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Résumé

Les fruits de mer et leur environnement (eau de mer) constituent un risque majeur de toxi-
infection alimentaires et de maladies liées aux espéces de vibrio dont les répercussions

peuvent parfois devenir graves et mortelles pour le consommateur.

L'incidence réelle des maladies provoquées par la consommation des produits de la mer est
inconnue en Algérie. Ainsi I'absence de systeme de surveillance et de contrdle peut favoriser
I'apparition de nombreuses pathologies chez 'homme, engendrant un réel probleme de
santé publique .Ces différents aspects ont suscité I'intérét de réaliser cette étude en vue

d’évaluer I'incidence de la contamination des mollusques bivalves par Vibrio spp.

Au total 105 échantillons (100 moules et 5 eau de mer) ont été prélevés pour faire des
analyses microbiologiques. Les résultats obtenus montrent que vibrio alginolyticus a été
isolé a partir de 2 échantillons de moules, un prélevé en mois de Avril et 'autre en mois de

mai dans la région de Bou Ismail (le vivier), a une prévalence de 1.90%.

Aucune contamination bactérienne n’a été détectée dans les échantillons d’eau de mer par
les especes du genre vibro. Nous avons pu isolés des bactéries autres que vibrio spp sur
GNAB tels que: Pseudomonas Aerogenosa (1.90%), Pseudomonas Fluorescens/Putida
(0.95%), Citrobacter Braakii (2.85%), Citrobacter Frundii (1.90%), Proteus Mirabilis (0.95%),
Proteus Vulgaris (2.85%), Aeromonas Hydrophila (2.85%), Pasteurella Pneumotropica
(0.95%), Pasteurella Multocida 2 (0.95%).

En effet, la diversité de ces espéces bactériennes démontre |'importance de ce genre
d’études dans les milieux aquacoles aussi bien marin que d’eau douce, afin d’évaluer le

risque sanitaire lié a la manipulation ou a la consommation de ces produits crus ou mal cuits.

Mots clés : vibrio, moules, contamination ; Algérie.




Abstract

Seafood and their environment (sea water) constitute a major risk of food poisoning and

diseases related to vibrio species. The impact can be severe and fatal to the consumer.

The actual incidence of diseases caused by the consumption of sea food is unknown in
Algeria. The absence of a surveillance and control system can favor the emergence of much
pathology in humans, creating a real public health problem. We carried out this study in

order to evaluate the incidence of contamination of bivalve shell fish by Vibrio spp.

105 samples (100 mussels and 5 seawater) we recollected for microbiological analyzes. The
results obtained show that Vibrio alginolyticus was isolated from two samples of mussels,
one taken in April and the other in May in the Bou Ismail area (the Vivier), with a prevalence

of 1.90%.

No bacterial contamination was detected in seawater samples by species of the genus vibro.
We were able to isolate bacteria other than vibrio spp on GNAB such as: Pseudomonas
Aerogenosa (1.90%), Pseudomonas Fluorescens/Putida (0.95%), Citrobacter Braakii (2.85%),
Citrobacter Frundii (1.90%), Proteus Mirabilis (0.95%), Proteus Vulgaris (2.85%), Aeromonas
Hydrophila (2.85%), Pasteurella Pneumotropica (0.95%), Pasteurella Multocida 2 (0.95%).

The diversity of these bacterial species shows the importance of this type of study in
aquaculture environments (marine and freshwater), in order to assess the health risk

associated with the handling or consumption of raw or uncooked products.

Key words: vibrio, mussels, contamination; Algeria.
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INTRODUCTION

Les produits de la péche entrent de maniére significative dans la diete alimentaire et
constituent, pour certains pays, la source majeure de protéines d’origine animale. Le secteur
de la péche est également une source d’emplois et d’échanges extérieurs. Malgré cette
importance socio-économique, les produits de la péche sont les vecteurs d’'une multitude de

maladies d’étiologie bactérienne, virale, parasitaire et toxique (Agro Vet Magazine, 1997).

Au sein des produits de la péche, les mollusques bivalves et plus précisément les
moules sont trés appréciées chez les consommateurs en Algérie. Ce sont des filtreurs qui
accumulent de maniére biologique des micro-organismes pathogenes et des substances
toxiques. Il en résulte de nombreuses toxi-infections alimentaires dues a I'ingestion de ce
type d’aliments. Parmi les agents responsables de maladies et de toxi-infections
alimentaires, les vibrio constituent dans de nombreuses pays un réel probleme de santé

publique en raison de la consommation accrue de produits de la mer (china. B et al ; 2003).

Malgré ces risques potentiels, la recherche et I'importance de vibrio comme
contaminants potentiels des produits de la mer reste inconnue en Algérie; C'est pour
répondre a cette préoccupation que nous avons entrepris cette étude qui comporte deux

parties distinctes :

Une parie bibliographique qui synthétise des généralités sur les mollusques bivalves et les
données relatives aux espéces de vibrio et une partie pratique qui a pour objectifs dans un
premier temps de rechercher le présence des vibrio dans les moules et 'eau de mer dans
une ferme d’élevage de moule a ORCA Marine a Ain Taya et deux mouliéres naturelles
situées I'une a Damous et I'autre au vivier de Bou Ismail, et d’identifier les souches isolées et
de les caractériser et dans un deuxieme temps d’identifier et de caractériser d’autres

bactéries isolées sur milieu GNAB.
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Chapitre | : Généralités sur les mollusques

I-1 Caractéristiques des mollusques : (Purchon, R. D. 1968) Les mollusques possedent un
corps mou qui, la plupart du temps, est protégé et renforcé par une coquille. lls sont
caractérisés par une symétrie bilatérale. Leur corps peut étre divisé en trois parties
principales : un pied musculeux qui sert habituellement aux déplacements, une masse
viscérale qui contient la plupart des organes internes, un manteau qui recouvre la masse
viscérale et peut sécréter une coquille. Chez de nombreux mollusques, le manteau se
prolonge et forme un compartiment rempli d’eau, appelé cavité palléale, dans lequel

baignent les branchies, I'anus et les pores excréteurs.

Un grand nombre de mollusques utilisent une radula, langue rugueuse enforme de rape,
pour ramasser leur nourriture. La plupart des mollusques sont marins mais certains vivent

aussi en eau douce et sur la terre ferme.

On a décrit plus de 180 000 especes de mollusques dont 130 000 vivantes. Actuellement, ce
groupe présente une énorme variété d’especes. On distingue les classes suivantes (figure I-1)
: Aplacophores, mono-placophores, polyplacophores, scaphopodes, bivalves

(lamellibranches), gastéropodes et céphalopodes.

radula

branchie

aplacophores

gastéropodes

=

cephalopodes

"

Figure I-1 : les classes de mollusques descendraient toutes d’un ancétre commun

hypothétique. (Purchon, R. D. 1968)
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I-2 Les bivalves : (Purchon, R. D. 1968)

La caractéristique principale de cette classe est une coquille faite de deux valves reliées par
une charniére. Le corps est comprimé latéralement et enveloppé dans le manteau. Les
bivalves ne possedent ni téte, ni radula. Les sexes sont différenciés. La plupart sont des
organismes filtreurs et ménent donc une vie plutot sédentaire. La classe des bivalves (huitre,
moule, palourde...) comprend 31 000 espéces décrites dont 20 000 vivantes. L’espéce la plus
grande est le bénitier, Tridacta gigas, qui peut mesurer jusqu’a 135cm. La moule est

incontestablement le représentant le plus connu de ce groupe.
I.3- Phylogénie de la moule :

Position systématique : On se base sur les caracteres définis par (Lubet, 1959).

Embranchement : Mollusques.
Classe : Lamellibranches.
Ordre : Filibranches.
Sous ordre : Anisomyaria.
Super famille : Mytiloidea.
Famille : Mytilidea.
Sous famille : Mytilinae.
Genre : Mytilus.
Espéces : Mytilus edulis
Mytilus galloprovincialis
Mytilus californianus
I-3-1 Mytilus edulis (moule commune) :

La moule commune se rencontre dans les zones des marées des mers tempérées des

hémisphéres nord et sud.

La taille adulte varie de 5 a 12cm et peut atteindre exceptionnellement 22cm.
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1-3-2 Mytilus galloprovincialis (moule de Méditerranée) :

L'aire de répartition de la moule de Méditerranée s’étend de la Norvege a la mer
Méditerranée. Son habitat est identique a celui de la moule commune, toute fois elle

affectionne les zones rocheuses.

Figure I-2 : Morphologie de Mytilus edulis, Mytilus galloprovincialis

L'edulis se distingue par une coquille plus allongée sur laquelle courent de fines bandes
violacées, le bord du manteau est jaune-brun, alors qu’il est violacé pour la galloprovincialis.

(BOMTIS & XAVIER ,1991).

I-3-3 Mytilus californianus (moule de Californie) :

La moule de Californie est présentée de I’Alaska jusqu’au sud de la Californie jusqu’a une

profondeur de 24m. Le plus grand spécimen peut atteindre 25cm de long.

I-4 Généralités sur la moule (Mytilus galloprovincialis) :

I1-4-1 Morphologie et anatomie :

1-4-1-1 Morphologie :
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I-4-1-1-1 Aspect extérieur :

La coquille est plus ou moins renflée, et posséde une extrémité pointue et une arrondie, elle
comprend aussi deux valves, droite et gauche égales. La couleur est généralement bleue

noir, peut toutefois étre brune voir jaune (Quero et al, 1998).

Les deux valves sont unies par un ligament situé le long de la charniere dorsale. La partie
antérieure du mollusque correspond a I'extrémité rétrécie (le crochet) de la coquille. On
peut observer a partir du crochet de fines stries concentriques qui sont des stries
d’accroissement représentants les étapes de croissance de I'animal (Marteil, 1976). La taille

commune de la moule varie entre 5 et 8 cm; avec un maximum de 15cm.

Figure I-3 : Morphologie de Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819).

1 = valve gauche

A = face ventrale. 2 =crochet

B = face dorsale. 3 = strie d'accroissement.
C = c6té antérieur. 4 = byssus.

D = c6té postérieur. 5 = bord manteau.

I-4-1-1-2 Aspect intérieur :

La coloration de I'intérieur de la valve est bleu ardoisée trés foncée ; presque noire vers les

bords postérieurs, et presque blanche sous les crochets (Djediat, 1993).

On peut distinguer les points d’insertion des différents muscles : muscles adducteurs qui

relient le corps de I'animal a sa coquille, muscles réacteurs du pied,...etc. L'insertion des
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fibres musculaires qui relévent les bords libres du manteau se traduit par une ligne ou

impression palléale qui joint les impressions des adducteurs (Marteil, 1976).

Figure I-4: aspect intérieur d’'une moule.

1-4-1-2 Anatomie : (Purchon, R. D. 1968)

La coquille est formée de deux valves ovales et convexes reliées par une charniére. Celles-ci
présentent des stries concentriques, témoins de leur croissance. Le coté postérieur est la

partie la plus ancienne de la coquille.

La coquille est constituée de trois couches :

Une couche extérieure sombre et fine (péri-ostracum) protége la coquille contre les acides
dissous dans I'eau. Elle est formée d’un eprotéine, la conchyoline, proche de la chitine

présente dans la cuticule des insectes. C’est la méme substance qui constitue la charniére.

-Une couche plus épaisse (ostracum), sous la couche extérieure, faite de cristaux

prismatigues de carbonate de calcium (calcite) imbriqués dans un réseau protéinique.

-Une couche intérieure de nacre est également constituée de cristaux de carbonate de
calcium superposés en plusieurs couches fines et imbriqués dans une trame de conchyoline

(aragonite).
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couche nacréa

bord du manteau

manteau

ostracum

periostracum

Figure I-5 : coupe de la coquille.

Le bord du manteau sécrete les deux premiéres couches et assure la croissance en largeur
de la coquille, tandis que I'ensemble du manteau produit la couche de nacre et assure la

croissance en épaisseur.

Les valves de la coquille sont maintenues fermées par la contraction des muscles : le muscle
adducteur antérieur et le muscle adducteur postérieur. Le muscle postérieur est le plus
développé. La ou les muscles du manteau se fixent sur la coquille apparaissent des

empreintes. L'ensemble de celles-ci est appelé « impression palléale » (Figure I-6).

Quand un corps étranger (grain de sable, parasite...) se niche entre la coquille et le manteau,
celui-ci recouvre I'impureté de couches de nacre, ce qui provoque un grossissement local de
la coquille et éventuellement la formation d’une perle. La perle proprement dite apparait

guand le corps étranger est entierement entouré de nacre.

La face externe de la coquille est recouverte d’'une mince pellicule brune foncée, de nature

protéique que I'on peut aisément gratter avec un couteau : le péri-ostracum (Marteil, 1976).

La nature de la coquille est calcaire, composée de 95% de carbonates de potassium (Marteil,

1976).
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impression du muscle
___adducteur antérieur

= impression du muscle
_—————rétracteur antérieur du pied

_____ligament de la charniére

—bord du manteau

~___impression du muscle
rétracteur postérieur du pied

—impression du muscle
h adducteur postérieur

Figure I-6 : face interne des valves (de W.Deconinck, 1971).
1-4-2 Ecologie :
I-4-2-1 Répartition géographique :

La Mytilus galloprovincialis posséde une aire de répartition géographique trés étendue.
(Lubet, 1959) a signalé sa présence sur les cOtes de la mer noire, I'Adriatique, la
méditerranée septentrionale, sur les cOtes atlantiques de la France, de I'Espagne, du
Portugal et du Maroc et jusqu’a la manche occidentale ou semble se terminer son aire

d’extension.

Cette espéce est donc Lusitano-méditerranéenne bien qu’elle ait été récoltée en Angleterre,

en Allemagne (Lubet, 1973) et au Japon (Hosmi, 1978).

Sur les cotes algériennes, elle cohabite avec I'espéce Perna perna et forme des bancs

naturels dans des zones assez agitées (Abada-boudjema et al, 1981 ; Boukhroufa, 1987).
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Figure I-7 : Aire de répartition géographique de Mytilus galloprovincialis selon (Hosmi, 1978).

I-4-2-2 Répartition bathymétrique :

Fixée par son byssus sur des fonds trés variés durs (rocheux, graveleux) ou méme meubles
(sableux, vaseux), dans la zone littorale et a faible profondeur. Forme souvent des
communautés denses (Poutiers, 1993); donc elle subit les changements extrémes des
conditions environnementales (température, salinité, nourriture, exposition a lair,.....). La
limite supérieure de la distribution de la moule dans la zone intertidale serait principalement
déterminée par la durée d’exposition a I'air et I'importance de la dessiccation auxquelles,
elle est soumise. On la retrouve exceptionnellement jusqu’a des profondeurs atteignant 20m
et plus (Seed, 1976) in (Benchaira et al, 1999) et méme 30 a 40m (mer baltique) (Quero et
al,1998).

I-4-3 Alimentation :
I-4-3-1 Régime alimentaire :

Comme tous les filtreurs, la moule vit aux dépend des particules en suspension dans I'eau
(Dardignac-corbeil, 1989). Elle ingére la plupart des particules présentes dans le milieu qui
I'entoure : diatomées, dinoflagellés, détritus organiques, flagellés et protozoaires divers,

spores, fragments d’algues, débris inorganiques...etc. En effet (Desgouille 1969) a remarqué
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dans les contenus stomacaux de moules de la rade de Toulon, une prépondérance de

diatomées.

I-4-3-2 Filtration :

Les moules se nourrissent essentiellement de petits éléments en suspension dans I'eau. Ces
éléments qu’elles tamisent avec leurs branchies sont des cellules du phytoplancton ou du
zooplancton, des bactéries, des fragments d’algues, des détritus divers. Ce sont aussi des
particules qui n’ont aucune valeur nutritive comme la vase, constituée d’éléments tres fins

gue les moules peuvent aisément absorber.

La quantité d’eau filtrée par une moule est trés difficile a préciser. Elle varie en effet avec la
saison et certains facteurs comme la température et la turbidité de I'eau. Elle dépend
également de la taille de la moule et de son état physiologique, en particulier si c’est la
période de reproduction. Chez un méme individu, elle varie aussi constamment. A cet effet,
on peut considérer que la vitesse de filtration d’une moule se situe entre 0,5 et 5 litres par

heure, méme si des valeurs plus fortes peuvent étre observées.

Il serait faux de penser que plus il y a d’éléments en suspension dans l'eau, plus la
moule mange et profite. Car, au-dela d’une certaine concentration, elle ne peut pas tout

ingérer. Une partie des éléments est écartée de la bouche et rejetée a I'extérieur.

Par ailleurs, la qualité de ces éléments en suspension joue un réle important. Si I'eau
contient une grande proportion d’éléments sans valeur nutritive, comme des grains de sable
ou des particules de vase, la moule est obligée de filtrer des quantités tres importantes pour
récupérer des particules nutritives dont elle a besoin .Celles-ci se retrouvent en quelque
sorte « diluées ».Dans ces conditions la moule peut avoir bien du mal a assurer sa ration
journaliere. Sa croissance est alors ralentie, voire stoppée, et bien souvent, elle maigrit car

elle puise son énergie dans ses propres réserves.

I-4-4 Reproduction :

I-4-4-1 Anatomie de I'appareil reproducteur :

Chez la moule, la glande génitale ou gonade se situe de fagon diffuse dans le manteau

(Marteil, 1976).
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La gonade de Mytilus galloprovincialis, (Lamarck, 1819), est constituée de tubules qui
débouchent dans des canaux ciliés ramifiés. Elle peut étre observée au niveau de la masse

viscérale dans la région immédiatement postérieure au pied (Djediat, 1993), (figure 1-20).

Ces tubules « gonoductes », forment dans le manteau trois troncs principaux qui confluent
dans la région dorsale du corps pour aboutir au gonoducte principal qui s’ouvre dans le
processus génital, sous le pied. Ce dernier posséde une musculature qui permettrait des
mouvements péristaltiques lors de I'évacuation des produits génitaux. Les formations
musculaires, dans le manteau autour des tubules spermatiques se limiteraient a quelques

myocytes (Haouchine, 1995).

Figure I-8 : Anatomie de I'appareil reproducteur de Mytilus galloprovincialis.
B : Byssus. P: Pied.
G : Gonoductes. PAP : Passage de I'adducteur postérieur.
MV : Masse viscérale.
1-4-4-2 Reconnaissance des sexes :

Les moules sont des animaux gonochoriques. Cependant quelques rares cas

d’hermaphrodisme ont été signalés par (Lubet, 1959) chez Mytilus édulis.
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Les moules sont dépourvues de caracteres sexuels secondaires. Toutefois, en période de
maturité, la couleur de la gonade nous permet de déterminer le sexe. Ainsi, la gonade
femelle aura des teintes allant du jaune- orangée au rose saumon, tandis que la gonade male

sera blanc-jaunatre (Haouchine, 1995).

Ces criteres de coloration se retrouvent chez beaucoup de bivalves, Mytilus édulis (Lubet,
1959), Perna perna (Boukroufa, 1987). Cette coloration n’est pas suffisante pour pouvoir
discerner avec certitude le sexe (Djediat, 1993). Cet examen de couleur de la gonade doit
étre donc suivi d’'un examen microscopique (histologique) pour confirmer que la gonade
rose-saumon est femelle et que la gonade blanc-jaunatre est male. En dehors de la période

de maturité, le sexe n’est pas reconnaissable a I'ceil nu. In (Atmani et al, 2000).
I-4-4-3 Vie larvaire et croissance : (figure 1-9).

La croissance des mollusques dépend principalement de la richesse en éléments nutritifs du
milieu dans lequel ils vivent et des possibilités qu’ils ont d’utiliser cette richesse. Or, divers
facteurs, tels la température, la salinité, le PH, la turbidité et le temps d’émersion agissent

sur le rythme de la filtration ou sa durée. (Marteil, 1976).

Selon (Bayne, 1976), le développement larvaire est completement arrété a 5C°, tandis qu’il
faut compter 34 a 38 jours a 11C° et seulement 16 a 20 jours a 16C° avec des conditions

optimales de nourriture.

Deux jours apreés la fécondation les larves véligeres ont une morphologie trés bien connue ;
elles présentent une coquille trés fragile et un velum qui leurs permet de nager activement
(nage caractéristique en spirale), (Jorgenson ,1946 ; Sullivan, 1948 et Rees, 1950) in (Charlon,
1975). Lorsque la larve atteint 210 um environ : on voit apparaitre successivement le pied,
puis deux taches pigmentaires : les « yeux ». Le pied croit rapidement et permet bient6t a la

larve de ramper et d’explorer les supports qu’elle rencontre. (Marteil, 1976).

En effet, la métamorphose de la larve prédéviligere en larve plantigrade est caractérisée par
des changements importants ; le pied se développe est commence a sécréter des filaments
adhésifs du byssus; le vélum et les yeux disparaissent. Il y a aussi apparition de nouvelles
structures et réorganisation des organes existants dans la cavité du manteau. A partir de ce

moment la jeune moule est désignée par le terme de “ naissain ”.
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Jusqu'a ce qu’elle atteint 400y, la jeune moule vit une période de “fixation primaire ” ou elle
s’attache brievement aux substrats filamenteux que constituent certaines algues et cordes
fibreuses (Seed, 1976). Puis, le jeune naissain traverse une phase migratoire, et a un mois
plus tard, a une taille qui dépasse rarement 1,5 mm, une fixation définitive est enfin réalisée

(Bayne, 1964) in (Marteil, 1976).

1 larve weligere

CO = Caguele
M1 = Flogels

W =wekamn
BEO=Baouche
o =i

P =Pued
BR = Branches
ST A

az Manreaou

Figure I-9 : Morphologie simplifiée des grandes étapes de développement larvaire de Mytilus

sp. (Seed, 1987).
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Chapitre Il : La bactérie Vibrio

II-1 Historique :

Historiqguement, le réle des vibrions en pathologie humaine a été reconnu en raison du fait
qgue l'un d’entre eux, Vibrio cholerae, est a I'origine d’un des fléaux de I’'Humanité depuis les
temps anciens, le choléra, qui reste une maladie d’importance mondiale. Elle a été reconnue
en 1817 lorsqu’elle s’est étendue depuis le sub-continent indien au Moyen-Orient et a I'est
de I'Afrique jusqu’en 1823. La deuxieme pandémie envahit, de 1829 a 1851, I'Asie, le
Moyen-Orient, I'Europe, I’Afrique et '’Amérique du Nord. La troisieme pandémie qui s’est
déroulée de 1852 a 1859, outre les régions déja touchées, atteignit aussi I’Amérique Latine.
La progression plus rapide de cette troisieme pandémie est liée a |'apparition de la
propulsion a vapeur utilisée pour les trains et les bateaux. La quatrieme pandémie, de 1863
a 1879, bénéficia de I'ouverture du canal de Suez pour faciliter sa progression. La cinquieme
pandémie qui se déroula de 1881 a 1896 et envahit tous les continents sauf I’Australie, fut
marquée par la découverte de I'agent responsable du choléra, le vibrion cholérique par
Robert Koch en 1883 et 1884. La sixieme pandémie envahit I'Asie, le Moyen-Orient, et |'est
de I'Europe en 1899 et 1923. Elle n"atteignit pas les pays d’Europe de I'Ouest et d’Amérique
qui avaient commencé a élever leur niveau d’hygiene. Nous sommes actuellement dans la
huitieme pandémie cholérique. Vibrio cholerae a été la premiere espece du genre Vibrio a
étre décrite par PACINI en 1854, mais c’est Koch qui démontre en 1884 que ce germe est

bien a I'origine du choléra (Fournier et Quilici, 2002).

Ce n’est qu’en 1951 qu’une nouvelle espéce de Vibrio pathogéne pour 'Homme est
identifiée. Cet organisme a été isolé des selles de patients victimes d’une intoxication
alimentaire a Osaka au Japon ainsi que de I'aliment suspect : une sardine partiellement
séchée appelée « Shirasu ». A l'origine, il a été placé dans le genre Pasteurella ; son nom

actuel : Vibrio parahaemolyticus a été établi par (SAKAZAKI R et al, 1963).

L'espece Vibrio alginolyticus a été décrite en 1968, elle est tres abondante dans le milieu

marin mais rarement isolée chez ’'Homme.
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A partir du début des années 70, des cas d’infections extra-intestinales associant des
nécroses et cedemes tissulaires, des formes septicémiques d’infection avec parfois mortalité
brutale sont apparues aux Etats-Unis. L’agent isolé a été dans un premier temps confondu
avec Vibrio parahaemolyticus ou appelé vibrion non-cholérique. Reconnu comme étant une
nouvelle espece par MAURINC, 1976 (Reichelt J.L et all, 1976), ils ont proposé de placer cet
organisme dans le Genre Beneckea et de lui donner le nom d’espéce vulnificus pour «
blessure » en latin. En 1979, FARMER a suggéré que cette bactérie soit placée dans le genre
Vibrio, beaucoup de microbiologistes ayant contesté cette précédente classification, et en

1980, I'organisme a pris pour nom officiel Vibrio vulnificus.

Plus tard, des formes moins graves de choléra associées a des vibrions tres similaires a la
bactérie cholérique ont été reconnues. Ces organismes ne possédant pas l'antigene O1
caractéristique de V. cholerae sont aujourd’hui identifiés comme V. cholerae non 01 ou NAG

pour Non Agglutinating Vibrio ou encore NCV pour Non Cholera Vibrio (ICMSF, 1996).

En 1992, une nouvelle souche de choléra, incapable de provoquer I'agglutination avec
I'antisérum O1, mais produisant une toxine cholérique, a été découverte au Bangladesh et
en Inde et reconnue comme étant |'agent en cause dans un cas typique de choléra. Le
sérotype a été décrit comme appartenant au nouveau sérogroupe 0139 en 1993. Aussi
distingue-t-on aujourd’hui parmi I'espéce Vibrio cholerae, d’'une part les souches appelées «
vibrions cholériques » a savoir les sérogroupes O1 et 0139 responsables du choléra, et
d’autre part, les souches Vibrio cholerae non O1 et non 0139, isolées dans des cas de gastro-
entérites mais aussi d’infections de tissus mous et de septicémies chez des sujets

immunodéprimés (Fournier et Quilici, 2002).

D’autres espéces sont considérées comme pathogenes pour I'Homme : V. fluvialis,
V.furnissii, V. hollisae, V. mimicus, V. metschnikovii ont été isolées de cas de gastro-
entérites ; V. carchariae, V. cincinnatiensis et V. damsela ont été mises en cause dans des

cas d’infections extra-intestinales uniguement (FAO/WHO, 2002).
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11-2 Taxonomie :

Les bactéries du genre Vibrio font partie de la famille des Vibrionaceae, de la classe des y-

proteobactéries (Giovannoni & Rappé, 2000).

Il est impossible de présenter une classification claire des Vibrionaceae car ils subissent
régulierement des modifications importantes. Les quatre principaux genres considérés
comme proches sont les genres Vibrio, Photobacterium, Aeromonas, Plesiomonas (classé
depuis 1986 dans la famille des Enterobacteriaceae), ces deux derniers comptent des
espéces connues pour étre la cause de diarrhées et d’infections septicémiques chez

'Homme.

Le genre Vibrio compte aujourd’hui 51 especes (tableau Il-1), ceux qui sont pathogénes
pour I'homme et d’autre qui ne sont pas, mais peuvent I'étre pour les poissons (Vibrio
anguillarum) ou les crevettes (Vibrio penaeicida). Seuls les vibrions cholériques sont adaptés
a I'Homme. Les autres espéces sont des bactéries ayant pour habitat principal le milieu
marin et plus particulierement les eaux cotieres et estuariennes, elles sont retrouvées
également a la surface et dans le contenu intestinal des animaux marins (Fournier et Quilici,

2002).

Tableau II-1 : Les 51 espéces du genre Vibrio (Fournier et Quilici, 2002).

Espéces considérées
comme pathogenes Autres especes

pour I'Homme

Espeéces fréquemment V. aerogenes V. navarrensis
isolées : V. aestuarianus V. nereis

Vibrio cholerae V. albensis V. nigripulchritudo
Vibrio parahaemolyticus V. anguillarum V. ordalii

Vibrio vulnificus V. campbellii V. orientalis

Vibrio alginolyticus V. costicola V. pectenicida
Especes rarement isolées : | V. cyclitrophicus V. pelagius

Vibrio fluvialis V. diabolicus V. penaeicida
Vibrio hollisae V. diazotrophicus V. proteolyticus
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Vibrio mimicus V. fischeri V. rumoiensis
Espeéces dont la | V. gazogenes V. salmonicida
pathogénicité est V. halioticoli V. scophthalmi
douteuse : V. harveyi V. splendidus
Vibrio carchariae V. ichthyoenteri V. succinogenes
Vibrio cincinnatiensis V. iliopiscarius V. tapetis
Vibrio damselae V. logei V. trachuri
Vibrio furnissii V. marinus V. tubiashii
Vibrio metschnikovii V. mediterranei V. viscosus

V. mytili V. wodanis

V. natriegens

II-3 Les caractéristiques morphologiques :

Les Vibrio sont des bacilles a Gram négatif, droits ou incurvés, d’un diamétre compris entre
0,5 et 0,8 um et d’'une longueur comprise entre 1,4 et 2,6 um. lls présentent habituellement
une mobilité polaire due a un seul flagelle, mais certaines souches possedent plusieurs
flagelles latéraux lorsqu’elles poussent sur un milieu solide en particulier pour I'espece Vibrio
parahaemolyticus. Vibrio cholerae présente un flagelle « engainé » dans la paroi

caractéristique (Twedt R.M, 1989).

11-4 Les Caractéristiques biologiques :

Le genre Vibrio est un genre typiquement aquatique et principalement marin ; Les membres
de ce genre sont anaérobies facultatifs, chimio-organotrophes et peuvent utiliser le
métabolisme respiratoire ou fermentatif. lls produisent une oxydase (excepté V.
metschnikovi et V. gazogenes) et une catalase, ils fermentent le glucose sans production de

gaz, sauf V. fluvialis (Holt et al, 1994).
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Les solutions ioniques stimulent la croissance de toutes les especes et sont absolument
indispensables pour la plupart des especes. Ainsi les dix especes de Vibrio connues pour
causer des gastro-entérites peuvent étre classées en cinq sous-groupes sur la base de sept
tests et I'absence de croissance dans un milieu contenant 0% de NaCl permet de différencier
les huit espéces halophiles du groupe comprenant Vibrio cholerae et Vibrio mimicus (Holt et

al, 1994).

Les vibrions sont généralement cultivables sur milieu "marine agar" ou sur milieu TCBS
(Thiosulfate-Citrate-Bile Salt-sucrose agar), sont fréquemment oxydase positifs et les
températures optimales de croissance des Vibrio se situent entre 15°C et 30°C (Anonyme 11,

29/10/2014).

II-5 Variétés des espéces du genre Vibrio pathogénes a I’lhomme :
I1-5-1 Vibrio cholerae :

Des différences de composition des glucides présents dans I'antigéne somatique
thermorésistant de surface (antigene O) sont a la base de la classification sérologique de

Vibrio cholerae.

V. cholerae appartenant aux sérogroupes O1 et 0139 sont les deux seuls considérés comme
étant les agents du choléra d’apres la définition donnée par I'Organisation Mondiale de la
Santé (OMS). Ces sérogroupes sont détectés grace a des antisérums O1 et 0139. La
prévalence de ces sérogroupes dans les environnements aquatiques semble inférieure a
celle des autres sérogroupes de V. cholerae. Le nombre de sérogroupes O recensés continue
d’augmenter et actuellement plus de 206 sérogroupes O sont reconnus (Shimada T et al,

1994).

Depuis la reconnaissance du sérogroupe 0139, la désignation Vibrio cholerae non-0O1 et non-
0139 a été utilisée pour inclure tous les autres sérogroupes de V. cholerae exceptés 01 et
0139. Ces souches non-01 et non-0139 sont occasionnellement isolées de cas de diarrhée

bénigne et d’infections extra-intestinales (Rudra S et al, 1996).
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Parmi I'espece V. cholerae 01, deux biovars sont distingués : « classique » et « El Tor », ce
dernier étant capable de provoquer I’hémolyse d’érythrocytes de mouton. L'étude de la
génétique du lipopolysaccharide de Vibrio cholerae O1, qui est le support moléculaire du
sérotype, a montré qu’une souche pouvait passer facilement d’un sérotype a 'autre et donc
gu’un changement de sérotype au cours d’'une épidémie ne signifiait pas obligatoirement

I'arrivée d’une nouvelle souche (Rudra S et al, 1996).

11-5-2 Vibrio parahaemolyticus :

En 1965, une remarque importante concernant la distinction des souches pathogénes de
Vibrio parahaemolyticus a été faite. En effet, il a été observé que les isolats provenant des
cas cliniques de gastro-entérites étaient hémolytiques (hémolyse de type B) sur un milieu
spécial contenant des érythrocytes humains (gélose Wagatsuma), tandis que ceux provenant
de I'eau de mer et des poissons ne I'étaient pas. L’hémolysine extracellulaire thermostable
(TDH) responsable de cette différence est désignée comme « phénoméne Kanagawa » afin
de le distinguer des autres phénoménes hémolytiques présents chez les especes du genre
Vibrio. Plusieurs études ont montré que 96 % des souches isolées chez les patients atteints
de diarrhée sont positives au test Kanagawa, tandis que seulement 1% environ des souches

issues des produits et de I'’eau de mer sont positives (Twedt R.M, 1989).

GHOSH A.R. et SEHGAL S.C, 1998 ont complété une étude réalisée par HONDA T et al, 1988
qui avait mis en évidence une autre hémolysine thermostable, appelée TDH-apparentée
(TRH) décrite pour des souches de Vibrio parahaemolyticus négatives au phénomeéne
Kanagawa. Elle est connue pour jouer un réle important dans I'origine des diarrhées. Les
genes TDH et TRH de ces deux hémolysines sont aujourd’hui connus et considérés comme

d’importants genes de virulence (HONDAT et al, 1988).

I-5-3 Vibrio vulnificus
Concernant Vibrio vulnificus, trois bio-groupes sont distingués. Le biotype 1 a été décrit a

I'origine comme étant un Vibrio « lactose-positif » ; Une étude récente a mis en évidence
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gu’environ 85% des souches cliniques associées a des cas de maladies humaines étaient «

lactose-positives » (Oliver J.D., Kaper J.B 1997).

Les souches appartenant au biotype 2 ont été impliquées en tant que pathogene
opportuniste de facon sporadique dans des cas d’infections humaines (Oliver J.D., Kaper J.B

1997).

En 1996, des cas d'infections chez I'Homme ont été attribués a de nouvelles souches de
Vibrio vulnificus, regroupées au sein d’'un nouveau biotype (biotype 3) (Oliver J.D., Kaper J.B

1997).

Huit autres espéces de vibrions ont été isolées de cas cliniques humains. 11 s'agit de Vibrio
alginolyticus, Vibrio cincinnaliensis, Vibrio damsela, Vibrio fluvialis, Vibrio jurnissii, Vibrio
hollisae, Vibrio mimicus et Vibrio melschnikovii. Toutefois, leur implication dans les
différentes pathologies observées apparait beaucoup moins claire, et le nombre établi de cas

cliniques en relation a ces vibrions reste limité (Janda, J.M, et al, 1988), (Tantillo, et al, 2004).

11-6 Ecologie et facteurs de développement :
11-6-1 Vibrio cholerae :

La température minimale de croissance des Vibrio cholerae a été estimée a 10°C, la
température maximale a 43°C, le développement de Vibrio cholerae est optimal a 37°C; il

survit bien a de faibles températures dans une variété d’aliments (ICMSF, 1996).

Vibrio cholerae est sensible a I'acidité : sa survie dans un aliment dont le pH est inférieur a
4,5 est généralement inférieure a 12 heures a 25-30°C ; ils sont sensibles a la sécheresse (aw

minimale =0,970). (ICMSF, 1996).

34

——
| —



Tableau 1I-2 : Facteurs de développement de Vibrio cholerae (Madden J.M. et Mc Cardell

B.A, 1989).

COptimum Extrémes
Température (°C) 37 10-43
FPH 7.6 5.0-9.6
Activité de "ean ay 0.984 0.970-0,998
Atmosphére Acrobie Adro-anagrobie
NaCl p.100) 0.5 0.1-4.0
Sensibilité a la chaleur Dsoec =48°C

2 .65min
Sensibilité a "1onisation 0.5 KG"‘-’| =0.1kGv

11-6-2 Vibrio parahaemolyticus :

Vibrio parahaemolyticus peut se multiplier sur une large gamme de températures, la
température optimale est de 37°C. La température minimale est de 5°C mais elle peut étre
modifiée selon les valeurs du pH et la concentration en NaCl (Fournier et Quilici, 2002). il est
assez sensible au froid : le taux de mortalité est maximal entre 0 et 5°C. Le micro-organisme
est modérément sensible a la congélation et peut ainsi persister dans des produits de la mer

congelés pendant de longues périodes (ICMSF, 1996).

Vibrio parahaemolyticus est capable de croitre sur une large gamme de pH (4,8 a 11), le pH

optimal étant situé entre 7,5 et 8,5 (Twedt R.M, 1989).

Tableau II-3: Facteurs de développement de Vibrio parahaemolyticus (Twedt R.M, 1989) :

Optimum  Extrémes
Température (°C) 37 5-43
pH 7.8-8.6 4.8-11
Ay 0.981 0.940-0.996
Atmosphere Aérobie Aéro-anaérobie
NaCl (p.100) 3 0.5-10
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11-6-3 Vibrio vulnificus :

La température optimale de croissance de Vibrio vulnificus est également de 37°C mais il se
développe bien a 30°C et 35°C également (Bang W., Drake M.A., 2002) , cet organisme est
sensible aux basses températures et a la chaleur. (BRYAN P.J et al, 1999) ont montré que V.
vulnificus est plus résistant a une congélation a -78°C s’il a subi auparavant une adaptation a
15°C avant d’étre conservé a 6°C. La mort cellulaire ou la perte de cultivabilité de V.
vulnificus a 5°C a été étudiée pour des cellules stressées par le froid auparavant et non

stressées (Bang W., Drake M.A., 2002).

Vibrio vulnificus est halophile obligatoire, la concentration optimale en NaCl se situe entre 1
et 3 p.100 (aw de 0,980) ; il ne peut croitre pour une concentration inférieure a 0,1% ou

supérieure a 5% (Oliver J.D, 1989).

Tableau II-4 : Facteurs de développement de Vibrio vulnificus (Oliver J.D, 1989). :

Optimum Extrémes
Température (°C) 37 13-43
PH 7.8 5-10
Aw 0.98 0.96-0,997
Atmosphere Aérobie Facultatif
NaCl (p.100) 2.5 0.5-5.0

11-6-4 Vibrio alginolyticus :

Vibrio alginolyticus de ce groupe est le plus halophile tout comme il est capable de croitre
dans des concentrations de 3, 6, 8 et jusqu'a 10% de NacCl. Sont fréquemment isolés dans les
eaux cotieres tempérées et tropicales, en particulier lorsque la température de I'eau est
supérieure a 17 2 C. Le réservoir de cet organisme est constitué d'eau (principalement sel) et

des fruits de mer ou contaminés par |'eau de mer (Zanetti, S., 2000).

11-7 Réservoirs :
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11-7-1 'Homme :

Vibrio cholerae est sans doute, depuis son origine, un habitant des eaux douces et
saumatres. Grace a l'acquisition des génes de la toxine cholérique et d’autres facteurs de
pathogénicité, des isolats appartenant au sérogroupe O1 de cette espéce ont pu coloniser
I'intestin humain. L’'Homme colonisé sert donc a la fois de milieu de culture et de moyen de
transport pour le Vibrio cholérique, permettant ainsi a ce dernier de disséminer dans le
monde entier, méme dans les régions ou il n’existe vraisemblablement pas de réservoir

environnemental (Fournier et Quilici, 2002).

Au Japon, ou la plupart des cas d’intoxications a Vibrio parahaemolyticus a lieu entre juin et
octobre, la bactérie peut étre isolée des selles d’individus asymptomatiques (0,3% des
individus en été et 2,5% des cuisiniers japonais ou « Sushi cooks »). La durée de ce portage
n’est jamais longue, I'organisme persiste de 3 a 7 jours dans les selles de sujets sains et de 10
a 16 jours chez les individus ayant souffert de gastro-entérite (Twedt R.M., 1989).
Concernant Vibrio vulnificus, 'homme n’est pas porteur sain de la bactérie, elle n’est
d’ailleurs que trés rarement isolée des selles des patients et le plus souvent, elle est

détectée dans le sang (Twedt R.M., 1989).

11-7-2 ’environnement :

Dans les années 70, Vibrio cholerae était considéré comme un organisme dont |'habitat
normal était I'intestin des humains et qu’il était incapable de survivre plus de quelques jours
dans le milieu extérieur. Aujourd’hui, il est établi que Vibrio cholerae est souvent trouvé
dans I'environnement aquatique de plusieurs régions du monde (marin, cotier et estuarien)
mais aussi de l'eau douce dans les estuaires ou cet organisme peut étre introduit
notamment par contamination fécale. |l fait partie de la flore normale des eaux saumatres et

des estuaires (OMS ,2000).

Etant donnée la nature halophile de Vibrio parahaemolyticus, il n’est pas étonnant que cet
organisme soit rencontré dans les environnements marins du monde entier et plus
particulierement dans les eaux présentant une salinité intermédiaire entre I'eau douce et

I’eau de mer (Dumontet S, 1996).
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Tandis que l'isolement de Vibrio vulnificus dans |’environnement aquatique est plus
problématique.il est présent dans tous les estuaires et les milieux marins. Cette bactérie a
été isolée dans I'eau de mer, les sédiments, le sable, le plancton, les poissons et coquillages

de régions tempérées et tropicales a travers le monde (Oliver J.D., 1989).

Vibrio alginolyticus est I'espece la plus fréquemment isolée des écosystemes marins

tempérés ou tropicaux (Hervio-Heath D., 2002).
11-7-3 Les animaux :

Les espéces du genre Vibrio sont trés courantes a la surface et dans le contenu Intestinal des

animaux marins (Holt J.G., al, 1994).

Vibrio cholerae et Vibrio parahaemolyticus sont souvent associés aux organismes présentant
un exosquelette constitué de chitine tels que les crevettes, les crabes. Vibrio
parahaemolyticus est a tres fréquemment isolé des mollusques marins et de poissons. Les
niveaux de prévalence naturelle dans les poissons et fruits de mer est généralement faible
(en dessous de 103 par gramme) excepté dans les eaux habituellement chaudes dans

lesquelles la densité de cette bactérie peut alors atteindre 106 par gramme (ICMSF, 1996).

La prévalence de Vibrio parahaemolyticus dans différentes sortes de poissons et coquillages
a été étudiée et il s"avere que les coquillages sont davantage contaminés que les poissons, et

les poissons ayant des écailles le sont plus que ceux n’en ayant pas (FAO/WHO, 2002).

Vibrio vunificus est surtout isolé dans les huitres dont le mode de nutrition par filtration
contribue a concentrer la bactérie mais la bactérie a également été isolée de crabes,
palourdes, poissons et plancton (Oliver J.D., Kaper J.B., 1997). Alors que Vibrio alginolyticus

était la plus souvent présente dans les sédiments et les crevettes (Bhaskar N., 1998).

11-8 Facteurs de virulence et pathogénie :

11-8-1 Vibrio cholerae :
Les vibrions cholériques produisent, comme principaux facteurs de pathogénicité, la toxine
cholérique (CT) et le facteur d’adhésion TCP (Toxin-Coregulated Pilus) (Levine M.M., et al,
1981).
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La toxine CT est composée de deux sous-unités, A ou H, 28 KD a et de cing sous-unités L ou
B, 8 KDa. La sous-unité Al est une pro-enzyme avec une activité ADP ribosylase mono (ADP-
ribose) transferase. L'exotoxine se fixe par ses sous-unités L aux gangliosides GM1 de la
membrane des entérocytes. Le fragment Al, libéré dans le cytoplasme actif I'adénylcyclase
des entérocytes en bloquant la sous-unité des protéines Gs et la production d'AMP cyclique
intracellulaire. Ce qui provoque l'excrétion anormale d'électrolytes (sodium) et une fuite

hydrique vers la cavité intestinale (Anonyme 12, 20/10/2014).

Le TCP est un facteur de virulence clé dans le processus infectieux de V. cholerae. Le TCP est
un pilus de type 1V, indispensable a la colonisation du tractus intestinal de I’homme (Aonyme

12, 20/10/2014).

LEVINE et al, (1983) ont démontré que I'administration orale de 5ug de la toxine peut causer

une diarrhée chez des volontaires humains (Madden J.M. et Mc Cardell B.A., 1989).

11-8-2 Vibrio parahaemolyticus:
Depuis les années 50, le lien a été établi entre la virulence pour 'Homme d’un isolat de
Vibrio parahaemolyticus et sa capacité a produire une hémolyse sur gélose au sang
(phénomeéene de Kanagawa). Depuis 1981, il a été établi un lien entre les souches Kanagawa-
positives et la production d’'une hémolysine TDH pour Thermostable Direct Hemolysin. A
partir du milieu des années 1980, des souches Kanagawa-négatives ont été isolées de cas de
gastro-entérites. En 1988, Honda et al montrent qu’une souche Kanagawa-négative
synthétise une toxine apparentée a la toxine TDH, la TRH pour Tdh-Related Hemolysin. Il a
été confirmé que le pouvoir pathogene de cette bactérie est lié a la présence des deux
hémolysines, la TDH et la TRH, produites dans le tube digestif. Elles ont des activités lytiques,
cytotoxiques et entérotoxiques proches. Ces facteurs de pathogénicité sont rarement mis en
évidence chez les souches isolées de I'environnement marin ou des produits de la mer
(moins de 5%) des isolats, environ 1% le plus souvent), alors qu’elles sont majoritairement

isolées des selles de patients atteints de gastro-entérites (jusqu’a 95 %) (M. P. Malle, 2009)
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11-8-3 Vibrio vulnificus :
En 1981, Kreger et Lockwood ont été les premiers a décrire la production d’une toxine
extracellulaire et thermolabile par Vibrio Vulnificus (Oliver J.D., Kaper J.B., 1997). Elle
possede une activité cytolytique sur des érythrocytes de mammiferes, une activité
cytotoxique sur des cellules d’ovaires de Hamster chinois et elle est Iétale pour la souris.
Cette hémolysine est produite par toutes les souches de V. vulnificus, qu’elles soient
d’origine humaine, alimentaire ou environnementale, ce qui constitue une différence avec
vibrio parahaemolyticus. D’autres substances produites par V. vulnificus et pouvant jouer un
role dans la virulence de cette bactérie incluent des protéases, des élastases, collagénases,
ADNases, lipase...Toutes possedent une activité hémagglutinante et peuvent adhérer aux

cellules épithélio-buccales humaines (Oliver J.D., 1989).

La virulence de V. vulnificus a été associée aussi a sa résistance a la phagocytose. Celle-ci a
été attribuée a la possession d’'un composant de surface antiphagocytique qui a été identifié

comme un acide polysaccharidique formant une capsule (Oliver J.D., 1989).

11-8-4 Vibrio alginolyticus :

Les facteurs de virulence tels que des protéases, une collagénase et des protéines de la
membrane externe responsable de I'adhésion de Vibrio alginolyticus aux cellules contribuent
a sa pathogénicité (Quian R, et al, 2008). (GONZALEZ-ESCALONA N et al, 2006) ont isolé des
huitres, une souche de Vibrio alginolyticus porteuse d’un gene TRH codant pour une

hémolysine présentant 98% d’homologie avec le geéne TRH de Vibrio parahaemolyticus.

Vibrio alginolyticus serait un réservoir de genes de virulence dans |’environnement
aquatique pour d’autres espéces de Vibrio, particulierement V. cholerae et V.

parahaemolyticus (Xie Z.Y., 2005).

11-9 Caractéristiques cliniques et la voie de contamination des vibrions :
Le tableau II-5 synthétise les syndromes cliniques associés aux espéces de

vibrions les plus souvent rencontrées en pathologie humaine.
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Tableau II-5: Pathologies associées a différentes espéces de Vibrio (Pavia AT., 1989).

Syndromes clinigues
5 Gastro- Infection Infection Septicémie Septicémie
Espéces entérite | de bl re | de ’oreille pgi ire se&ndaim
V. cholerae O - +
V. cholerae non O1 +— 4+ + + +
V. mimicus 4+ +
V. flirvialis -+
V. parahaermolyvticus | +++ + + +
V. alginolyticus (+) ++ ++ -+
V. hollisae ++ +
V. vuinificus + ++ ++ ++
V. furrnissi (+)
V. damsela ++
V. metschnikovii (+) (Gw)
V. carchariae +

(+++ : Fréguemment rapportées ; ++ occasionnelles ; + rares ; (+) association peu claire)

11-9-1 Vibrio cholerae 01 : C'est |'agent étiologique du choléra. Il est caractérisé par une
toxi-infection brutale avec diarrhées profuses accompagnées de vomissements qui
entrainent une déshydratation importante. Les selles sont riziformes. La maladie présente
tous les degrés de gravité de la forme sérieuse qui conduit a la mort du malade jusqu'a la
simple diarrhée ou la forme asymptomatique chez les porteurs sains. Le taux de mortalité

peut atteindre 9% en Afrique (West P.A., 1989).

Dans les pays ou I'hygiene est réduite, le principal facteur de transmission du choléra est
I'eau et le contact de personne a personne. Les cas sporadiques observés dans les pays
développés sont majoritairement des cas importés. Cependant, |'apparition de foyers
épidémiques dans ces pays, sans relation avec un voyage en zone d'endémie, suggere la
présence de |'espece dans des réservoirs estuariens ou marins (West P.A., 1989). Depuis les
années 60, les produits marins ont été largement associés a ces épidémies (DePaola, A,

1981).

11-9-2 Vbrio cholerae non 01 : Il est responsable de gastro-entérites. Les symptomes les
plus fréquents sont des diarrhées, parfois sanglantes, accompagnées occasionnellement de
vomissements et de crampes abdominales. La durée des symptomes est de un a deux jours.
Des cas d'otites ou d'infections de blessures sont également signalés. Des septicémies ont
été observées mais surtout chez des individus immunodéprimés, atteints de cirrhoses par

exemple.
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Les facteurs de risque sont principalement |'exposition au milieu marin ou la consommation

de produits de la mer (DePaola, A., 1981).

11-9-3 Vibrio parahaemolyticus : il provoque des gastro-entérites, caractérisées par des
diarrhées, des douleurs abdominales, des nausées, des vomissements, des maux de téte et
une fievre modérée. Les symptomes persistent de trois a quatre jours. Ce vibrion peut étre

également responsable d'infections cutanées et de septicémies.

Le vecteur des infections a vibrio parahaemolyticus est alimentaire, principalement d{ aux

produits de la mer (Wong H. C.,, al, 2000).

11-9-4 Vibrio vulnificus : Trois types de symptomes cliniques peuvent étre associés a

cette espece de vibrions (Lee C. C., 1997)

e Des septicémies primaires, presque exclusivement enregistrées chez les
immunodéprimés. La pathologie commence brutalement par des fievres et des
frissons. Des lésions typiques de la peau se développent, alors, chez les 3/4 des
patients. Elles apparaissent 24 heures aprés le début de l'infection. La durée
d'incubation (valeur médiane) est del6 h.

e Des infections de blessures qui peuvent étre bénignes et limitées comme progressant
rapidement et développant des formes nécrotiques voire gangreneuses. Ces
infections interviennent a la fois chez les immunodéprimés et chez ceux qui ne le
sont pas.

e Des gastro-entérites considérées comme rares, et de ce fait probablement sous-
répertoriées. Elles ne sont jamais associées a des mortalités. Il s'agit de diarrhées
aqueuses et sanglantes, accompagnées de vomissement et de crampes abdominales ;

les symptomes peuvent persister plus d'une semaine.

La consommation des produits de la mer (huitres, crabes, anguilles) est la source de
contamination la plus courante. Les personnes a risque sont celles souffrant de désordres
hépatiques (alcoolisme ou surcharge en fer), le taux de mortalité peut atteindre 24 %. Ces

infections sont observées en été et au début d’automne (Lee C. C., 1997).
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11-9-5 Vibrio alginolyticus : est |'espece la plus fréqguemment isolée des écosystémes marins
tempérés ou tropicaux (Hervio-Heath D et all, 2002). Les cas de gastroentérites liés a Vibrio
alginolyticus sont exceptionnels Fournier et (Quilici, 2002). Les infections a Vibrio
alginolyticus sont principalement des otites, des conjonctivites, des pyodermites
superficielles et consécutives a un contact direct avec le milieu marin (Sganga G et all, 2009).
Ces infections sont observées lorsque la température de I'eau de mer est élevée (Blake P et

all, 1980)
11-10 Diagnostique des vibrio :

La recherche des vibrions potentiellement pathogenes pour ’homme dans les produits de la
péche est abordée dans les laboratoires d’hygiéne alimentaire, en raison de I’évolution

actuelle de la réglementation sanitaire concernant ces produits.

Une surveillance bactériologique des produits de la péche est nécessaire pour prévenir les
infections a Vibrio d’origine alimentaire, et nécessite 'emploi de méthodes d’analyses fiables
et standardisées. Or il n’existe pas aujourd’hui de méthode de référence réellement efficace
pour la recherche et le dénombrement des vibrions dans les aliments. Par ailleurs,
I'utilisation des tests biochimiques ne permet pas toujours l'identification au niveau de
I'espece et il est souvent nécessaire de recourir aux techniques moléculaires (Hirsch M,

2002).
lI-11 Prophylaxie :

Malgré la complexité accrue liée a I'écologie particuliere des Vibrio, plusieurs moyens de

prévention sont a mettre en ceuvre :

En zones contaminées, seule une prophylaxie sanitaire peut prévenir les infections
humaines: éviter la consommation des coquillages crus et des poissons crus, éviter la
contamination croisée d’autres denrées alimentaires (lavage des mains aprés la
manipulation de produits de la mer, séparation entre les denrées alimentaires et les

coquillages ou les poissons crus) (N. Cohen, H. Karib, 2007).

Dans le cas des produits de mer consommeés crus ou insuffisamment cuits, le fait d’empécher
une multiplication des Vibrions entre le site de récolte et I'assiette du consommateur est un

moyen efficace de prévention, facile a mettre en ceuvre, notamment par le respect de la
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chaine du froid. Nous proposons |'entreposage a basse température comme moyen de
maitrise des vibrions pathogenes dans les aliments. Toutefois, cette méthode n’est pas
suffisamment fiable pour pouvoir étre appliquée dans la pratique commerciale (N. Cohen, H.

Karib, 2007)

Les vibrions étant facilement détruits par la chaleur ; une cuisson suffisamment prolongée
suffit par conséquent a éliminer la plupart des vibrions. Toutefois la pratique commerciale
qui consiste a passer les huitres a I'’eau bouillante pour en faciliter I'ouverture ne suffit pas a
en garantir la salubrité. Le pH optimal de croissance des vibrions est 7.6 avec des valeurs de
survie allant de 5,0-9,6. Le jus de citron fraichement serré s’est avéré efficace pour inactiver

le Vibrio.

La prévention passe également par la surveillance continue des zones aquacoles et
conchylicoles et pour garantir la sécurité des produits de la péche, il faut réaliser des tests
bactériologiques spécifiques dans le cadre d’un systéme de contréle (N. Cohen, H. Karib,

2007).
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Chapitre Il : Partie expérimental

lll-1 Matériels et méthodes :
l1l-1-1 Matériel biologique :

Les produits utilisés pour la recherche des germes pathogénes sont :
» Les moules (élevage et mouliéres naturelles), prélevées au niveau de
différentes régions :
o Ferme d’élevage ORCA MARINE (ainTaya) ;
o Bou Ismail (le vivier) ;

o Damous

» Un échantillon d’eau de mer a été prélevé également au niveau des

mémes sites ainsi qu’au niveau de Bateau cassé (Bordj El Kiffen).

Le matériel de prélevement comprend des flacons de 500c/c avec réactif (50ml EPA) et une

glaciere.
l1l-1-2 Matériel de laboratoire :
Dans le cadre de notre travail, les équipements et réactifs suivants ont été utilisés.

» Equipements:
e Bec benzéene
e FEtuve
e Stomacher
e Sac stéril stomacher avec filtre
e Lames et lamelles
e Pipettes graduées et pipettes Pasteur
e Microscope
e Balance électronique

e Boites de Pétri
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» Réactifs :
e L’'eau péptonée alcaline (EPA) a simple concentration et EPA 10 fois plus
concentrée
e Gélose nutritive alcaline biliée (GNAB)
e Gélose TSI (Triple Sugar Iron)
e L’eau physiologique
e Galerieapi 20 E
e Disques d’oxydases
e L’alcool
e Violet de gentiane
e Fuchsine
e Lugol

e Huile a immersion

Test LDC, ODC, ADH
111-1-3 Site d’étude :

111-1-3-1 ORCA MARINE (ainTaya) : Le site aguacole « ORCA marine » se situe a Ain
chrob. (Ex. Surcouf), en dehors de la baie d’Alger a environ 1000 m de la plage de Ain
taya.

La ferme d’ORCA marine a été crée en Octobre 1987 par Mr Boualem Khodja pour
I’élevage des moules et des huitres. Elle est rentrée en phase d’expérimentation en

1990 et en phase d’exploitation en 2003 (Figure IlI-1).

ayaws AiniTaya, Algérie la ferme d'ORCA
R

S

s marine
ﬁeﬁ@ﬁmn Chiob
> 5 q

(:Les Haraouas

Ma‘ammar.

Figure llI-1 : Image satellitaire montrant le positionnement de la commune d’Ain Taya.
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111-1-3-2 Bateau cassé (Bordj El Kiffan) : L'unique mouliére répertoriée dans la baie
d’Alger est celle se trouvant au Bateau cassé (Bordj el kiffan), les moules sont fixées
sur les rochers naturels ainsi que les épis (rochers artificiels). Un gisement
relativement important formé par les espéces Mytilus galloporovincialis et Perna
perna.

111-1-3-3 Bou Ismail (le vivier) : Il existe sur un certains nombres de rochers de la cote
de la baie de Bou-Ismail des moulieres dont I'importance ne constitue pas un grand
intérét, il s’agit des mouliéres du Vivier (rivage du centre conchylicole) constituées
par I'espéce Mytilus galloprovincialis, a proximité du Centre National de Recherche

et de Développement de la Péche et I’Aquaculture (CNRDPA) (Figure 111-2).

‘\\\

j @{)oglc earth
! -

iges satellite : 7/1/2013  36°39'42.91"N- 2°42'59.11"E élév. 2m a['tltude 460 m €

Figure IlI-2 : Localisation géographique du site vivier (Centre Conchylicole baie de

Bou-Ismail).
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Figure llI-3 : Carte des moulieres naturelles du le littoral algérois.

111-1-3-4 Damous (Sidi El Djillali) : Le territoire de la commune de Damous est situé au
nord-ouest de la wilaya de Tipaza, a environ 70 km a l'ouest de Tipaza, 50 km a

I'ouest de Cherchell et 55 km a I'est de Ténes, La plage de Sidi el Djillali est située a 2

Km a I'ouest de la ville de Damous.

Figure IlI-4 : Image satellitaire montrant le positionnement de la commune de Damous
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https://fr.wikipedia.org/wiki/Tipaza
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cherchell
https://fr.wikipedia.org/wiki/T%C3%A9n%C3%A8s

llI-1-4-L’Echantillonnage

Un échantillonnage aléatoire de moules et d’eau de mer a été réalisé a la méme période

pendant 5 mois (du 04/12/2016 au 04/05/2017), a raison de 21 échantillons (20 échantillons

de moules et 1 échantillon d’eau de mer) chaque mois. (Tableau IlI-1)

Tableau IlI-1 : Résumé de la méthode d’échantillonnage.

La date

d’échantillonnage

Le site de prélevement

Le type de prélevement

Le nombre

d’échantillons

12-2016 Ferme d’élevage ORCA MARINE | Moules 20
(ainTaya)

01-2017 Bateau cassé (Bordj el Kiffan) Eau de mer 1

02-2017 Damous Eau de mer 1

03-2017 Bou Ismail (le vivier) Moules 21
Eau de mer

04-2017 Damous Moules 21
Eau de mer

04-2017 Bou Ismail (le vivier) Moules 21
Eau de mer

05-2017 Bou Ismail (le vivier) Moules 20

l1l-1-5 Les prélévements :

Chaque préléevement a été constitué d’une vingtaine de moules. Les prélevements sont

placés dans des sachets stériles et transportés dans une glaciére le plus rapidement possible

au laboratoire et analysés sans délai.

L’eau de mer a été prélevée a une profondeur de 15 a 20 cm sous la surface d'eau de mer

dans des flacons en verre préalablement stérilisées de 500 ml.

Tous les échantillons sont ensuite conservés dans une glaciere transportable pour des

analyses microbiologiques.
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111-1-6 Protocole d'analyse microbiologique

L’étude a été réalisée au niveau du laboratoire de bactériologie de CNRDPA.

L’analyse microbiologique est basée sur les techniques d’isolement et d’identification

(aspect qualitatif).C'est le protocole défini par les méthodes normalisées I1SO.

111-1-7 Protocole pour la détection de Vibrio spp

Nous avons adopté comme protocole d’analyse un protocole provisoire, rédigé en
collaboration entre I’Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments (AFSSA) de
Boulogne sur- mer, I'Ecole Nationale de la Santé Publique (ENSP) a Rennes et le Centre
National de Référence des Vibrions et du Choléra (CNRVC) a I'Institut Pasteur a Paris. Ce
protocole avait été rédigé a la demande de la Direction Générale de I’Alimentation, en
France, dans le but de normaliser les protocoles d’études et de recherche de V. cholerae et
V. parahaemolyticus dans les produits de la mer entre les différents laboratoires vétérinaires
de contréle, dans I'attente de la publication d’une norme ISO pour la recherche des Vibrio

spp. Présumés pathogenes par voie digestive.

111-1-7-1 moules :

Les moules ont été soigneusement lavés de maniére a éliminer les souillures externes. Aprés
égouttage et un léger flambage, ils ont été ouverts a l'aide d’un couteau stérile
conformément a la norme Internationale (Pasquelin B., 1976). Aprés ouverture aseptique le
contenu entier : chair plus liquide inter-valvaire, est soumis au broyage par un broyeur type

stomacher.

La recherche de Vibrio spp est faite en trois phases :

1°" jour:

Enrichissement :
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- 25g de I'échantillon ont été prélevés aseptiquement et dilués dans 50ml d’eau
péptonée alcaline (EPA) a 2 % de NaCl et homogénéisés a l'aide d’un
stomacher.

- Incubation 24 h a 37°C.

2°M€ jour :
2¢me anrichissement

- Un 2°™e enrichissement a été effectué a partir d’un repiquage d’un (01) ml du
1°" enrichissement dans un autre tube de 10 ml d’eau péptonée alcaline (EPA)
a simple concentration, incubé a 37°C pendant 24h.

- D’autre part un ensemencement du 1¢" enrichissement a été effectué dans un

milieu de culture GNAB 1, incubé a37°C pendant 24h.

3€M€ jour :
Lecture et isolement

- Isolement et observation des colonies bactériennes du milieu GNAB 1
- un autre ensemencement du 2¢™M enrichissement est effectué sur un milieu

GNAB 2

4°M¢ jour :
Identification bactérienne par:

a- l'étude des caractéres phénotypiques :

e test d’oxydase

e test de catalase

e test de mobilité : observation a I'état frais par un microscope optique.
e Coloration de gram

b- un repiquage des colonies dans les tubes suivants :

e Tube ODC

e Tube ADH
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e Tube LDC
o TSI
Incubation a 37°C pendant 24h.

58Me jour :

Lecture des résultats et identification de la bactérie par les galeries API 20 E, kit commercial

(Biomerieux, Marcy |'Etoile, France).

111-1-7-2 Eau de mer

1-Premier Enrichissement :

Le premier enrichissement s’effectue sur le milieu Eau Peptonée Alcaline 10 fois
concentré réparti a raison de 50 ml par flacon auquel on ajoute aseptiquement 450 ml d’eau

a analyser au moment du préléevement.
Ce dernier sera par la suite incubé a 37°C pendant 18 a 24 heures.

2- Deuxiéme enrichissement et Isolement :

Ce flacon fera I'objet :

e d’une part, un deuxieme enrichissement sur milieu EPA en tubes a raison de 1 ml
e d’autre part, un isolement sur gélose GNAB 1.

L'incubation se fait a 37°C pendant 24 h.

3- Lecture des boites et Identification :

e D’une part, le tube d’EPA fera I'objet d’un isolement sur GNAB 2,

e D’autre part, la boite de gélose GNAB 1 subira une lecture en tenant compte du fait que
les Vibrions se présentent le plus souvent sous forme de grosses colonies lisses et

transparentes caractéristiques.

4-|dentification morphologique et biochimique :
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e FEtat frais (bacilles, mobilité),

e Coloration de Gram (bacilles Gram négatifs),

e Oxydase (positive),

e Ensemencement d’un tube de TSI qui sera incubé a 37°C, 24 h

(Saccharose, Glucose, Gaz et H2S),

Faire une mini galerie basée sur |'étude des acides aminés en vue de différencier entre les

Vibrions, les Pleisiomonas et les Aéromonas selon le tableau suivant :

Tableau IlI-2 : comparaison des résultats de la mini galerie entre les Vibrions, les

Pleisiomonas et les Aéromonas

LDC oDC ADH
Vibrions + + -
Pleisiomonas - - +
Aéromonas + + +

e Confirmation biochimique

Par la galerie API 20E

111-2 Résultats:

Les tests microbiologiques réalisés sur les 105 échantillons ont montré que 2 échantillons

sont contaminés par la bactérie du genre vibrio, soit une prévalence de 1.90%.

Cette bactérie a été isolée a partir de deux échantillons de moules, une prélevé en mois de

Avril et I'autre en mois de mai dans la région de Bouismail (le vivier).
Aucune contamination bactérienne n’a été détectée dans les échantillons d’eau de mer.

Dans cette étude, nous avons pu isolés des bactéries autres que vibrio.spp sur GNAB tel

que : Pseudomonas Aerogenosa (1.90%), Pseudomonas Fluorescens/Putida (0.95%),
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Citrobacter Braakii (2.85%), Citrobacter Frundii (1.90%), Proteus Mirabilis (0.95%), Proteus

Vulgaris (2.85%), Aeromonas Hydrophila (2.85%), Pasteurella Pneumotropica (0.95%),

Pasteurella Multocida 2 (0.95%).

Tableau IlI-3 : Les résultats de la recherche qualitative des vibrions chez les moules et I'eau

de mer.

Date du

prélevement

Lieu du prélévement

Nature du prélevement

La ou les Bactéries isolées

12-2016 Ferme d’élevage Moule Pseudomonas Aerogenosa
ORCA MARINE
(ainTaya)
01-2017 Bateau cassé (Bordj |Eau de mer Citrobacter Braakii, Pseudomonas
el kiffan) Aerogenosa, Pseudomonas Fluorescens/
Putida
02-2017 Damous Eau de mer Aero.hydrophila, Citrobacter Frundii,
Citrobacter Braakii
03-2017 Bouismail (le vivier) | Moule Citrobacter Braakii
Eau de mer Proteus Mirabilis
04-2017 Bouismail (le vivier) | Moule Proteus Vulgaris, Vibrio Alginoliticus
Eau de mer Aeromonas Hydrophila
Damouss Moule Proteus Vulgaris, Citrobacter Frundii
Eau de mer Proteus Vulgaris, Pasteurella Multocida 2
05-2017 Bouismail (le vivier) | Moule Aeromonas Hydrophila, Vibrio

alginoliticus, Pasteurella

Pneumotropica/Mann.haem
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111-2-1 Caracteres biochimiques et biochimiques des bactéries isolées sur milieu GNAB :

111-2-1-1 Caractéres biochimiques et microbiologiques de Vibrio Alginolyticus isolées

sur milieu GNAB:

La bactérie est de couleur jaune sur TSI (saccharose +), gram-, oxydase+, catalase + et mobile

a I’état frais

Tableau llI-4 : caractéres microbiologiques de Vibrio Alginolyticus

Les tests

Coloration de

gram

Test d’oxydase

Test de catalase

Mobilité

Les résultats

Tableau llI-5 : caractéres biochimiques de Vibrio Alginolyticus

Résultats de la Galerie API 20 E
Caractere Observation Résultat
biochimique
ONPG Pas de changement de couleur (transparente) -
ADH Changement de couleur vers le jaune -
LDC Changement de couleur vers le rouge +
oDC Changement de couleur vers le jaune -
CIT Changement de couleur vers le jaune -
H2S Pas de Changement de couleur -
URE Changement de couleur vers le jaune -
TDA Pas de changement de couleur aprés I'ajout -
d’une goute de réactif chlorure de fer Il
IND changement de couleur vers le rose apres +
I'ajout d’une goute de réactif Kovacs
VP changement de couleur vers le rose apres +
I'ajout d’une goute de réactif VP1 et VP2
GEL Pas de Changement de couleur -
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GLU Changement de couleur vers le jaune +
MAN Changement de couleur vers le jaune +
INO Changement de couleur vers le bleu -
SOR Changement de couleur vers le bleu -
RHA Changement de couleur vers le bleu -
SAC Changement de couleur vers le jaune +
MEL Changement de couleur vers le bleu -
AMY Changement de couleur vers le bleu -
ARA Changement de couleur vers le bleu -

Tableau IlI-6 : Résultats de La mini galerie de la bactérie Vibrio Alginoliticus

Résultats de La mini galerie

Témoin

ADH

LDC

OoDC

Changement de
couleur vers le
jaune : témoin
de bon
déroulement de

I'incubation

Résultat négatif ->
Couleur jaune :
pas de
dégradation de
I’Arginine Di-
hydrolase

Résultat positif ->
Couleur jaune :
dégradation de
I’Arginine Di-

hydrolase

Résultat négatif ->
Couleur jaune : pas de
dégradation de
I’Ornithine

Décarboxylase

- Dans les tubes a gélose TSI on observe :

o Un culot et une pente de couleur jaune (acide) indique la de fermentation de D-

glucose et le lactose ou le saccharose.

o absence de couleur noir autour de la pigQre centrale (H2S négatif).

o Absence de bulles d’air dans le milieu
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111-2-1-2 Caractéres biochimiques et microbiologiques des bactéries autres que vibrio

isolées sur milieu GNAB :

Tableau IlI-7: Les caracteres microbiologiques des bactéries autres que vibrio isolées sur

milieu GNAB
aeromonas Proteus Proteus Vulgaris | Pseudomonas Pseudomonas
Hydrophila Mirabilis Aerogenosa Fluorescens/Putida
Coloration Gram - Gram - Gram - Gram - Gram +
gram
Oxydase - - - + +
Catalase + + + + +
Etat frai Mobile mobile Mobile Mobile Mobile
Citrobacter Braakii | Citrobacter Frundii | Pasteurella Multocida 2 | Pasteurella Pneumotropica
Colorati | Gram - Gram - Gram - Gram -
on gram
Oxydase | - - + +
Catalase | + + + +
Etat frai | Mobile Mobile Immobile Immobile
Tableau IlI-8 : Les caractéres biochimiques sur galeries API 20 E des bactéries autres que
vibrio isolées sur milieu GNAB
Citrobacter Braakii | Citrobacter Frundii Pasteurella Pasteurella Pneumotropica
Multocida 2
ONPG - + - -
ADH - + - -
LDC - - - -
oDC + - - -
CIT + + - -
H2S + + - -
URE - - - -
TDA - - - -
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MAN - + + + -

INO - - - - -

SOR - - - - -

RHA - - - - -

SAC - + + + -

MEL - - - - -

AMY - - - - -

ARA - - - - -

Tableau Il1-9 : Les caractéres biochimiques sur les acides aminés (mini galerie) des bactéries

autres que vibrio isolées sur milieu GNAB

Aeromonas Proteus Proteus Pseudomonas Pseudomonas
Mirabilis Vulgaris Aerogenosa Fluorescens/Putida

Hydrophila

ADH - - - + -

LDC - - - - -

OoDC - + - - -

Citrobacter Braakii | Citrobacter Frundii Pasteurella Pasteurella Pneumotropica
Multocida 2

ADH - + - -

LDC - - - -

0oDC + - - -
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111-2-1-3 Caractéres biochimiques des bactéries sur milieu TSI :

Tableau IlI-10 : caractéres microbiologiques des bactéries autres que vibrio sur milieu TSI

Citrobacter Braakii | Citrobacter Frundii Pasteurella Pasteurella Pneumotropica
Multocida 2

Pente Rouge : pas de Jaune: Jaune : Jaune : fermentation du

fermentation du fermentation du fermentation du saccharose
saccharose saccharose saccharose
Culot Rouge : pas de Rouge : pas de Jaune: Jaune : fermentation du D-
fermentation du D- | fermentation du D- | fermentation du D- glucose
glucose glucose glucose

H2S + + - -

Gaz - + - -
Aeromonas Proteus Proteus Pseudomonas Pseudomonas

Mirabilis Vulgaris Aerogenosa Fluorescens/Putida

Hydrophila

Pente Jaune: Rouge : pas de Jaune: Jaune: Rouge : pas de

fermentation du | fermentation |fermentation| fermentation fermentation du
saccharose du saccharose du du saccharose saccharose
saccharose
Culot Jaune: Rouge : pas de Jaune: Jaune: Rouge : pas de
fermentation du | fermentation |fermentation | fermentation du fermentation du D-
D-glucose du D-glucose | du D-glucose D-glucose glucose
H2S - + + - +
Gaz + - + + -
111-3 Discussion
111-3-1 Vibrion :

Parmi les agents responsables de maladies et de toxi-infections alimentaires, les vibrions

constituent dans de nombreux pays et particulierement au japon et en Amérique du nord,
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un réel probléme de santé publique en raison de la consommation accrue de produits de la
mer, en particulier des produits crus, en général les gastro-entérites ou les septicémies font
suite a la consommation de produits de la mer cru ou peu cuits (fruits de mer
principalement), ou contaminés apres cuisson, en plus, les humaines peuvent demeurer

porteurs sains pendant une ou deux semaines (Desenclos JC 1996).

Dans cette étude une seule espéece de vibrion a été isolée : vibrio alginolyticus.

l11-3-1-1 Vibrio alginolyticus :

Vibrio alginolyticus est I'une des espéces les plus communes et fréquentes des vibrions,
vivant librement dans I'eau et les sédiments, méme dans des conditions défavorables ces
dernieres gardent leur virulence. Ce sont des pathogénes opportunistes dont la
pathogénicité est considérée comme similaire a celle de V. parahaemolyticus (Adebayo-Tayo

et al. 2011).

Selon de nombreuses études, I'isolement de formes cultivables des vibrions parait difficile
pendant la saison hivernale, attribué aux conditions défavorables du milieu notamment la
baisse de la température et de la salinité (la diminution de la salinité, suite aux fortes pluies)
(Janda J.M. et R.G. Bryant 1987), (Oliver J.D 1995), (Thompson J.R,et al 2004), (Lhafi S.K. et
M. Kithne 2007),( Laurence Miossec 2002), (Aubert M et al 1966).

Dans notre étude une souche de Vibrio alginolyticus a été isolée pendant la saison
printaniere (avril =mai) a une prévalence de 1.90% chez les moules prélevées a Bou Ismail,
cela pourrait étre attribué aux conditions favorables du milieu notamment I'augmentation
de la température et de la salinité qui favorisent la multiplication et la transmission de ce
germe, cependant pendant les mois froids, nous avons pas pu l'isoler, cela est probablement
pas dd a la mort cellulaire de ces bactéries, mais a leur perte de cultivabilité ( la perte de
cultivabilité d'un organisme veut pas dire sa mort mais, ces bactéries rentrent dans un état

viable mais non cultivable).

Nos résultats sont en accord avec une étude réalisée en Algérie par DIB A, (2008), qui a pu
isoler une souche de Vibrio Alginolyticus dans un échantillon de moule a une prévalence de

0.6%, Alors que, des études sur la prévalence des vibrions dans les fruits de mer, le Maroc a

61

——
| —



montré une prévalence de V. alginolyticus dépasse 50 % (Bouchriti N et al 2001) et a Agadir,
Sur 104 échantillons dont 23 de moules vivantes et 81 de moules transformées dont la
moule séchée (n=35), la moule congelée (n= 23) et la moule marinée (n= 23) prélevés
respectivement au niveau de deux principales zones de production conchylicoles et dans les
marchés et les grandes surfaces d’Agadir, 25 sont positifs pour Vibriospp. Soit 24%.
V.alginolyticus et V.parahaemolyticus sont les deux principales especes identifiées dans des

proportions relatives de 20,2% et 3,8%. (N.BOU M’HANDI1*, M. LAACHIR, 2014)

Cette bactérie a été isolée aussi dans plusieurs pays; aux Pays-Bas, un total de 91
échantillons de coquillages a été examiné d’aout a octobre 1999, Vibrio Alginolyticus était
I'espéce prédominante avec une prévalence de 44% suivie par V.parahemolyticus (27.4%) ;
En France, durant 1999, un total de 193 souches de vibrio isolées dans des produits de la
mer importés de 9 pays (chine, équateur, inde, Iran, Madagascar, Sénégal, Tanzanie,
Thailande et Viét-Nam) ont été envoyées au centre national de référence des vibrions et de
cholera. parmi ces souches, 94 sont des V. parahemolyticus, 53 V.alginolyticus, 26
V.cholerae, 3 V.metschnikovii, 2 V. mimicus et 15 souches d’autre especes de vibrio
(European commission 2001); Dans une étude réalisée de mai a septembre 2001,
V.alginolyticus constituait I'espece prédominante, aussi bien dans I’'eau que dans les moules
(35,4% et 37,5% respectivement) (Bonhomme, Amélie, Jeannine, Charlotte. 2003). Par
contre, en 1998, en Belgique, un total de 1299 échantillons de produits de la mer aucun

vibrio n’a été isole dans ces prélévements (European commission 2001).

111-3-2 Les bactéries autres que vibrio spp isolés :

Dans cette étude, Certains agents pathogénes tels que, Pseudomonas Aeroginosa,
Pseudomonas Fluorescens, Aeromonas Hydrophila, Pasteurella Multocida 2, ProteusVulgaris,

Proteus Mirabilis, Citrobacter Braakii et Citrobacter Frundii, ont été isolés.

En hiver, la plus part des échantillons de moules ou d’eau de mer on été contaminés par les
mémes bactéries a savoir : Pseudomonas Fluorescens/Putida, Pseudomonas Aerogenosa et

Citrobacter Frundii, avec une prévalence respectivement de 0.95%, 1.90%, 1.90%, et une
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dominance de Citrobacter Braakii avec une prévalence nettement élevée de 2.85%, cela

pourrait s’expliquer par leur pouvoir de survie dans des températures basses.

Tandis qu’au printemps les échantillons de moules et d’eau de mer on été contaminés par
Proteus Mirabilis, Pasteurella Pneumotropica et Pasteurella Multocida avec une méme

prévalence de 0.95% et une dominance de Proteus Vulgaris avec une prévalence de 2.85%
cela pourrait étre attribué aux conditions favorables du milieu notamment I'laugmentation

de la température et de la salinité.

Aeromonas Hydrophila a été isolée vers fin de la saison hivernale (mois de février) ainsi que
tout au long de la saison printaniére avec une prévalence de 2.85%, cela pourrait s’expliquer
par le fait que ces bactéries rentrent en hiver dans un état viable mais non cultivable (Roszak
DB, Colwell RR. 1987), I’état VBNC a été décrit pour Aeromonas Hydrophila par WAI SN et al,
(2000).
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CONCLUSION

Les maladies transmises par les aliments sont fréquemment associées a la consommation
d’aliments crus ou insuffisamment cuits provenant de lieux contaminés, ou irrigués par de
I'eau contaminée, plutot que la présence d’un aliment lui méme contaminé. Dans ce
contexte, et a cet effet, il est important d’évaluer le risque associé a l'ingestion des

ressources aquatiques.

Cette étude a montré la présence de vibrion dans les moules a une prévalence de 1.90 %.
Ces résultats sont difficilement interprétables du fait du peu d’études consacrées a la
problématique des vibrio dans les moules mais aussi de la méthode de détection sur milieu
GNAB. Nos résultats justifient pleinement la nécessité d’utiliser un milieu chromogénique

préconisé dans les normes actuelles.

La présence d’autres bactéries pathogenes dans les moules et I’'eau de mer nous interpelle
sur le danger de ces contaminations pour le consommateur et le manipulateur d’ou
I'importance et la nécessite d’établir des mesures et des recommandations afin de prévenir
tout risque lié a ces produits de la mer par des contaminants biologiques y compris ceux

appartenant a I'espéce vibrio.

En effet, pour une meilleure prévention des infections alimentaires a Vibrion, Il est
nécessaire d’améliorer les méthodes de détection et de caractérisation des espéces de
Vibrio pathogénes pour 'homme. L'utilisation des réactions d’amplification génique (PCR)
assure, non seulement une meilleure spécificité que les techniques bactériologiques
classiques pour la détermination de I'espece, mais permet également la mise en évidence

des différents genes de pathogénicité associées au risque Vibrio dans les produits de la mer.
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RECOMMANDATIONS

L’étude a permis de montrer qu’il existe de potentiels facteurs de risque d’infections liés a la
consommation des moules. Eu égard a ces potentiels facteurs de risque que peut constituer
la consommation de moules crus ou insuffisamment cuits, il nous apparait important de faire
a I'endroit des autorités, des vendeurs et des consommateurs de ces aliments, quelques

recommandations :

Les autorités doivent sensibiliser les commergants aux bonnes pratiques d’hygiéne afin de
réduire la multiplication des Vibrio en particulier et celle des autres bactéries dans les

moules.

Les commercants doivent vendre les crustacés dans des récipients propres et désinfectés a

chaque vente.

Les vendeurs de moules doivent veiller a ce que les moules soient vendues toute la journée

avec de la glace pour maintenir leur température de vente.

Les consommateurs doivent faire correctement cuire les moules avant de les consommer et
surtout les consommer juste apres leurs cuissons pour éviter une multiplication éventuelle
des vibrions. Il faudra qu’ils évitent de mélanger les moules avec les autres aliments dans le
panier de la ménageére ou de les conserver au réfrigérateur au contact des autres aliments a
cause de la contamination croisée des moules contaminés par Vibrio spp et par d’autres

germes et les autres aliments.

La prévention passe également par la surveillance continue des zones conchylicoles et
formation et sensibilisation des médecins afin qu’ils informent leurs patients présentant une
pathologie prédisposant (sida, cirrhose de foie, ...) du risque auquel ceux-ci s’exposent lors

de la consommation des produits de mer contaminés par Vibrio spp.
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Annexes

Figure A : microscope optique

Figure B : incubateurs Figure C : Balance électronique




Figure D : Paillasse avec les différents équipements du travail

Figure E : Bain marie
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Figure F : Stomacher (Bag Mixer)

Figure G : Les échantillons de moules
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Figure H : Echantillons d’eau de mer dans des bouteilles d’eau peptonée alcaline 10 fois plus
concentrée

Figure J : Ensemencement dans le milieu GNAB
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Figure K : Ensemencement dans le milieu TSI

Figure L : résultats de la galerie Api 20t de la bactérie Vibrio Alginolyticus
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Figure M : Laboratoire du CNRDPA
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