513 97,2
Skikda 1 Transparentes 370453 98,6
Coques a
Crevettes Skikda 7 Gram
Staphylocoque Négative | Immobiles | positif,
6 Opaques spp. et arrondis et
Moule El Kala Catalase en grappe
+ de raisin
5 Jaunes 0672020| 99,9
Oranges
Crevettes Colo 3 Jaunes — | 0676031 99,9 Proteus
Oranges Vulgaris Négative Tres Bacilles a
1 Jaunes — | 0676001 99,9 mobiles Gram
Oranges négatif
2 Jaunes — | 0674031 99,9
Oranges




Les especes retrouveées ont les caractéristiqiaendfication suivantes:

- Culture positive sur eau peptonée a 1% de NaCl

- Culture négative sur eau peptonée a 5% de NaCl

Tableau 34
Résultats sur KIA

Aeromonas
hydrophila

Citrobacters
freundii

Ractéries Pseudomonas

pseudomallei

Fermentation du
glucose
Fermentation du - - - -
lactose
Production de H,;S - + - +

Tableau 35
Caracteres biochimiques des especes bactériemméssisur TCBS

Pseudomonas Aeromonas  Citrobacters Proteus
Pseudomallei  Hydrophila freundii Vulgaris
ONPG - + +(-) -
ADH - + + -
LDC - - - -
OoDC - - +(-) -
CIT - - +(-) +
H.S - - + +
Urée - - - +
TDA - - - +
Indole - - - +
VP +(-) - -
Gelatine + - +
Glucose +(-) + +(-)
Mannitol +(-) + -
Inositol +(-) +(-) -
Sorbitol + + -




DISCUSSION



5. Intéréet de l'étude

Parmi les agents responsables de maladies et dénfiections alimentaires, lesibrio
constituent dans de nombreux pays et particulieéné@e japon et en Ameérique du Nord, un
réel probleme de santé publique en raison de lacztomation accrue de produits de la mer,
en particulier de produits crus. En général lesrgamtérites ou les septicémies font suite a la
consommation de produits de la mer crus (huitréscipalement ou peu cuits (coques,
crevettes, crabes...), ou recontaminés aprés cuiE®s poissons sont moins souvent
incriminés que les mollusques et les crustacésidamae les humains peuvent demeurer
porteurs sains pendant une ou deux seméiesenclos J.C, 1993).

De plus, outre l'importance dé&/ibrio cholerae (le plus anciennement connu), les
recommandations de la FAO (Food Administration @Qiggtion) ont pour objectif de mettre
en ceuvre les premieres étapes d'une évaluationsdess pouNibrio spp. dans les produits
de la péche qui auraient le plus d'impact surmééspublique et/ou le commerce international.
L'approche est de quantifier les maladies caus&e¥iprio spp. dans différents pays suite a
la consommation de difféerents produits de la pédheis espéce¥ibrio parahaemolyticus,
Vibrio vulnificus et Vibrio choleraeont été considérées comme espéeces responsablas de
plupart des maladies causées iario spp(Bonhomme A, 2003).

Tous ces différents aspects ont suscité I'intéo& gous avons accordé a la recherche d’'un
des d’agents contaminants liés aux produits aediad’autant plus justifiée par le fait qu’en
Algérie, trés peu d’études ont été consacréesréctzerche de ces agents pathogénes du fait
probablement de la disponibilité des moyens néaessat de la complexité de la

méthodologie de recherche.



6. Méthodologie d'échantillonnage

» Lieux choisis
En Algérie, le secteur de la péche (jusqu’ici d&@) par les programmes publics est en plein
essor car de nombreux port de péche sont moderois&€n cours de modernisation sur le
littoral algérien ce qui accélere la dynamique @coigue dans ces régions.
Notre étude s’est limitée a la région Est du latalgérien et dont la production halieutique
est de I'ordre de 13621.12 tonnes sur une produttiale de 65626.81 tonnes (Anonyme 1).

» Choix du type et nombre d’échantillons analysés

Les crustacés marins, c'est-a-dire, le plus souvest crevettes, les crabes ou les plats
préparés a partir de ces produits, ont été resplassde nombreuses poussées épidémiques
d'origine alimentaire dans le monde. L’épidémiddognontre que ce type de produit a été la
cause d'empoisonnements alimentaires dus a lgdéation d'organismes entéropathogénes
parmi lesquels le€nterobacteriaceaeet les Vibrionaceae et de Gram+ principalement
Staphylococcus aurey€hina et al., 2003). Les crustacés et les maliesgont assimilés a
des filtreurs qui accumulent de maniére biologigee micro-organismes pathogéenes et des
substances toxiques. Ces micropolluants peuveatnétifs des habitats aquatiques; dérivés

de la pollution ou introduits lors du débarquementiransport et de la transformation.

Dans la présente étude, le nombre de préleveméfietstug par région et par mois a été

fonction de I'approvisionnement en produits dedahe.

De méme, des prélévements d’eau de mer ont étévpeethaque mois dans chaque région
pendant la durée de I'étude car parallelement éotdaamination des produits de la péche,
I'eau de mer peut révéler une forte présencéibgo spp. (Baffone.W. et al., 2001).



7. Méthodologies de recherche

Comme dans toute denrée alimentaire, trois étapesngcessaires a la recherche des

bactéries dans les aliments. Elles consistent en:

-Une culture d’enrichissement en milieu liquidesrpettant la revivification des bactéries

recherchées tout en favorisant la croissance sédect

-Un isolement sur gélose sélective, afin d’effectuge discrimination rapide des bactéries par

repérage des colonies suspectes,

-Une confirmation de I'appartenance des bactéred'@ude de 'ensemble des caracteres

culturaux et biochimiques.

» Méthode de recherche de la présence d&brio dans les fruits de mer
En I'absence de normes spécifiques, il existe tgsegrande diversité de méthodes d’analyses
pour la mise en évidence d¥$brio, parmi lesquelles les modes opératoires standardis
peuvent servir de référence de la Food and Drugiddiration (FDA 1998), et du Nordic
Commitee on Food Analysis (NMKL, 1997) et la méthochnadienne (MFLP-37, 2006)
(Robert-pillot. A, 2006).
Dans la présente étude, la technique utiliséeaestdthode horizontale pour la recherche de
Vibrio spp méthode validée par le laboratoire de microbi@@jimentaire de l'université de
liege (laboratoire accrédité pour la validation deithodes bactériologiques dans les denrées
alimentaires). Cette technique s’est révélée medhsctive et moins sensible car elle a permis

d’isoler d’autres especes bactériennes dont la hodogie est comparable a celle dibrio

spp.

L’eau peptonée alcaline salée a été utilisée loreeda présente étude comme milieu
d’enrichissement qui a consisté en la préparat®rdelix bouillons avec des pourcentages
différents de NaCl (1% et 5%) car certaines espded&brio sont halophiles ¥.choleraet
V.mimicus), et d’autres pas. Le besoin en NaCl pouMesholeraeest de 5-15 mM, alors
gue pour la croissance débrio parahaemolyticusla concentration minimale est de 0,5% de
NaCl c'est a dire 140-260 mM (China.B et al., 2003Cependant cet organisme est
rapidement inactivé par I'eau distillée. 1l sembleque quelques souches soient capables de
croitre tres faiblement entre 8 et 10% de NaQiest tarement a 13% (Twedt R.M, 1989).



Vibrio vulnificusest halophile obligatoire, la concentration optemen NaCl a utiliser se situe
entre 1 et 3% et il ne peut croitre pour une cotmagan inférieure a 0,1% ou supérieure a
5%. V. vulnificusest ainsi qualifie comme étant « modérément hdl®phen comparaison a
V.parahaemolyticugOliver J.D, 1989).

Selon Holt et al., 1994, les solutions ioniquematent la croissance de toutes les especes et
sont absolument indispensables pour la pluparttieriles. D’apres Twedt R.M, 1989, les
dix especes d¥ibrio connues pour causer des gastro-entérites peuventléssées en cing
sous-groupes sur la base de sept tests et 'abdenm®issance dans un milieu contenant 0%
de NaCl permet de différencier les huit espécesphikes du groupe comprenawtbrio
Cholerae et V. mimicus

Le milieu d’enrichissement utilisé lors de notreid& a permis de mettre en évidence une
multiplication croissante d’especes bactériennas h@dophiles appartenant a la famille des
vibrionacées comm@eromonaset a d’autres familles de bactéries. Ces basée sont

multipliées dans le bouillon d’enrichissement ad&dNacCl.

Le milieu d’'isolement utilisé est le milieu TCBS Thiosulfate Citrate Bile Saccharose,
Diagnostics Pasteur, réf. 69456; Oxoid, réf. CM;3d8rck, réf. 10263)qui est le milieu de
référence préconisé pour la détection et l'isolanuis Vibrio pathogénes (norme NF ISO
8914 et recommandations Organisation Mondiale dgalaté). La forte concentration en bile
et en citrate associée a un pH élevé (pH = 8,6hekerélimination de nombreuses bactéries.
La principale source de carbone est le sacchatasdisation du saccharose se traduit par
une diminution du pH et par le virage de l'indicatde pH du vert au jaune. Les colonies
saccharose positives, telles que plusieurs espdee¥ibrio notammentV. cholerae
V.alginolitycus apparaissent donc jaunes. Les colonies sacchamégatives, comme/.
parahaemolyticusapparaissent vertes. Toutefois, ce milieu n'est pes sensible, ni tres
spécifique et de nombreux faux positifs ont ét@€ctés (Anonyme 4).

Lors de notre étude, des colonies similaires ¥ilxio ont été identifiées telles que les
colonies deProteus qui donnent des colonies jaunes semblables auxniesladeVibrio
saccharose positive, ainsi que Rseudomormaqui donnent aussi des colonies jaunes sur
gélose TCBS.



Un des autres inconvénients du milieu TCBS estl qugi permet généralement pas de
discriminer entre les différentes especes de wilsridl conviendrait en effet de pouvoir
identifier I'espece de/ibrio présente dans I'échantillon analysé. En partigulleserait
avantageux de pouvoir identifier la présence et discriminer V cholerae, V.

parahaemolyticus, V. alginolyticus.

L’identification des diverses espéeces de vibrions milieu TCBS est donc présomptive et

doit étre confirmée par des tests supplémentaires.

Comme autre milieu sélectif la gélose TTG (TaurdateaTellurite-Gélatine) est également
utilisée, mais est relativement fastidieux a prépamécessitant des contrdles réguliers et un

dosage rigoureux du tellurite de potassium.

Des études récentes ont permis de proposer un aouadieu de culture, pour la détection
et/ou la discrimination de bactéries du geviiterio, caractérisé en ce qu'il comporte, dans un

milieu de culture d&ibrio, au moins un agent chromogéne (Anonyme 4).

Le milieu chromogénigue CHROMagaribrio sélectif permet la différentiation d¥.
parahaemolyticus, V.vulnificus et V. cholenpar rapport aux autres especesMilario. V.
parahaemolyticusapparait sous forme de colonies mauvésjulnificus et V.choleare
produisent des colonies bleues tandis que d'aesgéces telles qué alginolyticusforment

des colonies incolores. Le principe de ce milisti leasé sur la détection simultanée des
activités p-glucosidase, spécifique d¥. parahaemolyticys et de la B-galactosidase,
spécifique dé&/. choleraeetV. vulnificus,en présence d'une forte concentration en sac@aros
(Anonyme 4).

Selon Robert-pillot. A, 2006, Aucune méthode deéngfice n’est disponible pour le
dénombrement degibrio dans les produits de la péche et il n’existe masairélation entre
la dynamique des populations débrio et celles des indicateurs de pollution fécale

habituellement utilisés pour juger de la qualitéitsdre de I'eau ou des aliments.

Une nouvelle norme ISO/TS 21872-1, validée en 2@@éconise quatre phases successives
car lesVibrios spp, peuvent étre présents en petit nombre etssavient accompagnés d’un
nombre beaucoup plus grand d'autres microorganisamgsartenant a la famille des
Vibrionacées ou a dautres familles. Par conségudeux enrichissements sélectifs

successifs sont nécessaires pour rechercher lasismges cibles. Le premier enrichissement



sélectif consiste a incuber la suspension mereeatempérature 6h +1h pour les produits
congelés ou a 41,5°C pendant 6h x1h pour les pioéhaiis, séchés ou salés. Le deuxieme
enrichissement en milieu sélectif liquide est dams$férer 1ml de la culture, obtenue lors du
premier enrichissement sélectif et prélevée enasaridans un tube contenant 10ml d’Eau
Peptonée Alcaline Salée. En ce qui concerne]disent et I'identification I'ensemencement

se fait en deux milieux sélectifs solides:

- Milieu (TCBS) aux thiosulfate, citrate, bile et sharose
- Un autre milieu sélectif solide appropri€, en cotnpént du milieu TCBS est la gélose
nutritive salée (GNS).

Les méthodes classiques d'identificatiorbactérienne peuvent conduire a une confusion
entre les espéces. Comme alternative a ces méthlidestification, la recherche par la
technique PCR de séquences génomiques spécifigubssgece, et de genes associés a la
virulence est .plus spécifigue. Ainsi, l'appartecend’une souche a [I'espec¥.
parahaemolyticus phénotypiquement tres proche ne differe biochiramgent que par la
fermentation d’'un sucre despeceV. alginolyticuset peut étre confirmée par I'amplification
de la séquence R72H spécifigue de I'espécgarahaemolyticusDe ce fait, la séquence
R72H est un bon marqueur d’identification\deparahaemolyticugRobert-pillot, 2006)

Une étude réalisée au Centre National de Référdas®ibrio et du cholera, a permis de
montrer que 10% des souches identifiées biochimigm¢ commeV. alginolyticus
appartenaient en fait a I'espateparahaemolyticuCNR, 2006).

En conclusion l'identification est difficile et l&econnaissance des colonies\dbrio est en
grande partie une question d’expérience et leueadgpeut quelque fois varier non seulement
d’'une espéce a une autre, mais également d’'urelahitieu de culture a un autre (ISO/TS
21872-1).



» Recherche degibrio dans I'eau de mer
Il n'existe pas de norme pour la recherche\diésio dans I'eau de mer cependant la méthode
gue nous avons utilisée est celle préconisée parit al., 1986, a travers son étude portant
sur l'identification de 110 souches isolées a pattchantillons d’eau de mer , d'eau de
bassin d’élevage. Cinquante neuf (59) souche¥ibdgo anguillarum, 13 souchesVibrio
parahemolyticu® souche¥ibrio alginolyticuset 32 soucheautres Vibrioont pu étre isolées

et caractérisées.

8. Prévalence et contamination par Vibrio spp

Sur 200 échantillons de produits de la mer analyséschantillon, soit une prévalence de
0,5% était contaminé paribrio. Il s’agit d’'un échantillon de crevettes (n=17@ea une
prévalence de 0,6%, prélevé dans la région de Skakdmois de mai. Aucun échantillon
positif pour la recherche déibrio n'a été mis en évidence dans les moules (n= 2@)ares

les crabes analysés (n=10).

De méme, aucuXibrio n'a été mis en évidence dans I'eau de mer (n4@&) de notre étude.
Cependant, la présence débrio dans I'eau de mer et en méditerranée (cote atger)eest
bien réelle.Vibrio alginolyticus a été isolé dans la mer méditerranéenne, en Espagn
(Prieto.R et al., 1993kt en Italie Caruso, G., R. et al., 1998).

Des études de prévalence ont mis en évidenceeaftetaux de contamination par les espéces

deVibrio dans les fruits de la mer et 'eau de mer :

En France, en 2001, lors de cas d’'infectionsil@io survenues dans I'eau de mer chez des
baigneurs, la présence de vibrions a été mise Bugddans 22 prélevements d'eau de la mer
Méditerranée de 20 villes cétiéres. Six souchesdppant a 3 espéces Wério ont été
isolées : 2V.cholerae (non-01/non-0139), 3V.parahaemolyticuset 1 V. alginolyticus
(Aubert.G et al., 2001).



En France, durant 1999, un total de 193 souch&ihii® isolées dans des produits de la mer
importés de 9 pays (Chine, Equateur, Inde, Irardddascar, Sénégal, Tanzanie, Thailande et
Viet-nam) ont été envoyées au Centre National diérBéce des Vibrions et du choléra.
Parmi ces souches, 94 sont d8esparahaemolyticyss3 V. alginolyticus 26 V. cholerae 3
V.metschnikovji 2 V. mimicuset 15 souches d'autres espéces \dbrio. (European

Commission, 2001)

Aux Pays-Bas, un total de 91 échantillons de ctapek a été examiné d’Aolt a Octobre
1999. Vibrio alginolyticusest I'espéce prédominante (44%) suivie Yaparahaemolyticus
(27,4%) d'autres espéces de vibrions (6,5%)brio metschnikovii(1%) (Tilburg et al.,
2000).

En Croatie, durant I'été 2000, 117 échantillonspdéssons marins, crevettes et mollusques
bivalves ont été collectés dans la mer Adriatigtibrio parahaemolyticugtait prédominant
(47%) suivi parVibrio vulnificus (37,6%), V. alginolyticus(3%) et autresVibrio (12,8%)

(European Commission, 2001).

Durant 1999 et 2000, I'Ecole des Sciences Vétéesaile Norvége a étudié 152 isolats de
Vibrio que lui ont soumis les autorités locales de coatd#s denrées alimentaires pour
vérification. Parmi ces souches, 37% corresponti@exrV. choleraenon-O1 et non-O139,
33% aV. alginolyticus 24%YV. parahaemolyticus3%V. vulnificus 2% V. mimicuset 1%V.

harveyi(European Commission, 2001).

Dans une autre étude réalisée de mai a septembre 280r 'eau de mer et les moules
collectées en mer lonienne en Italie. 1186 soudeedibrio spp ont été isolées (40% dans
'eau de mer et 60% dans les moul&&hrio alginolyticusa été détecté dans I'eau de mer et
les moules tandis qué. vulnificus V. hollisaen’ont été isolés que dans les moul#rio
alginolyticus constituait 'espece prédominante, aussi bien daasi que dans les moules
(35,4% et 37,5% respectivement)brio parahaemolyticus été détecté dans 5% des moules,
V. hollisaeet V. fluvialisdans 1,5%Vibrio mimicuset Vibrio vulnificusont été détectés dans

4,4% des préléevements de moules (Bonhomme A, 2003).



La recherche d'espéces de vibrions potentiellenpahogénes a été réalisée sur 189
échantillons d’eau et de moules prélevés sur lésscét dans les estuaires francais. Les
souches ont été détectées, identifiees et cars@ddripar des méthodes biochimiques
classiques et la confirmation de lidentification éaé effectuée par I'amplification de
séquences spécifigues de chaque esp¥cealginolyticus a été l'espece prédominante
(52, 3%), suivie pa¥. parahaemolyticugs,19%),V. vulnificus(10,5%), etV. choleraenon-
01/non-0139 (1,5%) (Robert-pillot. A ,2006).

Dans le cadre de contréle de produits présentésoktation en France, 112 souches isolées
de produits de la péche présentés a l'importationété étudiees au CNR en 2006. Parmi
elles, 108 appartenaient au geNiibrio. Les espece¥. choleraeV. parahaemolyticust V.

alginolyticusont été le plus souvent rencontrées (CNR, 2006).

En 1998, en Belgique, un total de 1299 échantillfies mollusques bivalves vivants, des
crustaces et de poissons de différents types) te€t® pour la présence We cholerag 311
échantillons pou¥. parahaemolyticust 82 pour d’'autres espéces de Vibrions. Audilmio

n'a été isolé dans ces prélévements (European Cssionj 2001).

En résumé, ces études permettent de constateegjgeuches prédominantes isolées dans les
fruits de mer et I'eau de mer sont différentesrséds régions. Dans certaines régivfitsrio
parahemolyticugst la souche prédominante suivie Waorio alginolyticuset Vibrio cholerae
(Croatie), alors que dans d’autres régidfisrio alginolyticusest la souche prédominante

suivie parVibrio parahemolyticugt d’autresvibrio (Les cotes francaises, Italie, Pays Bas).

De méme, dans la présenté étude, malgré le fainebre d’échantillons en fruits de mer
analysés, La seule bactéhébrio isolée appartient a I'espesgbrios alginolyticus bacille
Gram négatif en forme de virgule, anaérobie, madilétat frais, positive au test d’oxydase ,
(ONPG -, ADH-, LDC+, ODC+, CIT-kB-, URE-, TDA-, Indole+, VP-, Gelatine +,
Glucose+, Mannitol+, Inositol- , Sorbitol-, RHA-a&harose+, MEL-, AMY -, Arabinose-)

Les résultats de prévalence obtenus dans la peeéarde sont inférieurs a ceux observés en
Grande Bretagne, en France, en Croatie, aux PagjseBa\orvege et en ltalie et supérieurs a

ceux de la Belgique ou auckiibrio n'a été isolé a partir des produits de la mer.



» I mportance de la contamination par Vibrio alginolyticus:
Vibrio alginolyticus est un héte normal de la flore marine et est ijasment considéré
comme non pathogéene chez ’homme. Les quelquestiohs avibrio alginolyticuspeuvent
passer inapercues et sont rarement suspectéess shliviennent aprés exposition a I'eau de
mer ou apres contact avec des animaux marins (Gaattip& et al., 2008).

Les infections aVibrio alginolyticus principalement rapportées sont des otites, des
conjonctivites, des pyodermites superficielles e dgastroentérites. Chez les sujets
immunodéprimés, elles peuvent devenir graves @npietlement mortelles. Ce bacille peut
infecter les tissus cutanés a partir d’'une Iésiataree. A ce titreYibrio alginolyticusdoit
faire partie de la liste des agents pathogénesagm’'mfections cutanées, en particulier chez
les malades ayant été en contact avec de lI'eauededenrégions chaudes ou des animaux
marins (Campanelli.A et al., 2008).

9. Prévalence et identification des autres bactéries isolées

Sur les 200 échantillons de fruits de mer et 2&petnents d’eau de mer analysés pour la
recherche de¥ibrio spp sur gélose TCBS, 75 échantillons ont montré ungacoination
bactérienne (autre que vibrio) soit une prévaledee37,5 % pour les fruits de mer et 7
échantillons pour I'eau de mer

Les échantillons contaminés sont par ordre dé@oisses moules suivis des crevettes avec
respectivement une prévalence de 75% et de 35,20une contamination bactérienne sur

TCBS n’a été mise en évidence a partir des échargible crabe analysés.

Les échantillons de crevettes les plus contaminégt@ prélevés dans la région de Colo soit
76,4 % (n= 17) suivie par la région de Skikda 348437), puis dans la région de Jijel (27%,
n=57) et de Annaba (26%, n= 69).

Les moules contaminés (75%) proviennent de la redgigl-Kala.

A partir des 75 échantillons contaminés de creseadtale moule, la caractérisation (coloration
de Gram, état frais, oxydase et identification galerie Api 20E) des bactéries Gram isolées
sur TCBS a permis d’identifier quatre espécesaljispar ordre d’'importance deitrobacter
freundii, PseudomonaBseudomalleiAeromonadHydrophilaet Proteus Vulgaris

Parmi les Gram +Staphylococcsia pu étre isolé dans les crevettes et les moules.



Les sept échantillons d’eau de mer contaminés emnig d’isoler et de montrer la présence
de PseudomoraPseudomalledans 5 échantillons et celleAromonaddydrophiladans les

deux autres.

L'identification sur galerie AP1 20 E a permis dssyver des différences dans les caracteres
biochimiques (telle la fermentation des sucres3ein d’'une méme espece isolée.

+ Citrobacte freundiia été isolé dans 11,1% des échantillons de cesvfit170) mais
pas dans les échantillons de moule et d'’eau de mees entérobactéries sont
considéréees comme des hotes normaux du tube digedthomme et des animaux et
sont également isolées du milieu extérieur (salxeaaux usées, aliments (Euzéby.,
J.P, 2000a). La premiére soucheQiwobacterfreundii a d'ailleurs été isolée de l'eau
d'un canal hollandais par Braak en 1928. Chepdéssons, le premier cas d'infection
a Citrobacter freundii a été observé chez des moles ou poissons liv@s (nola)
élevés en aquarium. Ultérieurement, l'infectiont@ @écrite chez des salmonidés
(saumon de l'atlantique, truite arc-en-ciel), dessgpns rouges, des tilapias, des
poissons chats et, en Indes, chez des carpes (Euddh 2000a).

s Pseudomonas Pseudomalbgpelé ausdBurkholderiapseudomaller été isolé dans
9,4% des échantillons de crevettes analysées, d&)% les moules et 17,8% dans

'eau de mer

Burkholderiapseudomalleestune bactérie a gram a Gram négatif, présentes|dasw
(notamment dans la boue et les sédiments) et @agnsaux (eaux stagnantes des mares,
des marigots, des retenues d'eau, des riziereqetgss). Ce sont de véritables bacilles
hydrotelluriques pouvant vivre en dehors des régimopicales et résistants tres bien au
froid. (Euzéby., J.P, 2006).



Il est important de souligner queseudomonas Pseudomallest responsable de la
maladie de la mélioidose ou la pseudo morve. ét@ardu 18 juillet 1994 classe
Burkholderiapseudomalleau sein du groupe des germes présentant un nikeeaaque

3. La manipulation des prélévements et des cultdogss’effectuer obligatoirement dans
un laboratoire du type P3. Au moins deux cas da&aroination chez du personnel

manipulant des cultures ont été décrits (Euzéby, 2D06).

% Aeromonas hydrophilappartient aux Vibrionnaceae et a été isolée @@% des

échantillons de crevettes, dans 35% des échargtilermoules et 7,14% des eaux de
mer analysées. d'eau de mer. L'ingestion d'eaw'aliments contaminés, ou le
contact avec le micro-organisme par une rupturdadpeau, constituent les voies
courantes d'infection avancées dans le cAsrdmonas(Schubert, 1991). On n'a
signalé aucune transmission entre personnes. ®gpelques années, le secteur de la
santé publique reconnait hydrophilacomme un agent pathogene opportuniste; on I'a
incriminé comme agent pathogene possible de laayastérite, de la septicémie, de
la cellulite, de la colite et de la méningite, atlisole souvent dans des infections de
plaies subies en milieu aquatique (Krovacek etl&92; Gavriel et al., 1998). On l'a

aussi incriminé récemment dans des infections na&gries (Janda et Abbott, 1998).

L'especeAeromonasy comprisA. hydrophila est trés répandue dans I'environnement.
Ces micro-organismes ont été identifiés dans diss ties rivieres, de I'eau de mer, des
effluents d'égout et de I'eau potable ( EI-Tawé&8raban, 2001).

ProteusVulgarisa été isolé des crevettes (n=170) avec une présals 7,6 %,et pas
dans les moules et de I'eau de méroteus vulgarispeut étre considéré comme un
pathogene opportuniste et est responsable d’iofectdiverses: (surinfections des
plaies, infections cutanées et autres infectiongliet rarement, de septicémies et de
méningites particuliérement graves chez les naams. Leur role dans des gastro-
entérites infantiles et dans des gastro-entériteséslant a l'ingestion d’aliments

contaminés a été évoqué (Euzeéby., J.P, 2000 b).



% Les Staphylocoques ont été isolé dans des écloastitle crevettes (n=170) avec une
prévalence de 4,1% et les échantillons de moute®0jnavec une prévalence de 30%
mais pas dans I'eau de mer.

Les produits de la mer comestibles peuvent étréacunés par les staphylocoques,
soit par I'intermédiaire de manipulateurs infectég par I'environnement (Galaf.F et
Ghannam.S, 2003).

La présence de ces bactéries dans les fruiteaat tle mer peut s’expliquer soit par les rejets
des eaux usées, les eaux de ruissellement ou ugsdea berges, mais n’exclut pas aussi la

contamination a partir des manipulations par lehegrs ou les commercants de poisons.

10. Etude statistique

L’analyse statistique effectuée sur les résultdieermis montre qu'il y a des différences
significatives (P< 0,05) dans le type d'échantilages, région et période et cela peut
s’expliquer soit par une contamination prédominatié®s les crevettes, tres élevée plus

précisément pendant le mois de décembre et mas ldaégion de Colo et El Kala.



11. Conclusion

Cette étude a montré la présence de vibrion dansréxettes particulierement prisées par les
consommateurs. La prévalence enregistrée est fabie 0,6%. Ces résultats sont
difficilement interprétables du fait du peu d’étadmnsacrées a la problématique déwio
dans les fruits de mer mais aussi de la méthoddeétiection sur gélose au TCBS. Nos
résultats justifient pleinement la nécessité dagil un milieu chromogénique préconisé dans
les normes actuelles.

La présence d’autres bactéries pathogénes isaléds milieu TCBS dans les fruits de mer et
'eau de mer nous interpelle sur le danger de oetaminations pour le consommateur et le
manipulateur d’ou I'importance et la nécessité abhét des mesures et des recommandations
afin de prévenir tout risque lié a ces produitdalener par des contaminants biologiques y
compris ceux appartenant a l'espédibrio. Des études complémentaires basées sur le
développement des techniques de recherche (métlggaediques) de ces pathogénes sont

totalement justifiées.



Recommandations

Parmi les recommandations des bonnes pratiquesgidiny et le développement de

I’éducation sanitaire qui sont des facteurs tn@gartants en termes de prévention du risque

sanitaire :

- F & & F

La sensibilisation de la population,

Hygiene du personnel

L’assainissement et I'hygiene des mains

Controle des marchés

Eviter la consommation de coquillages, de crustagésde poissons crus ou
insuffisamment cuits, éviter la contamination céeisd'autres denrées alimentaires
(lavage des mains apres la manipulation de prodeita mer).

Absence de contact entre les denrées alimentdiries €oquillages ou les poissons
crus),

conserver au froid les produits de la mer.

Hygiene et traitement des eaux de consommatidoration de I'eau, points d’eau
protégés, systéme adéquat d'évacuation des eaes,usé

Eviter les bains lors de blessures préexistantasjpuler avec précaution les poissons
et les coquillages

Une formation et une sensibilisation des médedimscar’ils informent leurs patients
présentant une pathologie prédisposante (cirrhasmid, hémochromatose, diabete,
antécédents de chirurgie gastrique, cancer, SIE#ement par immunosuppresseurs
ou corticostéroides) du risque auquel ceux-ci $iegpt lors d’'un contact avec la mer,
la manipulation ou la consommation de produitsadeér.

Le classement des zones salubres et des zonashiresatians les ports



4+ La sécurité bactériologique des aliments pour kekpoit étre une préoccupation a la

fois pour le pays exportateur et importateur.

+ La meilleure solution concernant I'importation deguits alimentaires en provenance
de zones touchées par le choléra consiste pouays imnportateur a définir, avec
I'exportateur, les bonnes pratiques d’hygiéne arsupendant la manipulation et le
traitement afin d'éviter, déliminer ou de réduiu maximum le risque de
contamination potentielle et a prendre les dispmstvoulues pour garantir une bonne

application de ces mesures.

+ Amélioration des méthodes et des milieux de détecti

+ Ultilisation de méthodes plus fiables, tel que |&RRE autres méthodes génétiques

+ Instaurer une Iégislation concernant le contrOke \dérios dans les produits de la mer
et des systemes de surveillance pour les autrestioms a vibrions non cholériques.
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ANNEXES



ANNEXE 1

Matériels d’analyse et milieux de culture
s Appareillage et verrerie
« Balance de précision 0,01g
» Stomacher
* Incubateurs
* ConsommablegOse jetables de 10ul, Ose en platine, boites d¢ faic stomacher

sans filtre, lame porte objet, pipettes souplexbjes)

% Milieux de culture
Les milieux utilisés:
» Eau Peptonée Alcaline a 1% NaCl
* Eau Peptonée Alcaline a 5% NaCl
» Gélose Thiosulfate, Citrate, Sels biliaires, Saooba
* Gélose au fer Kligler Hajna
* Réactifs

» Galerie biochimiques d’identification pour entérotémies + réactifs (galerie API20E)

Annexe 2
Protocole de recherche de¥ibrio dans les Aliments (MFLP-37,2006)

I.Recherche desvibrio halophiles

1 .Composition des échantillons

a) Poisson: tissus de surface, intestins ou braachi

b) Mollusques: tout le contenu intérieur de l'arlinpgendre 10 a 12 animaux ou plus au

besoin,



passer au mélangeur, ne pas passer au stomacherél@ter 50 g du composite pour
I'échantillon d'essai
c) Crustacés: animal entier, si possible ou lai@arentrale de l'animal, y compris les

branchies et les intestins

2. Manipulation des unités d'échantillonnage

2.1. Au laboratoire, avant I'analyse, conserveulatgs d'échantillonnage au réfrigérateur (4 a
8 /C), a la température ambiante ou au congélaselon la nature du produit. Décongeler les
échantillons congelés au réfrigérateur ou danscdeditions (température et délai) ou il n'y
aura ni croissance, ni mort microbienne.

2.2. Analyser les échantillons décongelés le phpsdement possible apres leur réception au
laboratoire afin de minimiser la prolifération éduire le potentiel d¥ibrio viables, mais
non cultivables (VBNC).

3. Préparation des dilutions
3.1V. parahaemolyticus et V.Cholera

3.1.1 Préparer de fagon aseptique une dilution @nl€ombinant 50 g de fruits de mer avec
450 ml de solution saline tamponnée au phosph&8)(RA pH de 7,2 a 7,5 ou avec 2 %

de NaCl dans une jarre de mélangeur stérile ou dansac a stomacher. Mélanger au
mélangeur les mollusques pendant deux minutes rdgraitesse. Mélanger ou passer au
stomacher les autres échantillons pendant deuxtesinu

Alternative : Mélanger 50 g de fruits de mer avear du liquide de dilution (1:2) puis,

faire une dilution 1:5 (20 g de la dilution 1:2 daB0 ml du liquide de dilution) de

I'hnomogénat pour une dilution totale de 1:10.

3.1.2. Préparer des dilutions décimales (au 1/263 @ % de NaCloudu PBSapHde 7,2 a
7,5. Ensemencer des séries de dilution multipléudb8s servant a la détermination du

NPP utilisant de I'eau peptonée alcaline (APW) ewbduillon APS (c'est-a-dire, ajouter des
portions de 1 ml pour chaque dilution 1:10 et ddas plus élevées a des séries de trois tubes
contenant 10 ml d'APW ou d'APS). Incuber les tuldes 16 a 18 heures a 35 /C.
L'ensemencement des tubes NPP doit étre complétiedans de 15 a 20 minutes apres la

préparation de la dilution.



3.3.2V. wInificus.

3.3.2.1 Préparer la dilution initiale 1:10 dans BWBPW et les dilutions décimales
subséquentes par multiple de 10 dans du PBS a pHRde 7,5. Ensemencer les séries NPP
de la facon décrite po. parahaemolyticust incuber a 35 /C pendant 12 a 16 heures.

Note : Si I'enrichissement est a la fois padrparahaemolyticust V. Vulnificus utiliser du
PBS a pH de7,2 & 7,5 et un bouillon d'enrichisseEny.

3.4 .Ensemencement

3.4.1 Apres l'incubatiome pas agiteres tubes de culture.

3.4.2 Pour lisolement d¥. parahaemolyticusexaminer les tubes pour la présence de
turbidité.

Ensemencer en stries toutes les dilutions qui ptése une turbidité visible ainsi que la
dilution suivante la plus élevée (non turbide) eanpnt une anse de culture dans la partie
supérieure de

1 cm de chaque bouillon. Ensemencer en striesédase au thiosulfate, au citrate et aux sels
biliaires (TCBS).

3.4.3 Pour l'isolement dé. vulnificus ensemencer en stries les bouillons sur la gélose
Cellobiose-polymyxine B-colistine modifiee (MCP@)an la technique décrite en 3.4.2.

3.4.4 Ensemencer en stries les cultures de cotB®/APW deV. parahaemolyticust V.
vulnificussur TCBS et mCPC.

3.4.5 Incuber les géloses TCBS a 35 /C et les gglosCPC a 40 /C pendant 18 a 24 heures.
3.4.6 Optionnel:

V. halles

Utiliser la gélose au sang ou la gélose mannitdtowe, incuber a 35 /C pendant 18 a 24
heures, pour détectet halles

3.5. Identification

3.5.1. Examiner les géloses TCBS et mCPC pour dalenies typiques deV.
parahaemolyticust

V. vulnificus ainsi que pour des caractéristiques d'atiBRIO spp.

3.5.1.1 Gélose au thiosulfate, au citrate, auxlsésres et au saccharose (TCBS):

Sur la gélose TCBSY. parahaemolyticysV. vulnificus V. mimicus et V. Hervésont des
colonies rondes vertesou bleuet d'un diametre&8 thm. Les colonies dé

alginolyticus V. fluvialis V. cholerae V. metschnikovjiet certainsV. vulnificussont plus

larges et jaunes (acides suite a la fermentaticsadaharose).



3.5.1.2 Gélose cellobiose-polymixine B-colistine wlifiée (MCPC)

Sur la gélose mCPC, les colonies\derulnificussont aplaties et jaunes (acides suite a

la fermentation du cellobiose) avec des centregugmet des pourtours transparents,

d'un diametre approximatif de 2 mm. Il s'agit d'igentification présomptive dé.

vulnificus Les non-fermenteurs de cellobiose, tels \ueholeraeEl Tor, apparaissent

comme des colonies surélevées violettes ou vartggmrahaemolyticusroit rarement

sur la gélose mCPC. D'autres especegibigo ne croissent pas facilement sur la gélose
MCPC. Des Pseudomonases produisent des colonigarg®ou vertes et sont fréquemment
observées a de faibles dilutions de I'échantillon.

3.5.1.3 Gélose au sang

Inonder la plaque incubée pendant 18 a 24 heuesslavéactif pour I'épreuve de I'oxydase et
choisir les colonies positives a I'oxydase (blewct) (8.15). Parce qu& hollisaene croit pas
sur les géloses TCBS et mCPC, cette méthode naactis€ peut isoler I'organisme.

Toutefois, la sur croissance par d’autres bact@ees constituer un probleme.

3.5.1.4 Gélose mannitol-maltose

Sur ce milieu non sélectif, les colonies \ehollisaesont rondes, brillantes et violettes (ne
fermentent pas le mannitol ni le maltose), alore dlautres/ibrio spp. sont jaunes (acides
suite a la fermentation du mannitol et/ou du maltoka sur croissance par d’autres bactéries

peut constituer un probléme.

3.5.2 Prélever 3 colonies ou plus qui sont typigmesuspectes a partir de chaque milieu et
ensemencer en stries une geélose TIN2 (1 % de tgpdd 2 % de NaCl) ou une gélose
trypticase soya (TSA) + 1,5 % de NaCl (concentratinale de 2 % de NaCl) pour isolement.
Incuber de 18 & 24 heures a 35 /C.

3.5.3 Tolérance au sel : gélose gélatine (GA) ktsgégélatine avec 3 % de NaCl (GS)

A partir des mémes colonies, tester pour la toEau sel en divisant les plaques de GA et
de

GS en 8 secteurs. Ensemencer une ligne droiterdteadun secteur de chacune des plaques
de GA et GS avec chaque isolat. Incuber de 18lzeBdes a 35 /C/. choleraestV. mimicus

croitront sur les deux plaques parce gu'ils neieeent pas de sel. Lagbrio spp. Halophiles



croitront seulement sur la plaque de GS. Pourddingaction a la gélatinase, tenir la plague
au-dessus d'une surface noire. Un halo opaque mésent autour de la croissance des

organismes positifs a la gélatinase. La plupariileso spp. sont positifs a la gélatinase.

3.5.4 Identification biochimique préliminaire :

3.5.4.1 Tests d'identification rapide

Des galeries APl 20E ou des trousses d'identifinatiapide équivalentes peuvent étre
utilisées comme solution de rechange aux milieuxt@pe traditionnel pour les tests

biochimiques. Toutefois, certaiNgbrio spp. ne croitront pas dans les milieux des galelees

tests commerciales lorsque’une solution physiologigaline (0,85 % de NaCl) est utilisée
comme diluant. Utiliser 2 % de NaCl comme diluaBt. les galeries commerciales ne

permettent pas l'identification, continuer avec sss traditionnels.

3.5.4.2 Test de I'oxydase

Se servir de la croissance sur la plague de GSagine milieu sans hydrates de carbone
fermentables) pour le test de I'oxydase. Placer 2 gouttes du réactif de I'oxydase sur

la croissance bactérienne ou transférer une ppidg@tité de la croissance avec un cure-dent
stérile ou une anse de platine ou jetable sur prepéltre imbibé avec le réactif de l'oxydase.
(Ne pas utiliser des anses de nickel chrome.) Wdndear bleu foncé apparaitra rapidement
(en moins de 2 minutes), ce qui dénote une réagtasitive. V. metschnikoviiest le seul

Vibrio spp. halophile pathogene négatif a I'oxydase.

3.5.4.3 A partir des colonies isolées, inoculemiieu du test de mobilité, 'AGS, la gélose
aux trois sucres et au fer en pente (TSI). Enseergdgalement le bouillon trypticase soja
(TSB), la gélose en pente TSA et la plaque TSAs eec une concentration finale de

2 % de NacCl, requis pour les tests supplémentditesber pendant 18 a 24 heures a

35 /C. Consulter les divers tests des tableaux32eur l'identification.

a) Milieu pour le test de mobilité

Ensemencer l'inoculum en piqdre au centre et aBxd@/la profondeur du milieu du test de
mobilité. Incuber de 18 a 24 heures a 35 /C. Unessance bactérienne circulaire diffuse a
partir de la ligne de pigdre est un test pos¥ifvulnificus V. parahaemolyticus

et lesVibrio spp. connexes sont mobiles. Apres 24 heures, bremef le tube et entreposer a

20 a 25 /C pour préserver la culture.



b) Gélose a l'arginine et au glucose en pente

Ensemencer la pente en stries et le culot par @idérl’AGS. Incuber les tubes faiblement
bouchés ou fermés pendant 18 a 24 heures a 3®&Vilrio spp. ne produisent pas de H2S
ou de gaz. Les réactions typiques \deparahaemolyticugt V. vulnificussont une pente
alcaline (violette) et un culot acide (jaune).

c) Gélose aux trois sucres et au fer en pente

Ensemencer la pente en stries et le culot par @iglér la gélose TSI. Incuber les tubes
faiblement bouchés ou fermés pendant 18 a 24 haudgs/C. Led/ibrio spp. produisent un
culot acide (jaune), mais ne produisent pas deogade H2S. Vparahaemolyticuproduit
une pente alcaline (rouge). Mulnificusproduit habituellement une pente alcaline (rouge).
Utiliser ce milieu ou un autre contenant du lactosemme source d'inoculum pour le test de
I'ONPG.

3.5.4.4 Sensibilité au vibriostat O/129

Placer les disques qui contiennent 10 etddp@u composé vibriostatique O/129 sur une zone
striée trés dense d’'une gélose TSA avec une caatientfinale de 2 % de NacCl. Inverser les
plaques et incuber pendant 18 a 24 heures a 3%e&¥ibrio spp. sont sensibles a 1p§ du
composeé 0/129, mais certains sont résistants gy i composé 0O/129. Consulter le tableau

2 pour l'interprétation des résultats.

Résumé

Les fruits de mer et leur environnement (eau de) rm@nstituent un risque majeur de toxi
infections alimentaires et de maladies liées apeess deVibrio dont les répercussions
peuvent parfois devenir graves et mortelles pouplesommateur

200 échantillons de fruit de mer (170 crevettesp@ile, 10 crabes), provenant de la région
de Jijel, Colo, Skikda, Annaba et El Kala ont é@rsis a un double enrichissement dans du
NaCl a 1% et 5% suivi d’un isolement sur gélos@$@t une identification biochimique Sur

galeries biochimiques API20E.



Vibrio alginolyticusa été isolé dans un échantillon de crevettes \éians la région de
Skikda au mois de mai soit une prévaledee0,6%. AucurVibrio n'a été détecté dans les
autres matrices.

D’autres especes bactériennes ont été isoléesasgélbse TCBS a partir de 37,2% des
échantillons de crevettes, de 75% des moules et sigot prélevements d’eau de mer. Ces
bactéries non moins dangereuses pour la santé qpablisont par ordre
décroissantCitrobacter freundii, PseudomonasPseudomallei Aeromonas Hydrophila,
Proteus Vulgarigt Staphylococcst

La prévalence d¥ibrio enregistrée au cours de cette étude est infériegmdles observées
en Grande Bretagne, en France, en Croatie, aux Bags en Norvege et en ltalie et
supérieure a celle de la Belgique ou au¥ibrio n'a été isolé a partir des produits de la mer.
Ceci nous mene a recommander le développement thodes de recherche plus adaptées et
des mesures préventives pour minimiser le risquecd@taminations biologiques dans les
produits de la mer.

Mot clés : Vibrios spp. Vibrios alginolyticysprévalence, fruits de mer, eau de mer,

contamination bactérienne.

Abstract

Seafood and their environment (seawater) consttubajor risk of foodborne diseases that
are related t¥ibrio species whose repercussions may become sometmesssand fatal for
the consumer.

200 samples of seafood (170 shrimp, 20 mould, 4bxyrfrom the region of Jijel, Colo.,
Skikda, Annaba and El Kala have been subjecteddtulle enrichment in NaCl 1% and 5%
followed by an isolation in TCBS agar and a bioclwadentification on API20E
biochemical galleries.



Vibrio alginolyticuswas isolated in a sample of shrimp taken from &ggan of Skikda in

May with a prevalence of 0.6%. NGbrio has been detected in other matrices.

Other species of bacteria were isolated on the Tadg® from 37.2% of the shrimp’s
samples, 75% of the mussels’ samples and sevenesaofseawater. These bacteria not less
dangerous to public health are, in decreasing o@igobacter freundii, Pseudomonas
Pseudomallei, Aeromonas Hydrophila, Proteus VulgandStaphylococcus.

The prevalence dfibrio recorded during this study is lower than thosa sedritain,

France, Croatia, Netherlands, Norway and ltalylagter than that of Belgium where no
Vibrio has been isolated from seafood products. Thislaado recommend the development
of research methods and more appropriate prevem@asures to minimize the risk of
biological contamination in seafood

Keywords: Vibrios spp. Vibrios alginolyticygrevalence, seafood, seawater, bacterial

contamination.
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