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RESUME

Certaines espéces du genre Vibrio sont a I'origine de maladies infectieuses chez
I'nomme par la consommation de produits de mer crus ou insuffisamment cuits, ce
qui représente un probléme de santé publique. Les épisodes d'infections a Vibrio
sont généralement associés a des symptdmes gastro-intestinaux aigus, a une
septicémie et a des lésions des tissus mous, avec une issue différente selon les
souches impliquées et la sensibilité de I'néte. Les infections cholériques et non
cholériques sont les deux principales maladies causées par les souches
pathogénes de Vibrio. Les sérogroupes O1 et 0139 du Vibrio cholériques sont les
agents étiologiques du choléra qui est une maladie infectieuse humaine avec une
tendance potentiellement épidémique caractérisée par des épisodes massifs de

diarrhée aigué, mettant la vie en danger, en particulier pour les sujets non traités.

Malgré ces risques potentiels, peu d’études ont été réalisées dans notre pays afin
de mieux estimer la prévalence des vibrions pathogenes dans les produits de la
péche. De telles études sont importantes parce qu’elles permettent d’évaluer les
risques d0 a ces pathogéenes et la mise en place des mesures préventives pour la
maitrise des dangers sanitaires liés a la consommation des produits de la péche.
C’est dans ce sens que s’inscrit la présente étude qui se fixe comme obijectif
d’évaluer la prévalence de pathogénes émergents de type vibrions dans les produits

de la mer en Algérie.

L’étude a été menée dans une région centre de la cbte algérienne, sur une
période de trois ans. Un total de 690 échantillons de loup de mer (Dicentrarchus
labrax ) et de la dorade royale( Sparus aurata) d’élevage et sauvage ont été
prélevés mensuellement de janvier 2017 a décembre 2018 au niveau de trois zones
de production halieutique, a savoir, la zone de Boumerdes, Azeffoun et Tipaza ; et
280 échantillons de mollusques bivalves (Mytilus galloprovincialis) ont été collectés
de facon aléatoire et simple a partir de six sites de la c6te algérienne, dont trois sites
conchylicoles (la ferme conchylicole de Ain Taya, la ferme de Ain taghoureit et la
ferme de d’Oued Goussine) et trois sites sauvages (moulieres d’Oued Goussine,
mouliéres du Vivier de Bou-Ismail et la mouliéres tonic de Tipaza) sur une période

d’'une année (du janvier au décembre 2018).



Les analyses microbiologiques ont été effectuées selon la norme ISO /TS 21872-
1: 2007, pour Vibrio parahaemolyticus et Vibrio cholerae et selon la norme 1SO /
TS 21872-2: 2007, pour la détection d'autres especes de Vibrio. L’identification
microbiologique est basée sur les techniques bactériologiques classiques (examens
macroscopiques, microscopiques, API20F), MALDI-TOF MS, Techniques
immunologiques (sérotypage de V. cholerae), et les techniques moléculaires (PCR).

Les résultats de cette étude ont révélé 42 souches isolées de Vibrio spp soit une
prévalence globale de 6,08 % a partir de la flore viscérale et branchiale du loup de
mer et de la dorade royale d’élevage, a savoir 15 isolats de V. cholerae, 5 isolats
de V. fluvialis, 20 souches de V. alginolitycus et 2 isolats de V. hollisae, alors
gu'aucun Vibrio n'a été détecté chez les poissons sauvages et 51 souches de
vibrio ont été isolées chez les moules , soit une prévalence globale de 12,1%, dont
33 isolats de V. cholerae (avec une prévalence de 11,8%) et 18 isolats de V. fluvialis
(avec une prévalence de 6,4 %) ; Le gene de latoxine cholérique (ctxA) était présent
dans un seul échantillon de moule.

Ces résultats révelent que les produits de la mer peuvent présenter un danger
potentiel pour la sécurité du consommateur en Algérie et soulignent I'importance du

contrble de ces espeéces.

Mots clés : Vibrio, pathogénes, Dicentrarchus labrax, sparus aurata, Mytilus

galloprovincialis, PCR, Algérie.



SUMMARY

Certain species of the genus Vibrio cause infectious diseases in humans through
the consumption of raw or undercooked seafood, which is a public health problem.
Episodes of Vibrio infections are usually associated with acute gastrointestinal
symptoms, septicaemia and soft tissue damage, with outcomes differing according
to the strains involved and the susceptibility of the host. Cholera and non-cholera
infections are the two main diseases caused by pathogenic strains of Vibrio.
Serogroups O1 and 0139 of cholera Vibrio are the etiological agents of cholera,
which is an infectious human disease with a potentially epidemic tendency
characterized by massive episodes of acute, life-threatening diarrhea, especially for

untreated subjects.

Despite these potential risks, few studies have been carried out in our country to
better estimate the prevalence of pathogenic vibrios in fish products. Such studies
are important because they make it possible to assess the risks due to these
pathogens and the implementation of preventive measures for the control of health
hazards related to the consumption of fishery products. It is in this sense that the
present study, which aims to assess the prevalence of emerging pathogens of the

vibrio type in seafood products in Algeria, is part of this process.

The study was carried out in a central region of the Algerian coast, over a period
of two years in fish and one year in mussels. A total of 690 samples of sea bass
(Dicentrarchus labrax) and sea bream (Sparus aurata), both farmed and wild, were
taken monthly from January 2017 to December 2018 in three fish production areas,
namely Boumerdes, Azeffoun and Tipaza; and 280 samples of bivalve molluscs
(Mytilus galloprovincialis) were collected randomly and simply from six sites on the
Algerian Mediterranean coast, including three shellfish farming sites (The shellfish
farm of Ain Taya, the farm of Ain taghoureit and the farm of Oued Goussine) and
three wild sites (Oued Goussine's mussels, the Vivier de Bou-Ismail's mussels and

Tipaza's tonic mussels) over a period of one year (from January to December 2018).



Microbiological analyses were carried out according to the ISO / TS 21872-1:
2007 standard for Vibrio parahaemolyticus and Vibrio cholerae and according to the
ISO / TS 21872-2: 2007 standard for the detection of other Vibrio species.
Microbiological identification is based on classical bacteriological techniques
(macroscopic and microscopic examinations, API20E), MALDI-TOF MS,
immunological techniques (serotyping of V. cholerae), and molecular techniques
(PCR).

The results of this study revealed that we were able to isolate 42 strains of Vibrio
spp (with an overall prevalence of 6.08%) from the visceral and gill flora of sea bass
and farmed gilthead sea bream, namely 15 isolates of V. cholerae, 5 isolates of V.
fluvialis, 20 strains of V. alginolitycus and 2 isolates of V. hollisae, while no Vibrio
was detected in wild fish; while in mussels, 51 isolates of Vibrio were isolated, with
an overall prevalence of 12.1%, including 33 isolates of V. cholerae (with a
prevalence of 11.8%) and 18 isolates of V. fluvialis (with a prevalence of 6.4%); the

gene for cholera toxin (ctxA) was present in a single mussel sample.

These results reveal that seafood products may present a potential danger to
consumer safety in Algeria and underline the importance of controlling these

species.

Keywords: Vibrio , pathogens, Dicentrarchus labrax, sparus aurata, Mytilus
galloprovincialis, PCR, Algeria.
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INTRODUCTION

Dans de nombreuses régions du monde, les produits de la péche font partie du
régime alimentaire des populations et constituent une importante source de protéines
alimentaires. Cependant, ces produits sont péchés dans des eaux de surface
devenues vectrices et réceptrices de toute sorte de polluants [1].

Selon le lieu de péche, il est possible qu’un nombre de germes pathogéenes puissent
contaminer ces produits et exposer les consommateurs a des risques sanitaires
impactant leur santé. Ces germes induisent des problémes d’ordre hygiénique

toxicologique et économique [2].

Les bactéries appartenant au genre Vibrio sont des especes endémiques du milieu
marin et estuarien ; représentant une des fractions les plus abondantes des
communautés microbiennes marines [3]. Elles ont été isolées a partir de plantes
aquatiques, d'algues, de zooplancton et dans d’autres organismes marins [4]. Les
Vibrio spp se développent généralement dans I'eau salée chaude. Elles ont également

éte isolées dans I'eau douce [5].

Certains Vibrio spp sont a l'origine de maladies infectieuses chez I'homme par la
consommation de produits de mer crus ou insuffisamment cuits, ce qui représente un
probleme de santé publique [6], [7]. Les épisodes d'infections a Vibrio sont
généralement associés a des symptdmes gastro-intestinaux aigus, a une septicémie
et & des lésions des tissus mous, avec une issue difféerente selon les souches
impliquées et la sensibilité de I'néte [8]. Les infections cholériques et non cholériques
sont les deux principaux maladies causeées par les souches pathogenes de Vibrio [9],
[10]. Les sérogroupes O1 et 0139 du Vibrio cholériques sont les agents étiologiques
du choléra qui est une maladie infectieuse humaine avec une tendance
potentiellement épidémique caractérisée par des épisodes massifs de diarrhée aigué,
mettant la vie en danger, en particulier pour les sujets non traités [11]. Les sérogroupes
de Vibrio non cholérique peuvent déterminer de nombreux syndromes associés a
différentes manifestations cliniques [8], [12],13]. Parmi ces derniers, nous avons :

e Vibrio vulnificus qui peut provoquer une bactériémie secondaire grave par

I'exposition des plaies cutanées a de I'eau contaminée.
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e Vibrio alginolyticus pouvant provoquer une infection des tissus mous et du sang
[14].

¢ Vibrio parahaemolyticus est considéré comme le principal responsable de la gastro-
entérite humaine qui provient de bactéries aquatiques [15].

En outre, de nombreux autres Vibrio spp provoquent certaines maladies animales

ayant des conséquences économiques importantes pour l'industrie aquacole mondiale

[16]. V. aguillarum et V. alginolyticus sont, en fait, signalés comme pathogénes pour

plusieurs poissons et crustacés [17], [18], [19]. V. alginolyticus est responsable de

nombreuses épizooties chez les deux poissons les plus importants de I'aquaculture

méditerranéenne, a savoir la daurade royale (Sparus aurata) et le bar (Dicentrarchus

labrax) [20], [21], [22].

En Algérie (aolt 2018), on a signalé 74 cas de choléra confirmés dans six régions
du nord et du littoral du pays, dans les zones rurales et urbaines [23].
L'épidémie a pour cause le mauvais assainissement et le manque d'eau potable.
Malgré ce risque potentiel, aucune étude n'a été menée en Algérie sur I'impact de cette
épidémie sur la contamination microbiologiques des produits de la mer par Vibrio

cholerae.

Dans I'état actuel des choses, I'impact global des infections a Vibrio spp dans le
monde est mal cerné en raison de I'absence d'un systeme de surveillance coordonné
au niveau international. Dans les pays en développement, certaines souches
pathogenes de Vibrio représentent une préoccupation majeure de la part des pouvoirs
de santé publique [8].

A cet effet, nous nous sommes penchés sur ce probleme afin d'évaluer la présence

des vibrions chez les produits de la mer (Sparus aurata, Dicentrarchus labrax et Mytilus

galloprovincialis) sauvage et d’élevage, le long de la cote algérienne.

Les parties concernant cette étude sont :

e Une synthese bibliographique ou nous donnons quelques généralités sur le genre
vibrio et les conséquences qui en découlent sur la santé de I’'homme et I'animal.

e Les techniques et méthodes mis en ceuvre pour identifier les vibrions isolés a partir

de produits de la mer.
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e Interprétation et discussion des résultats obtenus pour évaluer la qualité hygiénique
de ces produits et leurs distributions en fonction de la saison et le type de produit

analysé (sauvage ou d’élevage).
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CHAPITRE 1

Les bactéries du genre Vibrio

1.1.Introduction

L‘étude des Vibrio affectant les espéces aquacoles et de leurs mécanismes de
virulence a bénéficié en premier lieu des connaissances issues des nombreuses
recherches menées sur les bactéries du genre Vibrio présentant un caractere
pathogene chez I'homme. L'espéce la plus étudiée est V. cholerae, I‘agent étiologique
du choléra représentant encore aujourd‘hui une menace sérieuse dans les pays ou
I‘accés a de I'eau potable de bonne qualité reste un probleme. Décrite en 1854 par
I'italien PACINI, V. cholerae fut la premiére bactérie du genre Vibrio a étre étudiée [24].
Les travaux de PACINI ont été approfondis par KOCH quelques années plus tard
(1883-1884) et les recherches ne cessent, sur ses origines, son évolution, sa virulence.
V. vulnificus et V. parahaemolyticus responsables de toxi-infection alimentaire restent
egalement trés étudiés en raison de leur impact non négligeable en santé publique
[25].

Au milieu du XXeme siecle, les microbiologistes marins ont observé la
prédominance du genre Vibrio sur les cultures bactériennes issues d‘échantillons
d‘eau de mer ou associées a des poissons ou des coquillages [26], [27]. Puis des cas
de vibrioses entrainant de lourdes pertes économiques ont émergé dans les élevages
aquacoles et les Vibrio sont devenus I‘'objet d‘une attention croissante et d‘une

préoccupation majeure pour I‘aquaculture mondiale.

1.2. Historigue

Historiquement, le role des vibrio en pathologie humaine a été reconnu en raison
du fait que I'un d’entre eux, Vibrio cholerae, est a I'origine d’un des fléaux de '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 subcontinent indien au
Moyen-Orient et a I'est de I'Afrique jusqu’en 1823. La deuxiéme 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
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touchées, atteignit aussi '’Amérique latine. La progression plus rapide de cette
troisieme pandémie est liée a I'apparition de la propulsion a vapeur utilisée pour les
trains et les bateaux. La quatriéme pandémie, de 1863 a 1879, bénéficia de 'ouverture
du canal de Suez pour faciliter sa progression. La cinquiéme 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 I'est de
'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’hygiéne. 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 [24].

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 l'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 et al; 1963 [25].

L’espéce Vibrio alginolyticus a été décrite en 1968, elle est tres abondante dans le

milieu marin mais rarement isolée chez ’homme.

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 espéce par MAURIN en 1976 [28], les
microbiologistes 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

'antigeéne O1 caractéristique de V. cholerae sont aujourd’hui identifiés comme V.
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cholerae non O1 ou NAG pour Non Agglutinating Vibrio ou encore NCV pour Non
Cholera Vibrio [29].

En 1992, une nouvelle souche de choléra, incapable de provoquer I'agglutination
avec l'antisérum O1, mais produisant une toxine cholérique, a été découverte au
Bangladesh et en Inde et reconnue comme étant I'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 [24].

D’autres especes sont considérées comme pathogénes pour 'lhomme : V. fluvialis,
V.furnissii, V. hollisae, V. mimicus, V. metschnikovii ont été isolés de cas de gastro-
entérites ; V. carchariae, V. cincinnatiensis et V. damsela ont été mis en cause dans

des cas d’infections extra-intestinales uniquement [30].

1.3. Caractéristigues taxonomiques, phénotypiques et écologiques

1.3.1. Taxonomie

La caractérisation taxonomique de Vibrio était basée jusqu’a la moitié du vingtiéme
siecle sur quelques criteres phénotypiques tels que la morphologie des souches
(présence de flagelles, incurvation des cellules, aspect des cultures) et le métabolisme
des sucres. Ces critéres donnérent lieu a un certain nombre d’erreurs de classification
de nouvelles especes et méme de genres. A la fin des années 1980, les outils
d’identification des bactéries appartenant au genre Vibrio se sont considérablement
améliorés avec ['utilisation de batteries de tests phénotypiques plus adaptés et des
analyses en taxonomie numérique reposant sur l'utilisation de différents composés
comme source de carbone et d’énergie, I'étude des activités enzymatiques (arginine
dihydrolase, gélatinase, chitinase, oxydase, catalase, lysine et ornithine
décarboxylases), la tolérance au sel, laluminescence, le préférendum de température,
les antibiogrammes et la composition en GC du génome [31] . Cependant, en raison

de la variabilité génotypique au sein d'une méme espece et de la versatilité
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phénotypique des souches environnementales, une classification reposant
uniquement sur des criteres phénotypiques peut poser des problémes et aboutir a des
erreurs de classification taxonomique. Par exemple dans le groupe polyphylétique V.
splendidus, les outils phénotypiques tels que les galeries APl ne permettent pas la
distinction des quatre espéces du groupe, V. kanaloe, V. lentus, V. chagasii et V.
pomeroyi [32], [33], de méme, les galeries API20F et 20NTF ne permettent pas la
distinction de V. harveyi par rapport a V. alginolyticus, V. parahaemolyticus et V.
vulnificus [34]. Depuis une vingtaine d’année, le développement d'outils de
génotypage moléculaire, a considérablement enrichi les études de taxonomie des
procaryotes. Dans un premier temps le séquencage des géenes ribosomaux (ARNr 5S,
23S et notamment 16S) a permis de remanier la classification des Vibrio [35]. Par
ailleurs, la tres grande proximité des genres Vibrio et Photobacterium a pu étre validée
selon cette méthode [36]. Cependant I'analyse de la séquence ARNr 16S trouve ses
limites dans la distinction de certaines souches, par exemple au sein du groupe V.
splendidus [32], dans la distinction de Vibrio brasiliensis et Vibrio tubiashii, de Vibrio
coralliilyticus et Vibrio neptunius, ou encore de Vibrio anguillarum et Vibrio ordalii [37].
L’hybridation quantitative ADN/ADN reste 'outil de référence pour la détermination
spécifique d’une nouvelle souche bactérienne par rapport a la souche de référence la
plus proche en phylogénie ARNr 16S. Le seuil admis est de 70% au niveau des
hybridations ADN/ADN [38]. Aujourd’hui de nombreuses techniques de typage
moléculaire plus ou moins discriminantes (Figures 1, Figures 2) sont disponibles pour
des études de taxonomie comme I’hybridation ADN/ADN, le séquencage de I'ARNr
16S ou Le typage par séquencage multilocus (MLST) et le phénotypage. La
combinaison de ces outils a permis de mettre en évidence la nature polyphylétique
des vibrions [39]. Dans une récente étude, SAWABE et al. (2013) [40] ont différencié
de nouveaux groupes en se basant sur I'analyse de séquences multilocus (MLSA). Le
pourcentage de similarité des séquences de 8 marqueurs génomiques (gapA, gyrB,
ftsZ, mreB, pyrH, recA, rpoA et topA) a permis de distinguer 23 groupes au sein de 96

especes identifiees (Figure 1.3).
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Technique

< Species
4 Strain

Restriction fragment length polymorphism (RFLP)
Low frequency restriction fragment analysis (LFRFA, PFGE)
Ribotyping

DNA amplification (AFLP, AP-PCR, rop-PCR, DAF, RAPD,
ARDRA)

Phage and bacteriocin typing

Serological (monoclonal, polyclonal) techniques
Zymograms (multilocus enzyme polymorphism)
Total cellular protein electrophoretic patterns

DNA-DNA hybridizations
% G+C
IDNA-PCR

Chemotaxonomic markers (polyamines, quinonos)
Cellutar fatty acid fingerprinting (FAME)

Coll wall structure

Phenotype (classical, API, Biolog...)

tRNA sequencing

DNA probes

DNA sequencing

Figure 1.1 : Résolution taxonomique des outils de typage les plus couramment utilisés
[41].
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Figure 1.2 : Arbre phylogénétique en méthode neighbor-joining, sur la base des

séquences : ARNr 16S,recA et rpoA (2,898 bp), mettant en évidence différents

groupes de Vibrio.
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Figure 1.3 : Arbre phylogénétique fondé sur le séquencage de huit genes de référence
(gapA, gyrB, ftsZ, mreB, pyrH, recA, rpoA, et topA) des 96 especes de Vibrio. Les
nouveaux groupes sont indiqués en trait plein rouge et les lignes pointillées en rouge

ou noir indiquent respectivement les groupes changés ou inchangés [40].

1.3.2. Caractéristiques phénotypiqgues

Le genre Vibrio est un genre essentiellement aquatique et principalement marin. I
regroupe des bactéries a Gram négatif, droites ou incurvées, de 0,5 a 1 um de
diamétre sur 1,2 a 3,5 um de longueur, non sporulées, aéro-anaérobies, a
métabolisme oxydatif et fermentatif, le plus souvent oxydase positive, nitrate réductase
positive, produisant souvent de I'acétoine, chimio-organotrophes, fermentant (le plus

souvent sans gaz). Le D-glucose, souvent capables de croitre dans un milieu minéral



27

contenant du glucose comme unique source : de carbone, d’énergie et des ions NH4+
comme unique source d'azote [42].

Les vibrions sont caractérisés par une grande motilité. (Figure 1.4). lls se déplacent
dans les milieux liquides en « swimming » grace a leurs flagelles polaires et dans les
milieux solides en «swarming» via leurs flagelles latéraux [43]. lls peuvent également
avoir une motilité de type «twitching» générée par I'ancrage et les rétractions du pilus
sur une surface solide [44], [45]. Toutefois certaines especes sont dépourvues de

flagelles et immobiles.
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Figure 1.4 : Micrographie de Vibrio pectenicida souche A365T sur milieu solide
montrant les flagelles polaires et latéraux (x14000) obtenue en microscopie

électronique a transmission [46].

Les Vibrio poussent généralement sur milieu "marine agar'. Une gélose TCBS
(Thiosulfate Citrate Bile salt Sucrose agar) a été développée pour l'isolement sélectif
de V. cholerae et de nombreux autres Vibrio peuvent également y étre cultivés (Figure
1.5).
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Figure 1.5 : Diversité phénotypique de deux souches appartenant au groupe Vibrio
sur le milieu TCBS: [42]

1.3.3. Structure du génome :

D‘un point de vue génétique, et contrairement a bon nombre d‘autres bactéries, les
Vibrionaceae présentent la particularité de posséder deux chromosomes circulaires de
contenu génétique et de taille dissemblables. Grace a l‘utilisation de la génomique
facilitée notamment par la petite taille des génomes bactériens, ces chromosomes ont
été mis en évidence chez les espéces pathogeénes pour I'homme par séquencage
complet des génomes de V. cholerae [47], V. parahaemolyticus [48] et V. vulnificus
[49] ainsi que chez d‘autres espéces de Vibrio notamment par électrophorése en
champ pulsé [50]. Deux hypothéses sont émises quant a I‘explication de cette partition,
qui serait le résultat soit d'une acquisition ancestrale d‘un mégaplasmide par transfert
horizontal [47] soit d‘une excision ancestrale du génome [51]. La majorité des génes
aux fonctions cellulaires essentielles (réplication, transcription, traduction,
biosynthése) et de virulence (capsule, toxine, antigene de surface, adhésine) est
localisée sur le chromosome | généralement de plus grande taille (3Mb), alors que le
chromosome I, plus petit (1 et 2 Mb) contient une proportion plus importante de genes
codant des protéines hypothétiques [47]. La question se pose alors de I'origine de cette
partition du génome et des conséquences associées : pour Waldor et RayChaudury
[51], la partition pourrait permettre a la bactérie d’achever plus rapidement la
duplication de son génome et la division cellulaire, ce qui accentuerait la vitesse de

croissance et donc la compétitivité de la bactérie dans un environnement sélectif.
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1.3.4. Caractéristiques écologiques

Les Vibrio sont des bactéries aquatiques qu’on retrouve aussi bien dans I'eau douce
gue dans les habitats aquatiques salés tels que les eaux cotiéres, les estuaires et les
infrastructures aquacoles. lls jouent un réle important dans la biodégradation, la
régénération des nutriments et le cycle biogéochimique. Certaines especes sont plus
communes dans l'eau douce toutefois elles peuvent étre transportées dans les
environnements salés par le courant d’eau [52]. Ces bactéries vivent sous forme libre
ou en formant des biofilms qui sont des amas structurés de cellules bactériennes
enrobés d’'une matrice polymérique et attachés a une surface biotique ou abiotique
[53]. lls peuvent également vivre en colonisant des animaux. En effet, plusieurs
espéeces ont été associées a des organismes marins comme les coraux [54], les
poissons [19], les mollusques [26], les algues, les crevettes [55] et le zooplancton [47].
Le changement des parameétres de I'écosystéme aquatique peut étre critique a la
survie et a la colonisation des bactéries. Parmi les facteurs environnementaux, la
salinité, la disponibilité des nutriments et la température agissent sur I’'abondance et la
distribution des Vibrio. Par exemple, une température comprise entre 20 et 30°C
augmente considérablement le nombre de bactéries [56], [57]. Pour s’adapter aux
conditions environnementales hostiles, les Vibrio forment des biofilms [58]. Ce mode
de vie favorise la croissance des communautés bactériennes en donnant acces aux
nutriments et les protege aussi des prédateurs et des substances antimicrobiennes
[59].

Un autre moyen de survie des vibrions dans I’environnement est I'état « viable non
cultivable » (VBNC) [60], [61]. Dans cet état, les bactéries sont métaboliguement
actives mais elles ne forment pas de colonies quand elles sont étalées sur un milieu
de culture conventionnel. Le passage a I'état de VBNC peut s’accompagner de
modifications morphologiques comme la réduction de la taille des cellules observées

pour des souches de V. cholerae [62].

1.4. Pouvoir pathogéne

Les bactéries peuvent étre classées selon leur pouvoir pathogéne qui représente leur
capacité potentielle a produire une maladie [63]. Ces microorganismes regroupent

différentes catégories incluant des commensales avirulentes, des opportunistes qui
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peuvent causer des dommages en cas d’affaiblissement de I'héte et des pathogénes
virulentes en toutes circonstances. Le groupe de Vibrio contient aussi bien des
bactéries symbiotiques que des pathogénes pour ’lhomme ou les organismes marins

comme les poissons, les crustacés et les mollusques.

1.4.1. Espéces de Vibrio pathogénes chez I'lhomme

Plus de 12 espéces de Vibrio ont été décrites comme impliqués dans des infections
humaines allant de la simple surinfection de plaie cutanée, otite externe, jusqu’a des
septicémies souvent mortelles en passant par des syndromes digestifs (gastro-
entérites, iléites,...) parfois graves. Ainsi, des tableaux cliniques variés correspondant
a des pathologies diverses peuvent étre causés par des infections a Vibrio (Tableau
1). Toutefois, certaines maladies sont plus frequemment rencontrées, mieux connues
et responsables de complexes pathologiques bien identifiés. Ainsi, les trois principales
especes de Vibrio responsables de mortalités conséquentes pour ’homme et posant
des problemes de santé publique sont V. cholerae, V. vulnificus et V.
parahaemolyticus. Ces bactéries peuvent infecter leur héte soit par voie orale aprés
ingestion d’aliments ou d’eau contaminée par des excréments humains ou eaux usées
ou encore des fruits de mer et poisson crus, soit par voie cutanée en exposant des
coupures ou blessures ouvertes a I’environnement aquatique et les animaux marins
[64], [65].

Tableau 1.1 : Association des especes de Vibrio pathogenes avec les syndromes

cliniques [52].

Espéces de Vibrio Septicémie primaire Gastroentérite Infection des plaies
V. cholerae Ol * + == - -+
V. cholerae non-0O1 + + + + + 4+
V. parahaemolyticus + + + + + +
V. vulnificus + + + + + + 4+ +
V. fluvialis # — *
V. alginolvticus + # + 4+ +
V. damesela - * + + +
V. furnissii * + *
V. hollisae + + + %
V. mimicus * + + + +
V. metschnikovii + + *
V. cincinnatiensis + * *
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+++ Association courante ; ++ Association possible ; + Association rare ; * Association

non établie avec certitude.

a. Vibrio cholerae

V. cholerae est'agent étiologique du choléra. Il s’agit d’'une infection intestinale sévére
caractérisée par une diarrhée aigué pouvant aboutir sans thérapie de réhydratation
adéquate, a une déshydratation mortelle en quelques jours. Depuis 2000, I'incidence
du choléra a augmenté régulierement. Entre 2003 et 2004, I'organisation mondiale de
la santé (OMS) a signalée 15 000 nouveaux cas de choléra seulement en Afrique,
principalement au Mali, au Mozambique et en Zambie. En octobre 2010, des cas de
choléra ont été rapportés en Haiti pour la premiére fois depuis plus de cent ans. La
recherche a révélé qu'il s’agit du V. cholerae sérogroup O1, biotype Ogawa. Jusqu’en
juillet 2011, plus de 220 000 cas avaient été enregistrés, dont 5 968 déces [66], [67],
[68].

Les souches de V. cholerae décrites présentent des statuts de virulence variables avec
'existence de souches non pathogénes et d’autres hautement pathogénes. La
classification des souches de V. cholerae se fait a partir de la caractérisation de
'antigéne O (un constituant des lipopolysaccharides : LPS de la membrane externe)
qui présente une grande diversité sérologique permettant de définir plus de 200
sérogroupes. Certains sérogroupes ont été subdivisés en biotypes, comme par
exemple le sérogroupe O1 divisé en biotype classique et en biotype El Tor. Depuis
1992, un autre sérogroupe est apparu au Bengale et au Bangladesh causant des
mortalités, il s’agit du sérogroupe O139 qui pourrait donner naissance a la huitieme
pandémie de cholera [69]. La principale voie de contamination passe par I'ingestion
de produits de la mer et par I'’eau lorsque les conditions sanitaires ne sont pas
satisfaisantes (traitement de I'eau notamment). On compte parmi les réservoirs de V.
cholerae, des copépodes, des plantes aquatiques, des insectes chironomides et des
cyanobactéries [70], [71], [72]. Un modele des facteurs de risques et des facteurs

déclenchant le cholera est présenté en figure 1.6.
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Figure 1.6 : Modele des facteurs environnementaux impliqués dans la transmission
du choléra [70].

b. Vibrio vulnificus

V. vulnificus est un agent infectieux pour ’lhomme, transmis par la consommation de
fruits de mer contaminés ou par contact d’'une blessure avec de I'eau de mer et
pouvant aboutir dans les cas les plus aigus a des blessures graves, ou une septicémie
mortelle dans 65-75 % des cas, parfois en moins de 24 h. Certains cas de
gastroentérites ont par ailleurs été associés a ce pathogéne. On compte quelques
centaines de morts tous les ans causés par V. vulnificus, un peu partout dans le
monde. Trois biotypes ont été décrits sur la base des LPS, de la capsule et plus
récemment sur des analyses génétiques. Le biotype | est le principal pathogéne pour
’lhomme ; le biotype Il (reclassé en sérogroupe E puisqu’un seul type de LPS a été
identifié pour ces souches) concerne essentiellement des infections chez I'anguille,
mais certains cas d’infections associés a ce biotype ont été décrits chez 'homme ;
enfin, le biotype lll a été identifié dans quelques cas de maladie infectieuse chez
’lhomme [73]. Au sein de chaque biotype ainsi caractérisé, on retrouve des souches
au pouvoir hautement pathogéene et non pathogene. Le typage du biotype | se faisait
principalement sur la base de 5 types de LPS, mais il s’est avéré qu’un certain nombre
de souches (39 a 49%) ne pouvaient étre typées par cette approche, du fait d’'une

grande hétérogénéité antigénique de ces souches. Depuis, d’autres approches basées
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sur le typage antigénique de la capsule, sur du ribotypage, des profils PFGE,
d’ARNr16S et de PCR-RFLP ont abouti aux mémes conclusions, & savoir le caractére
extrémement polymorphe des souches de V. vulnificus et I'impossibilité d’associer
systématiquement et de facon précise, un statut de virulence donné a un groupe
phylogénétique ou & un biotype particulier.

Parmi ces facteurs de virulence, la capsule polysaccharidique (CPS) semble jouer un
réle important dans l'inflammation et dans la résistance aux réponses immunitaires
[74].

c. Vibrio parahaemolyticus

Vibrio parahaemolyticus est la principale cause de la gastroentérite engendrée via les
fruits de mer crus ou insuffisamment cuits [75]. Son pouvoir pathogéene est lié a la
production des hémolysines TDH (Thermostable Direct Hemolysin) et TRH (TDH-
Related Hemolysin), apparentée a la toxine TDH [76], [77]. Ces enzymes ont des
activités lytiques, cytotoxiques et entérotoxiques. Elles lysent les érythrocytes et
perturbent I'organisation du cytosquelette ainsi que 'homéostasie du calcium [78].
Dans le milieu naturel, la plupart des souches de V. parahaemolyticus ne sont pas
pathogenes [79]. En revanche, les bactéries isolées de patients infectés possedent les
genes codant pour au moins une des deux hémolysines [80], [77].

La classification de V. parahaemolyticus se fait sur la base du sérotypage mettant en
évidence 13 sérogroupes de type O et 71 sérogroupes de type K (en rapport avec les
propriétés antigéniques de la capsule). Plusieurs sérogroupes sont connus pour
induire des infections. Toutefois, la corrélation entre le sérotype et le caractere
pathogéne des bactéries n’a pas été établie jusqu’a I'apparition, en 1996, de souche
responsable des maladies appartenant au sérotype O3 :K6. Depuis, cette bactérie, a
été détectée dans plusieurs endroits dans le monde ou la consommation de poissons
et fruits de mer crus est importante comme au Chili, en France, au Japon, en Corée,
en Espagne, a Taiwan, aux Etats-Unis, et particulierement dans les pays d'Extréme-
Orient comme I'Inde, le Bangladesh et la Thailande [81], [82], [83], [84]. [85], [86], [87].

1.4.2. Les vibrions pathogénes des organismes marins

Les bactéries du genre Vibrio sont des bactéries dominantes des écosystemes

marins. A part quelques espéces pathogénes pour ’lhomme, la majorité des espéces
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pathogenes affecte les animaux marins. Le genre Vibrio, associé a d’autres groupes
comme Achromobacter, Flavobacterium et Pseudomonas, constitue une grande
proportion de la flore bactérienne du monde aquatique [88]. Cependant, certaines
especes sont classées comme des agents étiologiques responsables des pertes

économiques importantes dans plusieurs filieres aquacoles.

a. chez les poissons

Aujourd’hui, chez les poissons, 17 especes de Vibrio sont potentiellement
impliguées dans des épisodes de mortalité [89], dont les plus étudiées posent
d’'importants problémes en aquaculture : V. anguillarum et V. salmonicida.

Le tableau 1.2 réunit 'ensemble des vibrions décrits comme pathogénes chez les

poissons.



Tableau 1.2 : Espéce de Vibrio pathogéne de poissons (adapté de Buller) [89].

Poissons

Espéces pathogénes Organismes Références
Susceptibles
V. aestuarianus subsp. Cynoglossus semilaevis  (Zhang et al.,2011)

aestuarianus.

V. alginolyticus

V. anguillarum

V. cholerae non 01

V. damsela

V. harveyi

V. ordalli

V. parahaemolyticus

V. splendidus

V. vulnificus biotype 2

Fugu vermicularis
Sparus aurata.

Salmo salar
Oncorhynchus mykiss
Sparus aurata
Plecoglossus altivelis

Plecoglossus altivelis

Chromis punctipinnis
Seriola quinqueradiata
Scophthalmus maximus
Oncorhynchus mykiss
Dasyatis pastinaca
Orectolobus ornatus

Epinephelus coioides
et autres espéces

de poissons
Paralichthys dentatus
Acanthurus sohal

Oncorhynchus keta

Aphanius iberus
Plusieurs espéces de
poissons démersaux et
poissons pélagiques

Labrus bergylta
Ctenolabrus rupestris
Anguilla japonica
Anguilla anguilla

(Noguchi et al., 1987)
(Colorni et al., 1981)

(Frans et al., 2011)

(Kiiyukia et al., 1992)

(Love eral, 1981)
(Sakata et al., 1989)
(Fouz et al., 1992)
(Pedersen er al., 1997)

(Lee er al., 2002; Yii et
al., 1997)

(Soffientino et al.,
1999)

(Hashem & El-Barbary,
2013)

(Ransom er al, 1984;
Schiewe et al., 1981)
(Alcaide er al., 1999)
(Sudha et al., 2012)

(Birkbeck & Treasurer,
2014)

(Tison et al., 1982)
(Biosca et al., 1991)

35
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> Vibrio anquillarum

V. anguillarum est un agent infectieux tout d’abord décrit chez I'anguille en 1909 en
Mer Baltique, puis chez une cinquantaine d’especes de poissons de 'atlantique et du
pacifique et responsable aujourd’hui des mortalités les plus importantes imputées a

une espéece de Vibrio, chez les poissons en général et les salomonidés en particulier.

Ce pathogene pose aujourd’hui de réels problémes en aquaculture. Les principales
affections provoquées par V. anguillarum sont une septicémie hémorragique, une
nécrose du ceceur, des reins et de la rate, ainsi qu’une atteinte au niveau des yeux et
de l'intestin. Cependant, la vitesse de l'infection peut étre si rapide dans les cas les

plus séveres, qu'aucun symptdme n’est observé avant la mort de I'animal [19].

La classification de V. anguillarum se fait sur la base du sérotypage mettant en
evidence 23 sérogroupes de type O (O1 a 023). Les souches appartenant au
sérogroupe O1 sont les plus pathogenes pour les poissons en géneéral, alors que les
souches classées dans le sérogroupe O2 sont plus fréquemment associées aux
mortalités de I'anguille. Enfin, si les souches de type O3 sont trés communément
isolées du milieu marin, elles ne sont que rarement associées a des épisodes de

mortalités [90].

> Vibrio salmonicida

Vibrio salmonicida est responsable de la maladie d’Hitra appelée également « la
vibriose de I'eau froide ». Elle affecte le saumon et la morue cultivés au Canada et
dans les pays nordiques [91], [92], [93]. Cette bactérie agit a des températures basses
au-dessous de 15°C et provoque une anémie sévere et une importante hémorragie
[94].

b. Chez les mollusques

Les Vibrio affectent les mollusques marins quels que soit leur famille, genre ou
espece. Chez les céphalopodes, V. alginolyticus infecte les seiches Sepia officinalis,
S. apama et S. pharaonis [95], [96], tandis que V. lentus provoque des lésions de la
peau chez la pieuvre sauvage Octopus vulgaris [97]. Chez les gastéropodes, Li et al.

(1998) [98] ont reproduit la maladie des pustules blanches de I'ormeau Haliotis discus
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apreés infection expérimentale par des souches de V. fluvialis Il. De méme, NICOLAS

et al. [99] ont prouvé la pathogénicité de V. carchariae qui infecte les populations

sauvages et d’élevage d’Haliotis tuberculata.

Les bivalves constituent la classe la plus touchée par la vibriose. Depuis les épisodes

de mortalités observées dans les élevages d’huitres, les études se sont multipliées et
différentes souches bactériennes ont été identifieées. [100], [101], [102], [103], [42].

Le Tableau 3 récapitule les principales espéces ou groupes décrits.

Tableau 1.3 : Exemples d’especes de Vibrio pathogenes pour les mollusques bivalves

[42].

Espéces

Hote

Références

Groupe V. Splendidus

Crassosirea gigas
Ostrea edulis

Perna canaliculus
Pecten maximus
Venerupis decussatus

Venerupis rhomboides

Lacoste et al_, 2001; Saulnier et al_, 2010
Thompson et al., 2003
Kesarcodi-Watson et al_, 2009

Lambert et al_, 1999; Nicolas et al., 1996
Gomez-Leon et al | 2005

Lago et al., 2009

Groupe V. Harveyi

Crassostrea gigas
Venerupis decussatus

Pinctada meaxima

Saulnier et al_, 2010
Gomez-Leon et al | 2005

Pass et al_, 1987

V. tubiashii

Crassostrea gigas
Crassostrea virginica
Mercenaria mercenaria

Ostrea edulis

Travers et al_, 2014

Tubiash et al_ 1965

Jeffries, 1982: Lodeiros et al | 1987

V. aestuarianus

Crassostrea gigas

Garnier et al_, 2007; Labreuche et al_, 2010

V. coralliilyticus

Crassostrea gigas

Perna canaliculus

Genard et al_, 2013

Kesarcodi-Watson et al_| 2009

V. tapetis

Ruditapes philippinarum
Cerastoderma glaucum
Pecten glaber

Donax trunculus

Lithophaga lithophaga

Paillard et al_, 2006
El Bour et al | 2008

On distingue particulierement le groupe V. Splendidus qui est souvent relié a plusieurs

épisodes de mortalités. Ce clade polyphylétique rassemble jusqu’a aujourd’hui 16

espéeces dont certaines sont pathogénes des bivalves (V. celticus, V. crassostreae, V.
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cyclitrophicus, V. tasmaniensis et V. splendidus) et d’autres ne le sont pas [104], [105],
[106], [107]. Toutefois, ces bactéries a pathotypes contrastés peuvent collaborer dans
les infections polymicrobiennes. En effet, les souches virulentes et avirulentes peuvent
interagir et faciliter la pathologie induite chez I'huitre par V. crassostreae [108] ou V.
tasmaniensis [109].

c. Chez les crustacés

La vibriose touche plusieurs espéces de crustacés. Chez les crabes marins, I'infection
entraine une bactériémie ou une maladie de la coquille [110] . De fait, des bactéries
du genre Vibrio ont été isolées a partir de 'hémolymphe du crabe bleu Callinectes
sapidus [111], [112], de Callinectes bocourti [113] et du crabe de roche Cancer
irroratus [114]. De plus, la pathogénicité des isolats a été démontrée en conditions
expérimentales [114]. Similairement, Vibrio vulnificus, V. parahaemolyticus et V.
alginolyticus ont été décrits comme agents causatifs de la maladie de la coquille chez
le homard [115]. La souche luminescente V. harveyi a également induit des mortalités
importantes dans les cultures des larves de Sagmariasus verreauxi en nouvelle
Zélande [116]. L'infection a V. harveyi se traduit par une anorexie, un retard de
croissance et un ralentissement de la nage chez la crevette affectée. Les animaux
deviennent opaques, éventuellement luminescents (d'ou le nom de "luminescent
bacterial disease" parfois donné a la maladie) et ils présentent une dégénérescence
tissulaire de I'hépatopancréas [117]. Ces mémes especes (V. harveyi, V. vulnificus, V.
parahaemolyticus et V. alginolyticus) ainsi que V. anguillarum et V. splendidus ont été
associées aux pathologies observées dans les élevages de la crevette Penaeus
monodon en Inde [118]. Les souches V. nigripulchritudo et V. penaeicida ont aussi
induit d’importantes mortalités chez les crevettes Litopenaeus stylirostris cultivées en
Nouvelle zélande [119], [120]. [121].

d. Chez les coraux

Le blanchiment est 'une des maladies les plus sévéres et les plus répandues chez le
corail [122]. Elle se traduit par une décoloration due a l'interruption de la symbiose
entre les coraux et les microalgues (les zooxanthelles) [123]. Ce phénomene est

généralement corrélé a des conditions environnementales particulieres telles que
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I'élévation de la température ou la réduction de la salinité mais aussi a la présence de
bactéries pathogéenes du genre Vibrio [124].

Vibrio shiloi est 'agent étiologique du blanchiment d’Oculina patagonica. Sa virulence
est strictement reliée a une température élevee, comprise entre 24 et 29°C [125], [126].
Dans ces conditions, la bactérie pénetre dans les tissus de son héte et se transforme
en une forme viable et non cultivable (VBNC) lui permettant de se multiplier [127]. De
plus, son internalisation est accompagnée de la production d’une toxine P capable
d’inhiber la photosynthése du zooxanthelle [128].

Vibrio coralliilyticus est également un pathogéne dépendant de la température, qui
affecte Pocillopora damicornis. En effet, il est capable d’'induire le blanchiment a 25°C
et de lyser les tissus entre 27 et 29°C [129], [130], [131]. Récemment, RUBIO-
PORTILLO et al. [132] ont démontré que V. coralliilyticus peut agir en synergie avec

V. shiloi et induire la maladie a des températures moins importantes (20°C).

V. alginolyticus et différents Vibrio spp non identifiés ont été isolés du corail affecté par
la maladie de la bande jaune chez Monastraea spp dans la mer des caraibes [133].
Les espéces de Vibrio incriminés s’attaqueraient aux zooxanthelles plutét qu’aux
polypes du corail et le mécanisme infectieux serait étroitement lié a la température, a
l'instar des deux autres maladies du corail causées par Vibrio coralliilyticus et Vibrio

shiloi.

1.5. Les facteurs de virulence du genre Vibrio

1.5.1. La notion de virulence chez les bactéries

Avant de décrire les facteurs de virulence associés au genre Vibrio, il est indispensable
de différencier les notions de pathogénicité et virulence et de comprendre la relation
entre ces deux concepts. Classiquement décrit, un agent pathogene est un
microorganisme qui provoque une maladie ou qui peut se multiplier dans le tissu vivant
et induire des maladies [134] et le pouvoir pathogene est la capacité d'un
microorganisme a induire une maladie [135]. Cette interprétation des termes suggere
gue la pathogénicité est une caractéristique liée seulement au microorganisme et
indépendante de I'h6te. Or cette définition semble insuffisante car un microorganisme
peut coloniser sans nuire a I'héte. En 1999, CASADEVALL et PIROFSKI [63] ont
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apporté des améliorations dans les définitions de base [63]. Ainsi, un agent pathogene
est un microorganisme capable de causer des dommages a I'héte et le pouvoir
pathogene est la capacité d’'un microorganisme a causer des dommages a I’héte. Avec
cette nouvelle reformulation des définitions, la pathogénicité n’est plus une
caractéristique invariante et indépendante de I'hdte mais le résultat d’'une interaction
entre I'’héte et le microorganisme [63],Concernant la virulence, plusieurs définitions ont
été aussi proposées a cette notion [63] :

e Le degré de la pathogénicité

e La force de I'activité d’'un pathogéne

e Le synonyme de la pathogénicité

e Le pourcentage de mortalité par infection

e La capacité relative de surmonter la défense disponible d’'un hote

e La mesure de la capacité d'un microorganisme a infecter ou endommager un héte
e La capacité relative d'entrer et de se multiplier dans un héte donné

e La gravité de la maladie.

Plus tard, une définition plus drastique a été accordée a la notion de la virulence et qui
associe de la méme maniére I'héte et 'agent infectieux : c’est la capacité relative d’'un
microorganisme a causer des dommages a I'héte [63]. Certaines définitions varient
entre et au sein des disciplines [136] et peuvent entrainer une confusion. Ainsi, la
majorité des pathologistes choisissent d’utiliser une définition au sens large qui
associe la notion de la virulence a la notion de la pathogénicité [137]. De méme, la
terminologie utilisée pour décrire les facteurs de virulence a été modifiée pour passer
de « produits microbiens qui permettent a un agent pathogene de provoquer une
maladie» [134] a une définition au sens large «tout composant d’'un microorganisme
qui est nécessaire ou qui potentialise sa capacité a provoquer une maladie» [138].
Cette définition absolue inclut implicitement les substances non toxiques pour I'’héte
qui peuvent quand méme étre considérées comme des facteurs de virulence si leur
absence rend le microorganisme moins virulent [138].

Enfin, il est important de considérer les thémes suivants :

e Tres peu de facteurs de virulence fonctionnent comme des facteurs déterminants

de la virulence
e |les dommages sont causés soit directement par les microorganismes ou par un

composant microbien soit par la réponse immunitaire de I'hote
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¢ les réponses immunitaires peuvent neutraliser plusieurs ou une partie des facteurs

de virulence [139].

1.5.2. Plasticité génomique

Ces définitions, méme si elles ont le mérite de clarifier les idées, ne sont que trop
figées et simplistes aux vues des capacités des génomes, et plus particulierement des
génomes bactériens, a se modifier au cours du temps et en fonction des conditions de
I‘environnement. Cette plasticité génomique est non seulement source d‘adaptabilité

mais également a la base de I'évolution des bactéries pathogénes (Figure 1.7) [140].
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Figure 1.7 : Dynamique des génomes bactériens [140].

Les bactéries ont la capacité d‘acquérir (et de perdre) de I'ADN exogéne par le biais
de trois grands mécanismes de transferts horizontaux de génes (HGT) qui sont :
1. la transformation (transfert génétique d‘ADN libre et nu de I'environnement)
2. la transduction (infection par un bactériophage)
3. la conjugaison (transfert d’ADN sous la forme plasmidique d‘une bactérie a
I‘autre par le biais d‘un pilus).
Ces trois mécanismes font intervenir des éléments génétiques mobiles, comme des

phages, plasmides et transposons (Figure 1.8).
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Figure 1.8 : Les trois grands mécanismes de transferts horizontaux de génes chez les
bactéries [141].

De nombreuses études portent sur ces mecanismes de transferts horizontaux qui
apparaissent trés répandus chez les Vibrionaceae [142], [143]. Ces acquisitions de
genes ou groupes de genes conferent des avantages adaptatifs variés, comme une
résistance a un stress antibiotique [144], I‘acquisition de génes codant des protéines
mieux adaptées a un nouvel environnement, une nouvelle voie métabolique
permettant I‘adaptation a une nouvelle niche écologique ou encore une virulence et

ses déterminants.

Ces mécanismes de transferts horizontaux, qui peuvent étre observés a I‘échelle
interspécifique, peuvent donc générer de profondes modifications phénotypiques et ce
sur une tres courte échelle de temps. Non seulement ils peuvent expliquer pour partie
la variabilité extraordinaire des propriétés meétaboliques et des caractéristiques
phénotypiques des bactéries, mais aussi ils rendent compte d‘un réel dynamisme du
geénome bactérien et apparaissent donc comme un puissant moteur de I‘évolution

[145]. Par ce biais, de nouveaux pathogénes peuvent émerger ou la virulence d‘un
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agent déja pathogene peut s‘accroitre considérablement. La définition de la virulence
n‘apparait donc plus limitée a la caractéristique d‘un agent pathogéne mais devient un
phénoméne complexe (au sens de délicat a décrire, car composé de nombreux
éléments interagissant entre eux de maniére parfois non déterministe), dynamique et
changeant, dépendant des facteurs de I‘agent pathogéne, de la sensibilité de I'héte et

de la nature de leurs interactions [136].

1.5.3. Les mécanismes de virulence des Vibrio

Quils soient majeurs ou accessoires, qu'ils présentent des réles directs ou indirects
dans la pathogenése, de nombreux facteurs de virulence bactériens ont été décrits et
leur classification en catégorie fonctionnelle peut paraitre réductrice compte tenu de la
complexité dynamique des combinaisons et interactions qui conduisent au
développement d‘une infection et a I‘expression d‘une maladie [146]. L'implication des
facteurs de virulence des pathogénes opportunistes dans les processus d‘infection est
particulierement difficile a caractériser puisqu‘elle est intimement dépendante de I‘état
immuno-physiologique de I‘individu-hbte infecté qui détermine sa sensibilité a I'agent
infectieux. Tous participent a différentes étapes de l‘infection bactérienne, de la
colonisation des surfaces de I'h6te a la pénétration dans I‘'héte, de linvasion et la
colonisation dans I‘environnement de I'héte, de Iinhibition ou la perturbation du
systéme immunitaire de I'héte, de I'échappement a ce systéme immunitaire et enfin de
la perturbation ou la destruction des fonctions essentielles de I'héte. |l est cependant
clairement établi que certaines catégories fonctionnelles des facteurs de virulence sont
chevauchantes et que certains déterminants peuvent étre attribués a plus d‘un groupe
[147]. Néanmoins et dans un souci de synthése, on peut distinguer arbitrairement trois
types de facteurs de virulence produits par les bactéries :

1. les facteurs de colonisation et d‘invasion de I‘héte,
2. les facteurs capables de perturber, d‘altérer ou de détruire des fonctions
essentielles de I'hote

3. les facteurs d‘échappement au systéme immunitaire de I'héte

Ces facteurs de virulence ont été plus particulierement identifiés chez les Vibrio
pathogénes pour I'homme précédemment évoqués et dont les génomes ont été

entierement séquenceés, V. cholerae, V. paraheamolyticus, V. vulnificus [47], [48], [49]
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mais également chez V. anguillarum, V. harveyi ou d‘autres espéces pathogénes de

poissons, de crustacés et de mollusques [148].

a- Les facteurs de colonisation et d‘invasion de I‘'h6te

o Le flagelle

La mobilité est une caractéristique commune aux organismes pathogenes,
intimement associée a la virulence de ces derniers, et leur conférant un avantage
adaptatif évident. En effet, elle leur attribue une capacité de migration vers des niches
écologiques préférentielles tels que certains tissus de I‘hbte, de mise en contact avec
les cellules de I'hGte et de pénétration des membranes cellulaires, d'‘échappement aux
substances toxiques et enfin de fuite du compartiment intracellulaire et de dispersion
dans l‘environnement pendant la transmission. La plupart des cellules bactériennes et
notamment de Vibrionaceae sont mobiles grace a I‘action d‘organites spécialisés, les
flagelles (Figure 1.9) [149].

Figure 1.9 : A. Flagelle polaire unique chez V. cholerae , B. Flagelles multiples chez
V. fisheri et C. Flagelles latéraux multiples chez V. parahaemolyticus .

Ce flagelle est une structure ancrée dans la membrane plasmique, semi-rigide et
rotative, actionnée par un moteur moléculaire qui entraine un filament agissant comme
une hélice. La capacité des bactéries a moduler le sens de rotation du flagelle permet
une propulsion orientée de la cellule procaryote vers des substances attractives [150]
ou a l‘opposé de substances répulsives [151] : ce mouvement dirigé (non-aléatoire)

est appelé chimiotactisme.

Deux types de mobilité sont observés chez les Vibrio : la mobilité de type « swimming
» assurée par un seul flagelle polaire et adaptée a des environnements aqueux de

faible densité comme I‘eau de mer et la mobilité de type « swarming » assurée par des
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flagelles latéraux et adaptée a des environnements visqueux comme le mucus
retrouvé au niveau de I‘épithélium de certains hétes [152]. Les Vibrio possédent le plus
souvent un flagelle polaire unique, des flagelles latéraux ont été décrits chez V.
parahaemolyticus, V. vulnificus et V. harveyi [149].

Le mouvement du flagelle est assuré par un couplage osmo-mécanique, a partir d‘un
gradient électrochimique qui permet le passage d‘ions Na+ (concernant la plupart des
flagelles polaires) ou H+ (concernant plus généralement les flagelles latéraux) au
travers de la membrane et qui fournit I'énergie osmotique convertie en énergie

mécanique.
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Figure 1.10 : Ultrastructure du flagelle bactérien de bactérie Gram négatif [149].

La mobilité bactérienne est un processus complexe qui nécessite une forte dépense
en énergie, pouvant constituer une part importante du métabolisme de la cellule (2%
de I'énergie totale chez Escherichia coli). Il est dépendant d‘une cinquantaine de génes
régulés par de nombreux mécanismes de contrdle et dont la mutation résulte le plus
souvent en une atténuation de la virulence. En effet, chez V. vulnificus, la création de
mutants présentant des délétions au niveau des genes flgC et flgE codant le flagelle a
permis de démontrer son réle dans le processus de mortalité chez la souris et dans
I‘attachement du pathogéne au niveau des cellules épithéliales humaines [153]. De la
méme fagon, I‘implication du flagelle dans la pathogénicité a également été démontrée
chez V. anguillarum par des techniques de mutagenése dirigée : des mutants non
mobiles générés par transposition et testés pour leur virulence in vivo ne présentaient

plus de virulence par balnéation [154]. Enfin, le flagelle semble constituer chez les
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Vibrio un facteur de virulence de type accessoire, dont le réle reste parfois difficile &
démontrer compte tenu des phénomenes de « compensation de virulence » observés

chez certains mutants dépourvus de flagelle chez V. cholerae [155].

e Les pili

La premiere étape du processus de colonisation repose sur I'adhérence a une cellule
cible de I'héte. De nombreuses bactéries Gram négatif possédent des appendices de
surface plus courts et plus fins que le flagelle, appelés pili dont on peut distinguer deux
types : les pili communs et les pili sexuels. Ces pili arbitrent les interactions entre les
bactéries entre elles, I'hbte et I'environnement. Alors que les pili sexuels participent a
la conjugaison et permet I‘échange de matériel génétique entre deux bactéries, les pili
communs, plus nombreux, permettent la fixation des bactéries sur les surfaces de
I‘héte, conditionnant ainsi leur pouvoir pathogene. Disposés régulierement a la surface
de la bactérie, les pili communs sont des structures protéiques filamenteuses
constituées par la polymérisation d‘une méme sous-unité protéique, la piline,
assemblée a des polypeptides mineurs comme |‘adhésine. L‘adhésine peut interagir
avec des récepteurs, de type glycoprotéine ou glycolipide, présents a la surface des

cellules hotes.

Le pilus de type IV a été largement décrit comme étant impliqué dans I‘adhérence, la
formation de biofilms et dans la mobilité [156]. Par ailleurs, trois différents types de pili
ont été identifiés chez V. cholerae et associés a la pathogénicité des sérogroupes. Le
Toxin-Coregulated Pilus (TCP) est un facteur de virulence majeur dans le processus
infectieux de V. cholerae [157, 47] : indispensable a la colonisation du tractus intestinal
de I'homme (Figure 1.11) [158], le TCP sert également de récepteur au bactériophage
filamenteux CTX® dont le génome code entre autre la toxine cholérique. Quinze génes
regroupés sur un ilot de pathogénicité appelé VPI (39.5kpb) et caractéristique des
souches de V. cholerae a l'origine d‘épidémies et de pandémies, contrblent la
biosynthése de ce pilus. Le pilus mannose-sensitive hemagglutinin (MSHA) semble
jouer également un réle, bien que mineur, dans la virulence [159]. D‘autres genes
codant des facteurs d‘adhésion ont été décrits, les cep (Core-encoded pili), acf
(accessory colonisation factor) et ompU (outer membrane protein) [160]. De méme,

Iimplication du pilus dans la pathogénicité de V. vulnificus a été démontrée par
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mutation des génes pilD et pilA induisant notamment une diminution de I'adhérence

aux cellules épithéliales [161], [162].
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Figure 1.11 : Description du réle du TCP (Toxin corregulated pilus) de V. cholerae, un
exemple de pilus de type IV [163].

Le phage TCP infecte V. cholerae et sert ensuite de point de fixation du phage CTX®
nécessaire a son entrée dans la bactérie. V. cholerae doit donc étre dans un premier

temps infecté par le phage TCP pour ensuite étre infecté par le phage CTX®.

e Les enzymes hydrolytiques

Outre sa capacité a coloniser et a adhérer aux surfaces de I'héte, le pouvoir pathogéne
d‘une bactérie tient également a son aptitude a envahir son héte. Pour cela, de
nombreuses bactéries pathogenes excretent différentes protéines extracellulaires
regroupées sous le terme d'invasines. Ces enzymes hydrolytiques présentent
différentes fonctions facilitant |‘approvisionnement de la bactérie en ressource
carbonée et azotée, la dégradation de la matrice extracellulaire et donc de
I‘organisation tissulaire au moment de l‘invasion, mais aussi modulant les réactions de
défense de I'hOte et les mécanismes d‘échappement. Le terme générique dinvasines

regroupe classiquement les enzymes agissant a faible distance du siege de la
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multiplication cellulaire et ne provoquant pas la lyse cellulaire, les distinguant alors de

certaines toxines extracellulaires.

Depuis une trentaine d‘années, une grande variété d‘enzymes hydrolytiques a été
décrite chez de nombreuses espéces de Vibrio, incluant notamment des protéases,
des lipases, des nucléases et des hyaluronidases et souvent associée a la virulence
des agents pathogénes. Les métalloprotéases sont des enzymes protéolytiques dont
I‘activité catalytique nécessite un ion métallique. Il s‘agit d‘endo- ou d‘exopeptidases,
zinc-dépendantes pour la plupart, qui clivent des peptides ou des protéines de facon

plus ou moins spécifique.

L’implication des métalloprotéases dans la virulence des bactéries du genre Vibrio fait
I'objet d’'un intérét marqué, comme l'atteste le nombre croissant des publications sur
le sujet. Différents travaux ont ainsi établi que les métalloprotéases exercent des effets
pathologiques variés. En plus de leur pouvoir protéolytique via la dégradation d’'une
grande variété de substrats protéiques de I’héte, comme la lactoferrine, le collagéne,
I'élastine, les protéines plasmatiques, ou encore I'albumine, les métalloprotéases
entrainent 'augmentation de la perméabilité vasculaire, le déclenchement de réactions
hémorragiques liées a la stimulation du systéme kallicreine-kinine, ’hémagglutination
des érythrocytes et linduction de nécroses tissulaires [164], [165]. Les différentes
métalloprotéases sécrétées par des especes de Vibrio ainsi que leurs roles

biologiques dans la virulence sont référencées dans le tableau 1.4 [166].



Tableau 1.4 : Réle biologiques de métalloprotéases décrites chez le genre

Vibrio[166].
Espéces Meétalloprotéaze Rale dans la virulence Reéferences
{designation)
. . - Effat cvtotoonque sur des hgness (Vaitkeviciuz er al,
V. choleras Pt dpithéliales intestinales humaines  2008)
- Degradation des composants da
la matrice extracellulaire comme
la fibronecting et l= fibrinogene
nd - Dégradation du mucus (Crowther af al.,
epithalium chez la souns (msite)  1987)
HA proteaze - Changement morpholopique daz  (Wu aral, 1996)
cellules épithéliales
- Altération des filaments d'actina
et das protéimes des jonctions
saITees
V. muimicus VMP - Hemagglutination des (Chowdhury et al,
erythrocytes 1950)
VMC = Cytotoxicits sur les cellulesde  (Les sral, 2003)
poissons
- Deégradation de collagenes
. pelaguis nd - Efffets toxiques envers le pousson  (Farto et al., 2002)
(turbot) .
- Hémorragie externe au niveau
des nagecires, la bouche ot des
petechies dans les organes
internes
K. harveyn Papé - Dégradation d'un snsembleda  (Teo eral, 2003k)
protemes strachurales v compns la
gelatine, la fibronectina ot le
collagéne de type [V
V. anguillarum Pa = Implication dans l'mvasion (MNorquist et al.,
1950)
EmpA = Efffat tosque sur le potsson (Han et al, 2011)
(turbot)

- Implication dans la motilite st
dans |'activite hamolvhique
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V. splendidis Vam - Effat tootique par mjection i deas  (Binesse e al.,
huitres creuss st cytotosique sur  2008)
des lignées callulaires
V. rubiashi hémagglutimne’ - Agglutination des érythrocytes (Delston ot al.,
L :
protiass d’origine humaine et animale 2003)
(Hasagava & Hisa,
\ . - Effat toxique par balnéation sur ~ 2009%; Hasegawa &
VipA at VtpB des larves d'huitre creusa al., 2009}
V. aesmuarianuy Vam = Effet lital sur les huitres du {Labreuche af al.,
Pacifique ot affet cyvtotoxique sur ~ 2010)
leurs hémocytes
V. vaulmgfious VVE - Dagradation da |’ élastine, le (Shinoda, 2005)
fibrinoginae et des inhibiteurs
protéasiquas du plasma
- Dommages tissulaires
- Lisions himerragiques
V. parahasmolyticus VPPC - Digradation du collagine de (Kim at al., 2002)
typel
VEM - Effat cvtotomique sur des
callules de branchiss du poisson  (Luan eral, 200T)
- Himorragie au niveau de cavité
piritondale aprés imfections
axpirimantales des potssons
PriVp - Faible activite himohtique (Lew ot al., 1995)

nd: non déterminé

e Les sidérophores

Il ne fait nul doute que, pour survivre et se multiplier dans I'héte, les bactéries doivent
développer des mécanismes d‘approvisionnement en nutriments nécessaires a leur
croissance. Le fer en est un élément essentiel et intervient dans de nombreux
processus biologiques (régulation de géne ou certaines réactions enzymatiques). Il a
été estimé qu‘une suspension bactérienne de E. coli de I‘'ordre de 10° cellules/ml
consommait jusqu‘a 1018 atomes de fer par litre. Du fait de la solubilité réduite du fer
(environ 6.106 atomes par litre) et de sa présence sous forme libre limitée a de tres
faible quantité dans I‘environnement, les bactéries ont donc développé des systémes
optimisés d‘acquisition du fer : le plus connu est le sidérophore (Figure 1.12). Ces
petites molécules de tres faible poids moléculaire (<1000 Da) chélatent le fer soluble
Fe3* dans I‘environnement avec une trés haute affinité et peuvent aussi I‘extraire de
protéines porteuses de I‘organisme-h6te, comme la transferrine présente chez les
mammiféres [167], [168].
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Chez les bactéries Gram négatif, les sidérophores chélatés au fer sont internalisés a
travers la membrane externe par le biais d'un systéme multiprotéique
transmembranaire complexe qui permet la mise a disposition du fer pour la bactérie.
Plus de 500 sidérophores ont été décrits et classés en trois groupes en fonction de la

structure chimique du groupe fonctionnel se liant au fer [169].

Sidérophores ‘ ‘@ -
‘ TRéuhlisatlon

Membrane : | i
A e n

extemne )

Protéine de
liaison

e LTI | ‘

ATP

Cytoplasme
ADP+Pi

‘x ‘ Dégradation

Figure 1.12 : Mécanismes d‘acquisition du fer par les sidérophores chez les bactéries
Gram négatif [167], [168].

Aprés la reconnaissance de I'ion Fe3* par les sidérophores, le complexe est transporté
a travers la membrane externe par un récepteur spécifique. Ce passage nécessite un
transporteur hautement spécifique a chaque sidérophore et un transducteur d’énergie.
Dans le cas des bactéries a Gram négatif, I'énergie requise est procurée et transmise
par le complexe TonBExXbBEXbD localisé dans la membrane interne (Figure 12). Des
protéines de liaison permettent ensuite le transport du complexe ferri-sidérophore du
récepteur a la membrane interne et par suite a travers les perméases via les

transporteurs de type ABC (ATP Binding Cassette) qui utilise 'ATP comme énergie,
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ou il se dissocie soit par digestion partielle, soit par un processus réductif et libére l'ion
Fe2+.

De nombreuses espéces de Vibrio produisent des sidérophores, comme V.
parahaemolyticus [170] ou V. cholerae [171]. Chez V. vulnificus, un sidérophore
particulier a été mis en évidence, la vulnibactine [172]. Son r6le dans la virulence a été
démontré par I'atténuation du phénotype pathogéne chez des mutants ne synthétisant
plus la vulnibactine et ne pouvant plus extraire de fer a partir de la transferrine [173].
Chez V. anguillarum, le sidérophore, nommé |‘anguibactine et codé par un opéron
localisé sur le plasmide pJM1, constitue un facteur de virulence majeur [174, 175, 176,
169]. Ce méme opéron code le complexe protéique de transport (Complexe FatABCD)
permettant l‘internalisation de I‘anguibactine dans le cytoplasme de la bactérie [177,
178, 179] dont I‘implication dans la pathogénicité a été démontrée avec détails [174].
Enfin, il a été observé des phénoménes de compétition entre différents
microorganismes pour le captage de sidérophores : certaines bactéries, comme V.
anguillarum, sont capables d‘intercepter les sidérophores d‘autres bactéries, comme
I‘acinétobactine de Acinetobacter baumanii afin d‘occuper de fagon dominante une

niche écologique [180].

Une grande diversité de structures a été observée chez les sidérophores produits par
les Vibrio. Le tableau 1.5 illustre les différents sidérophores secrétés par le genre
Vibrio.

Tableau 1.5: Différents sidérophores décrits au sein du genre Vibrio [166].

Espéces Types de sidérophore Références

V. anguillarum Anguibactine (Actis ef al.., 1986)
Vanchrobactine (Lemos et al., 2010)

V. cholerae WVibriobactine (Griffiths er al., 1984)

V. vulnificus Vulmibactine (Okujo er al., 1994)

F. fluvialis Fluvibactine (Yamamoto ef al., 1993)

V. parahaemolyticus Vibrioferrine, Fernchrome, (Broberg et al., 2011)
Aerobactine

V. hollisae et V. mimicus Aerobactine (Okujo & Yamamoto, 1994)

F. harveyi Sidérophore (Soto-Rodniguez er al., 2012)

b. Les facteurs capables d‘altérer I'hote

e les toxines
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En provoquant soit des lésions, soit des dysfonctionnements cellulaires, les facteurs
capables d‘altérer I'héte sont principalement composés de toxines. Il existe une grande
variété de structure des toxines et une grande diversité dans leurs effets pathologiques
rendant les possibilités de classification multiples [181]. On peut cependant distinguer
les exotoxines excrétées ou libérées dans le milieu, des endotoxines qui font partie

intégrante des corps microbiens.

e Les exotoxines

Les exotoxines sont des protéines bactériennes toxiques excrétées dans le milieu
extracellulaire ou libérées apres lyse de la bactérie et présentant une activité
biologique le plus souvent catalytique et une forte spécificité d‘action. Elles sont
généralement thermolabiles et sensibles aux agents dénaturants. On distingue
classiquement trois types d‘exotoxines qui different selon leur structure et leur mode
d‘action [182] :

- Les toxines de type AB sont composées de deux modules : I‘un se fixe au niveau du
récepteur de la cellule hbte et détermine une spécificité d‘action et I'autre porte le site
catalytique siege de la toxicité. Chez V. cholerae, le module B de la toxine CT (Cholera
Toxin) se fixe sur un récepteur spécifique, le GM1 ganglioside présent a la surface des
entérocytes, et le module A catalyse I'’ADP-ribosylation de la protéine Gsa qui active
I‘adénylate cyclase de fagon permanente et non-contrélée au niveau du cytoplasme
de la cellule eucaryote ciblée (Figure 1.13). L‘augmentation d’AMPc intracellulaire
conséquente induit une perte de contrdle du flux ionique et conduit a la perte passive

d‘eau par les cellules, principal symptéme du choléra.
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Figure 1.13 : Mode d‘action de la toxine cholérique CT [182].

Apres fixation au récepteur GM1, la sous-unité A est transloquée dans le cytosol ou
elle est activée par réduction thiol-dépendante. La sous-unité ainsi tronquée, Al,
catalyse I'ADP-ribosylation d‘une protéine G. L'activation de I‘adénylate cyclase
conduit a la libération d‘AMPc, messager intracellulaire ubiquiste. L'AMPc inhibe

I‘absorption active de NaCl et augmente la sécrétion d‘eau et d‘ions chlorures.

- Les toxines lytiques, parmi lesquelles les hémolysines sont trés répandues chez les
vibrions pathogenes [183], provoquent la lyse de différents types cellulaires de
vertébrés, érythrocytes ou cellules du systeme immunitaire, leur conférant le nom plus
générique de cytolysine [184]. Leur action est caractérisée par la formation de pores
au niveau de la membrane plasmique des cellules eucaryotes cibles, induisant la lyse
cellulaire et le relargage des protéines transportant le fer (comme I'hémoglobine, la
transferrine ou la lactoferrine), des Iésions tissulaires ou encore la destruction des
cellules du systéme immunitaire de I'hote. Chez V. cholerae, la plupart des souches
non-01, produisent une toxine cytolytique sécrétée dans le milieu extérieur : la toxine

El Tor cytolysine/hémolysine ou HIyA [185] . Cette toxine présente une activité
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entérotoxique et apparait comme la cause principale de la gastroentérite causée par
les souches V. cholerae non-O1. Chez V. vulnificus, une exotoxine de type hémolysine
(VvhA) a été identifiée [186]. En plus de son r6le dans la libération du fer de
I'hémoglobine et la formation de pores dans la membrane cellulaire, cette toxine
provoque des effets cytotoxiques. L'injection intradermique de la VvhA purifiée a des
souris a entrainé des dommages au niveau des cellules graisseuses, des cellules
endothéliales et des cellules musculaires et des infiltrations inflammatoires modérées.
D'autres études ont démontré que la Vvha stimule 'augmentation de la perméabilité
vasculaire, I'apoptose des cellules endothéliales et I'hyperproduction de I'oxyde
nitrique [74]. De méme, chez V. parahaemolyticus, une hémolysine thermostable
directe (TDH) et une hémolysine apparentée a la TDH (TRH) ont été décrites[187].
Ces deux toxines possédent une activité de type entérotoxique, cardiotoxique et
cytotoxique [85]. Chez V. harveyi, I'hnémolysine (VHH) de type phospholipase a montré
une cytotoxicité contre des cellules de poisson et une forte pathogénicité envers le
poisson flet (poisson plat) par injection qui s’est manifestée par des hémorragies au
niveau de la cavité péritonéale et la formation des zones nécrotiques a I'’endroit de
l'injection [188]. En plus, la VHH a provoqué des changements structuraux et une
induction de I'apoptose chez les cellules de flet [189]. Chez V. anguillarum, quatre
hémolysines ont été identifiées VAH 2, VAH 3, VAH 4 et VAH 5 [190]. Les hémolysines
purifiées ont montré des activites hémolytiques contre les érythrocytes de poissons,
de moutons et de lapins. Les souches mutées a un seul gene des quatre ont été
trouvées moins virulentes que la souche sauvage envers les truites (Oncorhynchus
mykiss), indiquant ainsi que chaque géne d'hémolysine contribue a la virulence de V.
anguillarum. Une hémolysine Vh-rTDH produite par V. hollisae, similaire a ’'hémolysine
TDH de V. parahaemolyticus, a été identifiée. Cette toxine a montré des activités
cytolytiques envers plusieurs types d’érythrocytes animales [191]. Enfin, chez V.
tubiashii, une cytolysine similaire a celle de Vibrio vulnificus capable de lyser plusieurs
types de cellules et des érythrocytes a été décrite [192].

- Les toxines injectées : certaines toxines protéiques et cytotoxiques sont injectées
directement dans les cellules hétes par le biais de systémes de sécrétion complexes
provoquant une perturbation des processus cellulaires et une lyse des cellules de
défense, I‘action de ces toxines permet un échappement au systéme immunitaire de
I‘héte. Le systéme de sécrétion de type Il (ou SSTT), un des plus complexes décrit a

ce jour et nécessitant I'expression de plus de 20 genes [193], [194], permet |a sécrétion
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et la translocation de facteurs de virulence dans le cytosol des cellules eucaryotes
cibles (Figure 1.14) [195], [196], [197]. Ce systeme de sécrétion est commun a de
nombreuses bactéries Gram négatif, comme les espéces Yersinia spp, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella spp ainsi que les E. coli entéropathogenes et
entérohémorragiques. Le séquengage complet d‘une souche de V. parahaemolyticus
a permis de mettre en évidence deux opérons codant deux TTSS : I‘'un, le SSTT1, est
impliqué in vitro dans la cytotoxicité alors que l‘autre, le SSTT2 retrouvé dans les
souches pathogénes pour I'homme, est responsable d‘une activité entérotoxique
induisant une accumulation de fluide intestinal. Des opérons codant des SSTT ont été
identifiés chez diverses souches de Vibrio comme V. cholerae et V. harveyi [198],
[199], tandis que des génes homologues au SSTT ont été mis en évidence chez V.
alginolyticus et V. tubiashii [200]. Enfin, un nouveau systéme de sécrétion de type IV
a éte décrit chez V. cholerae et serait responsable de la défense de V. cholerae contre

des prédateurs eucaryotes comme |‘amibe Dictyostelium discoideum [201].
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Figure 1.14 : Représentation schématique du systeme de sécrétion de type Il (SSTT)
[182].

e Les endotoxines
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Les endotoxines regroupent les composés toxiques structuraux de la paroi des

bactéries Gram négatif, appelés lipopolysaccharides ou LPS. Composant de la

membrane externe, le LPS est constitué de trois parties :

1.le lipide A est responsable de la toxicitt du LPS et de ses capacités
immunomodulatrices,

2. le polysaccharide central ou « core » maintient la membrane externe

3. la chaine latérale O hydrophile est exposée au milieu extérieur et présente une

grande variabilité a I‘'origine de la spécificité sérologique (Figure 1.15) [202], [203].

Le LPS devient toxique aprés la lyse cellulaire de la bactérie provoquée par la réponse
immunitaire de I‘h6te ou par un traitement antibiotique. Ce choc endotoxique induit par
la libération massive des LPS, entraine leur relargage dans le systéme circulatoire, ou
ils se fixent & une protéine de type LBP (LPS binding protein). Le complexe LPS/LBP,
reconnu par différents récepteurs présents a la surface des macrophages (de la famille
des Toll), provoque I‘activation du facteur de transcription NF-kB (nuclear factor kB)
qui induit une production massive de cytokines proinflammatoires. La toxicité des LPS
repose donc sur leur capacité a induire I‘apoptose de la cellule héte [204] mais
également, une sur-stimulation du systeme immunitaire donnant lieu a un choc
septique, caractérisé par des symptdmes tels que oedemes tissulaires, fievre,
hémorragies et hypotension (comme décrit chez V. vulnificus). Chez V. cholerae,
d‘autres composés structuraux, les porines OmpU et OmpT ont été associés a la
virulence [205], [206].
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Figure 1.15 : Structure des LPS et de la capsule des sérogroupes O1 et 0139 de V.
cholerae. Le lipide A et le core sont identiques pour les deux sérogroupes. Les

guelques différences chimiques sont indiquées par « ? » [202].

Il a pu étre montré récemment que les LPS, tout comme les protéines de capsule et
les OMP (Outer Membrane Protein) interagissent avec le systéme immunitaire inné de
I‘héte au travers de motifs conservés désignés sous le terme générique de MAMPs
pour "microbe-associated molecular patterns”, ou PAMPs pour "pathogen-associated
molecular patterns". En effet les MAMPs ou PAMPs sont reconnus par les PRRs ou
"Pattern recognition receptors" de I‘héte et ces interactions conduisent a I‘activation
des mécanismes de défenses de celui-ci [207]. Ainsi de nombreuses études visant
I‘étude de la modulation de la réponse immunitaire innée de I'hdte ont permis de les
mettre en évidence et de les classifier d'un point de vue moléculaire ; ces MAMPs ou
PAMPs sont également utilisés par injection expérimentale dans I‘héte en tant
qu‘inducteurs potentiels des réactions de défenses [208], [209], [210], [211], [212].

c. Les facteurs d‘échappement au systéme immunitaire de I'hbte.
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Méme si les invertébrés comme Caenorhabditis elegans [213], Drosophila
melanogaster [214], [215] ou Manduca sexta [216] restent les modeles d‘interactions
bactéries-hémocytes les plus documentés a ce jour, différents travaux portant sur les
interactions hémocytes de mollusques/vibrions ont mis en évidence quelques
stratégies employées par ces bactéries et leurs produits extracellulaires pour échapper

au systeme immunitaire.

e Altération des défenses cellulaires de I'hbte

Des modifications morphologiques des hémocytes, et notamment un arrondissement
de ces cellules, ont été observés par microscopie chez la moule Mytilus edulis en
présence de V. alginolyticus NCMB 1339, de V. anguillarum ou de son surnageant de
culture [217], [218]. Ces mémes modifications morphologiques ont également été
observées sur les hémocytes de palourdes (Ruditapes philippinarum) en présence de
V. tapetis [219], [220] ainsi que chez Mya arenaria en présence de V. splendidus [221]
, et associées a une inhibition de leur capacité d‘adhésion. Enfin, I‘exposition des
hémocytes de C. gigas aux produits extracellulaires de V. aestuarianus 01/032
entraine également une inhibition dose-dépendante des capacités d‘adhésion, un
arrondissement et une agrégation des cellules hémocytaires ainsi qu‘une perte de

leurs extensions cytoplasmiques [222].

e L’internalisation dans des cellules non phagocytaires

Cette stratégie qui garantit une niche écologique protégée ou la bactérie peut persister
et se répliquer a été mise en évidence chez des souches de V. hollisae [223] et V.
parahaemolyticus [224] qui induisaient leur internalisation dans des lignées de cellules

humaines grace a des remaniements du cytosquelette.

e La capsule

Afin d‘échapper au systéme immunitaire de I'héte, certaines bactéries sécrétent une
capsule généralement constituée de polysaccharides peu solubles s‘accumulant
autour de la paroi (CPS). La biosynthése de la capsule est déterminée par des facteurs
génétiques et environnementaux. Barriere de perméabilité, cette capsule présente

différentes fonctions : elle intervient dans la prévention de la dessiccation favorisant la
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transmission et la survie dans une niche écologique mais également dans la résistance
a l'immunité non-spécifique et notamment aux mécanismes microbicides « post-
internalisation » déclenchés au cours de la phagocytose entrainant une baisse de
I‘efficacité de cette réponse de I'héte. Chez les pathogénes de vertébrés, la CPS peut
étre impliquée dans la résistance a lI'immunité spécifique car les bactéries encapsulées
sont moins immunogénes [225]. Chez V. vulnificus, I‘encapsulation a été clairement
associée a la virulence et en constitue le déterminant majeur : une mutation au niveau
de I‘opéron codant la CPS entraine une diminution significative de la virulence [226] et
une sensibilité des mutants a I‘activité bactéricide du sérum humain [227]. Par ailleurs,
I‘expression de la CPS inhiberait la constitution du biofilm bactérien [228]. Chez V.
cholerae, I‘opéron wbf codant le sérogroupe O139 pathogéne a I‘origine d‘épidémies,
code également une capsule polysaccharidiqgue impliquée dans les mécanismes de
colonisation [229], [230].

e Inhibition de la production d‘espéces oxygénées réactives (ROS) et production

d’enzymes antioxydantes

Une autre stratégie élaborée pour échapper a la destruction par les phagocytes
consiste a bloquer la synthése des composés toxiques hémocytaires et/ou produire
des enzymes antioxydantes. Une superoxyde dismutase produite par V. shiloi permet
a cette bactérie de résister a ces composés microbicides [231], tout comme la catalase
sécrétée par Listonella (= Vibrio) anguillarum qui détoxifie les ROS produites par les
hémocytes de C. virginica [232]. De plus, V. pectinicida pathogene des larves de la
coquille Saint Jacques Pecten maximus est capable d‘inhiber la production d‘espéces
oxygénees réactives [233], [234]. Enfin, plus récemment, des travaux portant sur
I‘évolution de la production de ROS et de I‘'expression de I'enzyme Cg-EcSOD au
niveau des hémocytes de C. gigas au cours d‘une infection expérimentale a V.
aestuarianus ont mis en évidence, dés le début de l‘infection, une dérégulation du
métabolisme oxydatif caractérisée par une stimulation de la production de ROS chez
les hémocytes d‘animaux injectés, concomitante a une diminution des niveaux de
transcrits d‘un géne codant une superoxyde dismutase Cg-EcSOD [235]. Ce stress
oxydatif des cellules de défense de I'héte pourrait correspondre a un mécanisme de
virulence spécifigue de V. aestuarianus, lui permettant d‘altérer les fonctions

immunitaires de I'huitre et la viabilité des hémocytes [236].
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e Réqulation de I'expression des facteurs de virulence

Les bactéries ont la capacité de développer plusieurs stratégies ou «style de vie», de
réguler 'expression et la sécrétion de leurs facteurs de virulence et de s’adapter aux
variabilités de I'environnement extérieur comme la variation de la salinité, la
température et la disponibilité et la qualité des nutriments. Il a été rapporté que
certaines bactéries comme V. vulnificus et V. cholerae peuvent survivre dans des
conditions environnementales dures pour des périodes de temps prolongées dans un
état viable métaboliqguement mais non cultivable (pas de formation de colonies)
désigné par VBNC pour «Viable But Non-Culturable», ABNC pour «Active But Not
culturable» et CVEC pour «Conditionally Viable Environmental Cells» [237], [238].
Suite au changement climatique, les bactéries restaurent leur état cultivable a I'aide
des facteurs dépendants secrétés par d’autres bactéries environnantes et plus
précisément les acteurs du quorum sensing (QS) qui prennent le relais pour
déclencher de nouveau la virulence des bactéries en état CVEC [239]. La figure 1.16
schématise la formation du CVEC et le phénoméne de leur ressuscitation par le biais
du QS.
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Figure 1.16 : Le phénoméne de la formation de CEVC et leur ressuscitation chez V.
cholerae [239].

e Quorum sensing (QS).
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D’une maniére générique, le Quorum Sensing est un processus de communication
entre les bactéries impliquant des molécules appelées les auto-inducteurs qui
contrélent la production de plusieurs facteurs de virulence. Ces derniers sont de petites
molécules qui régulent habituellement I'expression de certains genes bactériens en
réponse a une densité cellulaire ou a des interactions interspécifiques entre les
bactéries. On distingue des autoinducteurs de nature peptidique pour les bactéries a
Gram+ et des dérivés d’acides gras pour les bactéries a Gram-. L’espéce V. harveyi
est la bactérie la plus étudiée pour son systeme de quorum sensing. Selon NATRAH
et al.;[240], le systeme majeur de régulation (positif ou négatif) de I'expression des
facteurs de virulence extracellulaires chez V. harveyi. Ce systeme régule positivement
I'activité gélatinase et caséinase et régule négativement I'activité phospholipase. Des
travaux ont dévoilé qu'a haute densité cellulaire, le QS réprime I'expression du
systeme de type lll chez V. harveyi et V. parahaemolyticus [198]. La figure 1.17
représente I'implication du QS sur I'expression de quelques facteurs de virulence chez
V. harveyi.

Chez V. cholerae, le QS est impliqué dans la formation du biofilm [241] et le

renforcement de sa capacité a coloniser [242].
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Figure 1.17 : Impact du quorum sensing sur I'’expression des facteurs de virulence
chez V. harveyi [240].

Il faut noter qu’il existe d’autres facteurs de virulence qui ne sont pas régulés par le
QS comme les hémolysines et les lipases [240]. De plus, méme si la perturbation de

la communication intracellulaire pourrait constituer une stratégie pour lutter contre les
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infections dans le domaine de I'aquaculture [243] il ne faut pas nier que dans le
domaine meédical malgré la perte du QS, certaines bactéries sont capables de

provoquer des infections [244].

1.6. Méthodes de détection du genre Vibrio

La détection des especes au sein du genre Vibrio a été toujours basée sur des
techniques phénotypiques traditionnelles [245] et plus récemment sur des outils
innovants de biologie moléculaire [246], [247], [248], [249].

En général, les méthodes classiques d’identification bactérienne nécessitent plusieurs
étapes : commengant par l'isolement, I'enrichissement, I'étalement sur milieux sélectif,
suivis de caractérisation, d’observation morphologique et finissant par des analyses
biochimiques. Cependant, toute cette procédure traditionnelle de détection
bactérienne reste lente, laborieuse et nécessite souvent plusieurs jours pour sa
réalisation. En plus, certains tests phénotypiques sont insensibles pour la détection
des bactéries a faible concentration ou qui présentent des profils phénotypiques
inhabituels. La variabilité des caractéres biochimiques atypiques des souches de
Vibrio isolées de I'environnement rend leur identification et leur distinction difficile. Les
resultats de VANDENBERGHE et al.; [245] ont montré les limites des tests
biochimiques dans I'identification des bactéries appartenant au genre Vibrio isolées a
partir de différents systemes d'aquaculture dans de nombreux pays. En outre,
certaines bactéries peuvent subir des lésions ou étre dans des états de dormance, a
cause des conditions de stress ou des changements défavorables comme la variation
de la salinité, le changement de la température ou la carence en quelques éléments
nutritifs, et deviennent non détectables par les méthodes bactériologiques classiques
[250], [251], [252].

Les progrés spectaculaires de diverses technologies moléculaires dans la discipline
de microbiologie ont permis le développement des outils d’identification plus fiables,
rapides, sensibles et spécifiques pour la détection des bactéries méme a tres faible
concentration cellulaire dans leur environnement naturel. Les outils les plus utilisés
sont la PCR (Réaction en Chaine par Polymérase) et outils dérivés : la gPCR (PCR
en temps réel), 'AFLP (le polymorphisme de longueur des fragments amplifiés), la

FISH (I'hybridation fluorescente in situ), la MLEE (électrophorese enzymatique
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multilocus), la RFLP (Polymorphisme de taille des fragments de restriction) et la
Ribotypie [237].

La PCR a été souvent utilisée pour identifier des espéces du genre Vibrio, déterminer
leurs relations phylogénétiques et taxonomiques et rechercher des génes codant pour
des facteurs de virulence par le biais de plusieurs cibles moléculaires. En visant une
région variable de I'ARNr 16S, la PCR a été utilisée pour la détection et la
différenciation de V. vulnificus dans les milieux marins [246]. Egalement, la PCR a été
utilisé pour détecter V. parahaemolyticus, en ciblant plusieurs génes de virulence
comme toxR ou les deux hémolysines TDH et TRH [253], [254]. De méme, la V.
cholerae, est systématiquement recherchés par PCR a travers les génes ctxA et ctxB,
codant pour la toxine cholérique [255]. La technique dz multiplexe PCR a été aussi
employée pour détecter le genre Vibrio [256], [257], [249].

La méthode gPCR a été développée réecemment pour détecter et quantifier des
especes de Vibrio en ciblant différents genes éventuellement impliqués dans la
virulence de I'espéce. La qPCR a été utilisée pour la détection de V. aestuarianus
[258] et V. tubiashii [248] durant les épisodes de mortalités de I'huitre creuse C. gigas.
Aussi, cet outil a été utilisé pour détecter et quantifier V. cholerae dans I'eau et les
produits de la péche [259]. Cependant, cette technique exige un niveau élevé de
compétence en laboratoire et un matériel onéreux non compatible a une utilisation

directe par exemple sur site.

Des méthodes sérologiques ont été aussi utilisées avec succes pour l'identification des
especes de Vibrio dans les aliments et les environnements aquatiques. La méthode
ELISA est le test immunologique le plus utilisé [237], [52]. Récemment, Gharaibeh et
ses collaborateurs [260] ont développé un test ELISA et un test immunologique a flux
latéral (test de jauge) pour la détection de la métalloprotéase a zinc sécrétée par la
souche V. tubiashii. Ces deux outils s'appuient sur la spécificité des anticorps
monoclonaux qui reconnaissent des épitopes spécifiques de la métalloprotéase VtpA

mature.
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CHAPITRE 2

PARTIE EXPERIMENTALE

2.1. INTRODUCTION

Les vibrions (especes bactériennes du genre Vibrio) considérés aujourd'hui comme

pathogénes émergents qui sont impliquées dans les infections d’origine animale chez
’lhomme aprés ingestion de produits de mer contaminés. En effet, depuis quelques
années, l'incidence des infections a Vibrio est en constante et réguliére progression
dans le monde [261].
Par ailleurs, peu d’études ont été réalisées dans notre pays afin de mieux estimer la
prévalence des vibrions pathogénes dans les produits de la péche [262], [263]. De
telles études sont importantes parce qu’elles permettent d’évaluer les risques d a ces
pathogenes et la mise en place des mesures préventives pour la maitrise des dangers
sanitaires liés a la consommation des produits de la péche. C’est dans ce sens que
s’inscrit la présente étude qui se fixe comme obijectif d’évaluer la prévalence de
pathogenes émergents de type vibrio dans les produits de la mer en Algérie.

Les objectifs spécifiques sont :

» L’évaluation de la qualité hygiénique des produits de la mer par la recherche
microbiologique et moléculaire des vibrions présumés pathogénes dans les
poissons et dans les moules.

» caractériser les isolats de Vibrio isolées par des techniques moléculaires appliquées
a la recherche des genes codant pour les facteurs de pathogénicité.

» La distribution des différentes espéces de Vibrio en fonction des produits de
la mer analysés (élevage ou sauvage).

» Déterminer I'Influence de la saisonnalité sur le développement de ces germes.
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2.2. LA RECHERCHE DES VIBRIO DANS LES POISSONS

2.2.1. Description des sites d'étude

L’étude a été menée dans une région centre de la cbte méditerranéenne algérienne,
au niveau de trois zones de production halieutique :

e La zone de Boumerdes
Dans la wilaya de Boumerdes, les échantillons de loup de mer et la dorade royale
d'élevage ont été prélevés a partir de deux fermes piscicoles :

a- La pisciculture ONDPA de Cap Djinet (Figure 2.1) (36.848622, 3.692855) qui est
une ferme d’élevage marin de loup de mer (Dicentrarchus labrax) et de la dorade
royale (Sparus aurata) dans des bassins sous mode intensif. Cette ferme se trouve
a 3km au sud-ouest de la ville de cap Dijinet, elle est située a 77km d’Alger et a
30km a I'est de la wilaya de Boumerdes. A proximité de cette ferme se trouve une
centrale thermique qui rejette de I'eau chaude, ce qui implique qu’a une période de
I'été, I'eau devient trop chaude et commence a avoir un impact positif sur la
croissance des germes.
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Figure 2.1 : Localisation géographique de la ferme de cap djinet. (Google earth, 2019).
b- La ferme Hypone Aquacole de Zammouri (Figure 2.2) (36.782270, 3.557132),

installée a environ 3 kilométres a I'ouest du port de Zemmouri et a environ 2 000
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metres du rivage de la plage de Zemmouri El Bahri. Elle est spécialisée dans
I'élevage de la daurade royale sous mode semi-intensif dans des cages flottantes

en mer.
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Figure 2.2 : Localisation géographique de la Ferme de Zemmouri El Bahri. (Google
earth, 2019).

Les échantillons de loup de mer et la dorade royale sauvages ont été achetés au
niveau de la pécherie de Cap djinet, le port de Zemmouri El Bahri et la poissonnerie

de Figuier.

e La zone d’Azeffoun

Les échantillons de loup de mer et la dorade royale d'élevage ont été prélevés a partir
de d'une seule ferme piscicole :

La ferme aquacole de M’lata (Figure 2.3) (36.893402, 4.350627), située a 70 Km au
nord-est de la wilaya de Tizi ouzou, dans la daira d’Azeffoun. Elle est spécialisée dans
I’élevage du loup de mer et de la daurade royale sous mode semi-intensif dans des
cages flottantes en mer. Elle recgoit les eaux de I'Oued de Irzer de M’lata qui

communique avec la mer par un petit plan d’eau.
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Figure 2.3: Localisation géographique de la ferme de M'LATA, Azzefoune. (Google
earth, 2019).

Les échantillons de loup de mer et de la dorade royale sauvages ont été achetés du

port de péche d’Azeffoun.

e Lazone de Tipaza

Les échantillons de loup de mer et la dorade royale d'élevage ont été prélevés a partir
de d'une seule ferme piscicole :

Le site aquacole SARL E.A.M est un élevage piscicole de loup de mer (Discentrarcus
labrax) et la daurade royale (Sparus aurata) en cages flottantes (Figure 2.4)
(36.611645, 2.624503), qui se situe a Ain Tagourait au Nord-est de la willaya de

Tipaza, environ 15 Km a I'Est de Tipaza.

Figure 2.4: Localisation géographique de la ferme aquacole de Ain Tagourait. (Google
earth, 2019).
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Les échantillons de loup de mer et de la dorade royale sauvages ont été achetés du

port de péche de Bouharoun.

2.2.2. Matériel et méthodes
2.2.2.1. Matériel

Le matériel utilisé pour les analyses effectuées sur les prélevements est le matériel
classique conforme a la norme ISO 7218 :2007 de microbiologie alimentaire [264]
(APPENDICE B).

2.2.2.2. Echantillonnage

L’étude a été menée dans une région centre de la cbte méditerranéenne algérienne,
sur une période de deux ans.

Un total de 690 échantillons de loup de mer (Dicentrarchus labrax ) et de la dorade
royale( Sparus aurata) ont été prélevés mensuellement de janvier 2017 a décembre
2018 au niveau de trois zones de production halieutique (Tableau 2.1, 2.2 et 2.3) (Fig.
2.5):

- Dans la wilaya de Boumerdes, 260 échantillons de loup de mer et de la dorade royale
d’élevage ont été collectés a partir de la pisciculture ONDPA de Cap Djinet (Figure
2.1), 80 échantillons de la daurade royale d’élevage ont été collectés a partir de la
ferme Hypone Aquacole de Zammouri (Figure 2.1), et 80 échantillons de loup de mer
et de la dorade royale sauvage ont été achetés au niveau de la pécherie de Cap djinet,
le port de Zemmouri El Bahri et la poissonnerie de Figuier.

- Dans la région d'Azeffoune, 40 échantillons de loup de mer et de la dorade royale
d'élevage ont été prélevés au niveau de la ferme aquacole de M’lata (Figure 2.3) et 20
échantillons de loup de mer et de la dorade royale sauvage ont été achetés du port de
péche d’Azeffoun.

-Dans la wilaya de Tipaza, 150 échantillons de loup de mer et de la dorade royale
d'élevage ont été collectés a partir de I'élevage piscicole SARL E.A.M de Ain Tagourait
et 60 échantillons de loup de mer et de la dorade royale sauvage ont été achetés du

port de péche de Bou haroun.
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La répartition des échantillons de loup de mer (Dicentrarchus labrax) et la dorade
royale (Sparus.aurata) prélevés mensuellement de Janvier 2017 a Décembre 2018 est
résumée dans les tableaux suivants :

Tableau 2.1: répartition des échantillons de loup de mer (Dicentrarchus labrax)

d'élevage et sauvage en fonction des sites de prélevement.

Boumerdes Azeffoune Tipaza
Poisson d'élevage | 340 40 150
Poissons sauvage | 80 20 60
Totale 420 60 210

Tableau 2.2 : répartition des échantillons de loup de mer (Dicentrarchus labrax)

d'élevage et sauvage collectés mensuellement de janvier 2017 a décembre 2018.

n. Dicentrarchus

(%3]
3 Anné labrax
& nnée
Jan Fev Mar Avr Mai Jun Jul Aut Sep Oct Nov Dec TOT
2017 7 7 6 7 7 6 7 7 6 7 7 6 80
F1
" 2018 7 7 6 7 7 6 7 7 6 7 7 6 80
O
© 2017 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
o F2
g 2018 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
@ 207 2 2 1 2 2 1 2 2 1 2 2 1 20
S
2018 2 2 1 2 2 1 2 2 1 2 2 1 20
3 2017 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 12
F
qc) 2018 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 8
g 2017 1 0 0 1 0 0 1 1 0 1 1 0 6
rR)
N
< 2018 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 4
2017 3 3 2 3 3 2 3 3 3 3 3 3 34
F4
© 2018 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 36
o
=2 2017 2 2 1 2 2 1 2 2 1 2 2 1 20
S
2018 2 2 1 2 2 1 2 2 1 2 2 1 20

TOT 23 32 30 22 32 30 22 32 31 23 32 31 340
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Tableau 2.3 : répartition des échantillons de la dorade royale (Sparus.aurata)

d'élevage et sauvage collectés mensuellement de janvier 2017 a décembre 2018.

_ ] n. Sparus aurata
Sites Année

Jan Fev Mar Avr Mai juin Jul Aut Sep Oct Nov Dec TOT

2017 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 48
o F1 2018 4 4 5 4 4 5 4 4 5 4 4 5 52
= 2017 3 3 4 3 3 4 3 3 4 3 3 4 40
§ F22018 3 3 4 3 3 4 3 3 4 3 3 4 40
i g 2017 2 2 1 2 2 1 2 2 1 2 2 1 20
208 2 2 1 2 2 1 2 2 1 2 2 1 20
2007 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 12
(]
c FMo28 1 1 0 1 1 o0 1 1 0 1 1 o0 8
(@]
ﬁ < 2007 1 O O 1 0 0 1 1 o 1 1 0 6
208 1. 0 0 1 0 O 1 0O 0 1 0 O 4
2007 3 3 4 3 3 4 3 3 4 3 3 4 40
c Fdo2018 3 3 4 3 3 4 3 3 4 3 3 4 40
©
o
= s 2017 17 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 12
208 1 1 o0 1 1 o0 1 1 0 1 1 0 8
TOT 30 28 29 30 28 29 30 29 29 30 29 29 350

2.2.2.3. Méthodes

> prélévements

Les échantillons ont été prélevés aseptiquement dans des sacs (Stomacher) stériles
entreposés dans des glacieres, puis transportés au laboratoire.

Le numéro d’identification et la date de prélévement ont été reportés sur chaque sac
(Stomacher) et notés sur un registre.

Les prélevements de produits de la mer ont été conserveés au réfrigérateur et analysés

dans les 24 heures qui suivent la collecte.

> Analyse des poissons
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Les préléevements de la peau, branchies et visceres ont été réalisés de maniére
aseptique sur chaque individu et découpés en petits morceaux en utilisant une pince
stérile et un scalpel. Le mélange obtenu a été divisé en deux parties :

Une détection de Vibrio parahaemolyticus et Vibrio cholerae selon la norme ISO / TS
21872-1 : 2007 [265], et 'autre pour la détection d'autres especes de Vibrio selon la
norme ISO / TS 21872-2 : 2007 [266].

e Détection de V. parahaemolyticus et V. cholerae

Pour la recherche de V. parahaemolyticus et V. cholerae, deux enrichissements
sélectifs successifs ont été utilisés :

- Le premier consiste a homogénéiser 25 g du produit analysé avec 225 ml d’eau
peptonée alcaline a 2% de NaCl (pH 8,6 + 0,2) avec un (stomacher) pendant 60 s a
230 tr / min et incubé a 41,5 ° C pendant 6 £ 1 heures.

- Le second enrichissement en milieu sélectif liquide consiste a transférer 1 ml préleve
en surface de la culture obtenue lors du premier enrichissement dans un tube
contenant 10 ml d’eau peptonée alcaline saline ;puisincubé 18 £ 1 ha41,5° C.

A partir du bouillon d’enrichissement, un ensemencement a été fait sur gélose TCBS
(Thiosulfate-Citrate-Bile-Saccharose ; Biomerieux, Marcy ['Etoile, France) ; puis
incubé 24 + 1 heures a 37 °.

Les colonies caractéristiques sont de coloration jaune (lactose +) ou de coloration verte
(lactose -) :

Les colonies jaunes et plates de 2 a 3 mm de diamétre présomptives de Vibrio
cholerae,

Les colonies jaunes de grande taille présomptives de V. alginolyticus,

Les colonies jaunes ou translucides présomptives de V. fluvialis et de V. vulnificus

Les colonies incolores a centre vert présomptives de V. parahaemolyticus

Cinq colonies caractéristiques pour chaque espece présomptive de Vibrio isolée sur
chacune des boites de Pétri ont été repiquées sur la gélose nutritive alcaline (GNA) a
2 % de NaCl (Biomerieux, Marcy I'Etoile, 2016, France), puis incubées 24 h a 37°C

pour I'obtention des isolats pures.

» ldentification bactérienne par I'étude des caractéres phénotypiques :
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Une identification présomptive est réalisée sur les colonies isolées par la recherche de
I'oxydase, de I'arginine dihydrolase (ADH) et de la Lysine décarboxylase (LDC).

L’identification est poursuivie sur les isolats oxydase positive, ADH négative et LDC
positive avec I'ensemencement d'une galerie Enterobacteriaceae APl 20F
(Biomerieux, Marcy I'Etoile, France) et d’'une galerie de croissance en sel constituée
d’'une série de tubes d’eau peptonée alcaline contenant 0, 3, 6, 8 et10 % de NaCl.
[267] (tableau 2.4).

Confronter les résultats de l'identification donnés par le décodage de la galerie API
20F (en tenant compte, pour I'ADH et la LDC, des résultats des cultures en tubes) a
ceux donnés par la galerie en concentration croissante en NaCl (0-3-6-8-10%)
interprétée selon le tableau suivant :

Tableau 2.4 : Les résultats d’ensemencement des espéeces du genre vibrio dans des

galeries de croissance en sel.

Galerie en sel Interprétation
0% 3% 0% 8% 10 % P
+ + +- - - Vibrio cholerae
4% + + +- +- Vibrio parahaemolyticus
1 n +- - - Vibrio vulnificus
+.* + + + - Vibrio alginolyticus

* Lorsqu’elle existe, la croissance est faible

% La Conservation des isolats de Vibrio

Un volume de 1 ml de culture de Vibrio dans le milieu TSB a 2 % de NaCl de 6 a 12
heures, et 0,1 ml de glycérol stérile ont été mis dans des cryotubes stériles et
conservés dans un congélateur a - 20°C.

e Détection d'autres especes de Vibrio

C’est la méme méthode citée si dessus sauf que pour la recherche d'autres espéces
de Vibrio (autre que Vibrio parahaemolyticus et Vibrio cholerae ), il est nécessaire de
modifier uniquement la température d'incubation des deux enrichissements sélectifs :
Le premier enrichissement nécessite une incubation a 37 ° C pendant 6 £ 1 h, tandis

gue le second nécessite une incubation a 37 ° C pendant 18 £ 1 h.



74

e Confirmation de l'identification

Les identifications obtenues par les tests biochimiques ont été confirmées par la
technique de spectrométrie de masse a ionisation douce MALDI-TOF MS (Matrix
Assisted Laser Desorption lonization - Time of Flight, 2014) et par la technique
moléculaire PCR, dans le laboratoire de recherche en microbiologie alimentaire de
I’'Université de MESSINE, Département des sciences vétérinaire, en ltalie.

> Identification par Le MALDI-TOF MS :

Pour l'identification par MALDI-TOF MS, des colonies de Vibrio revivifiées sur gélose
nutritive alcaline (avec 2% de NaCl) ont été directement transférées en utilisant une
boucle d’inoculation (1pl loop) sur des plaques cibles FlexiMass MALDI, avec des
spots de 48 puits (bioMérieux, Firenze, Italie). Chaque colonie a été étalée sous forme
de film mince sur un seul puits, recouverte de 1 ul de la solution matricielle HCCA
(solution saturée d'acide alpha-cyano-4-hydroxycinnamique dans 500 ml d’acétonitrile
(solvant organique), et 25 ml d’acide tri-fluoroacétique) et séchée a l'air pendant 3-5
minutes a température ambiante.

Escherichia coli ATCC 8739, utilisé comme contrdle d'identification interne, cultivé sur
gélose au sang de mouton (Biolife, Italie) pendant 24 heures et inoculé par la suite sur
des points de calibrage spécifiques et séparés (position G3 et G4). Apres cristallisation
de la matrice et du matériel microbien, les plaques ont été introduites dans un
spectrometre de masse Vitek MS Axima Assurance (bioMérieux, Florence, Italie) en
mode linéaire positif a une fréquence laser de 50 Hz avec une tension d'accélération
de 20 kV et un temps de retard d'extraction de 200 ns. Spectres de masse détectés
allant de 2 000 a 20 000 Da.

MALDI-TOF génére des spectres de masse unique pour les micro-organismes qui ont
éte transférés dans le logiciel SARAMIS (Spectral ARchive And Microbial Identification
System - Database version V4.12 - Software year 2013, bioMérieux, Firenze, Italy) ou
ils ont été comparés a la base de données contenant les spectres de référence des
bactéries. La base de données SARAMIS contient plus de 25 000 spectres de 586
especes bactériennes et fongiques [268]. Un pourcentage de probabilité, ou niveau de
confiance, a été calculé par l'algorithme du logiciel. Cette valeur représente la similarité

en termes de présence ou d'absence de pics spécifiques entre le spectre généré et
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les spectres de la base de données. Une correspondance parfaite entre le spectre de
I'échantillon et le spectre unique d'un seul organisme ou groupe de bactéries a permis
d'obtenir un niveau de confiance de 99,9% ("excellente ID").

Pour un niveau de confiance allant de > 60 % a 99,8 %, l'identification a été considérée
comme "bonne ID" parce que le spectre était suffisamment proche de celui d'un
spectre de référence ; tandis que pour la valeur < 60 %, "aucune identification" (no ID)

a été donnée [269].

> Test sérologique

Toutes les isolats de V. cholerae identifiées ont été testées pour la recherche des
serogroupes O1/ 0139 en utilisant des sérums agglutinants pour 'O1 (BTA 491,
Microgen Bioproducts, Camberley, UK) et 'O139 (BTA 494, Microgen Bioproducts,
Camberley, UK). Les isolats identifiees comme O1 ont été testées par la suite pour
I'appartenance au serotype Ogawa (BTA 493, Microgen Bioproducts, Camberley, UK)
et Inaba (BTA 492, Microgen Bioproducts, Camberley, UK) avec des sérums

agglutinants spécifiques.

> ldentification moléculaires

e Extraction de ’ADN bactérien

Les isolats de Vibrio conservées ont été cultivées sur gélose nutritive alcaline (& 2%
de NaCl) incubées a 37°C pendant 18+1 heures (selon la norme UNI EN ISO 21872-
1:2017) [270].Une anse pleine de colonies a été prélevée et triturée dans 500 pl de
solution saline stérile (0,85% NaCl) préalablement distribuée dans les microtubes de
1,5 ml. L'extraction de I'ADN a été réalisée par un traitement thermique dans un
thermomixeur (Eppendorf, Hambourg, Allemagne, 2014) réglé a 95°C pendant 5
minutes. Aprés ce traitement, les tubes ont été centrifugés a 10000 tours/minute
pendant 1 minute, et le surnageant contenant ’ADN bactérien a été pipté dans des

eppendorf et conservé a -20°C jusqu'a son utilisation.

e Confirmation de l'identification des espéces de Vibrio par PCR

Tous les isolats biochimiques identifiés ont été confirmées aux genres vibrio par
I'amplification du géne rpoA qui codifie pour la sous-unité alpha de I'ARN polymérase
[271].
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Le mélange réactionnel de chaque PCR était préparé comme suit : 0,5 ug d'ADN
génomique purifié, 25 pmol de chaque amorce, tampon d’amplification 1X, 2 mM de
MgCl2, 0,2 mM de chacun des dNTP (Invitrogen, Paisley, UK) et 1 U de Tag DNA
polymérase (Invitrogen, Paisley, UK), pour un mélange final de 50 pL et un contrdle
du mix PCR est réalisé en ajoutant 1 yL d’eau distillée stérile (H20) au mix PCR. La
confirmation de la présence de Vibrio cholerae a été effectuée conformément a la
norme UNI EN ISO 21872-1:2017 [270] par la détection de la région cible prVC [272]
et par la recherche du géne de virulence ctxA pour les isolats de vibrio cholerae 01/
0139. [273]

L'amplification de I'ADN a été réalisée dans un thermocycleur (C1000 Touch, Bio-Rad,
Italie) : dénaturation & 94°C pendant 1 min, suivi d'une hybridation & 63°C pendant 1,5

min, et une élongation a 72°C pendant 1,5 min), durant 30 cycles.

Une réaction d’électrophorese sur gel d’agarose a 2 % (100ml de tampon Tris-borate-
EDTA avec 2g d'agarose, Sigma-Aldric, Italie) a été réalisée avec 5 yL de produit
d’amplification pendant 40 min a 90 V. Aprés migration en tampon Tris-borate-EDTA
(TBE), les produits d’amplification sont mis en évidence aprés coloration par le
Bromure d'Ethidium (BET), agent qui s'intercale entre les bases de I'ADN et qui est
fluorescent en lumiere ultra-violette (UV) (Gel Doc XR, Bio- Rad Laboratories,
Hercules, USA, 2007) et analysés avec le logiciel Quantity One (Bio-RadLaboratories,
Hercules, USA).

Leur taille est déterminée par rapport a ’ADN témoin et avec les bandes d’un marqueur
de poids moléculaire de 100 pb d’ADN (Invitrogen Ltd, Paisley, Royaume-Uni, 2018)
ayant migré dans les mémes conditions. Des contréles internes sont également
réalisés dont un témoin négatif (un mélange PCR sans ADN ) et deux témoins positifs
(lesisolats de référence V. alginolyticus ATCC 17749 (pour rpoA) et V cholerae CCUG
3751 (pour prVC) ). Toutes les amorces ont été synthétisées par Operon Technology
(Cologne, Allemagne, 2018). Les ségquences des amorces utilisées pour I'amplification
sont énumérées dans le tableau 2.5 [271], [272], [273].
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Tableau 2.5 : Séquences des amorces utilisées dans notre étude pour la détection

des vibrions.
Genes Poids i o
_ Amorces i _ Sequences Références
cibles moléculaires
rpoAf AAATCAGGCTCGGGCCT [271]
rpoA 242 pb
rpoAf GCAATTTT(A/IG)TC(A/GIT)AC(CIT)GG
prvCf TTAAGCSTTTTCRCTGAGAATG [272]
prvC 300
prvCf AGTCACTTAACCATACAACCCG
CTX2 CGGGCAGATTCTAGACCTCCTG [273]
CtxA 505
CTX3 CGATGATCTTGGAGCATTCCCAC

2.2.3. RESULTATS

Les résultats de cette étude ont révelé que nous avons pu isoler 42 isolats de Vibrio

spp a partir de la flore du loup de mer et la dorade royale.

e Résultats d’identification préliminaire par la galerie API 20F

o V. alginolvticus :

La bactérie est de couleur jaune sur TCBS (saccharose +), oxydase+, mobile a I'état

frais, présente un développement dans I'eau peptonée alcaline a 3%, 6% et 8% de

NaCl mais plus au moins a 0%.

o V. hollisae

Elle est oxydase+, mobile a I'état frais, et de couleur jaune sur TCBS alors que vibrio

hollisae se développe mal sur le milieu TCBS[118] .

o V. cholerae
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Apres 24 heures d'incubation, des colonies typiques jaunes brillants (2-3 mm) sont
apparues sur TCBS, elles ont été initialement considérés comme V. cholerae ; Elle

etait oxydase +, en forme de virgule, mobile a I'état frais et tolére jusqu'a 3% de NaCl.

V. flivialis

Elle est oxydase+, mobile a I'état frais, de couleur jaune sur TCBS et présente un
développement dans I'’eau peptonée alcaline a 3% et 6% de NaCl mais plus au moins
a 0%.

Les résultats de la galerie API 20F des vibrions isolés sont résumés dans tableau
suivant (tableau 2.6) :

Tableau 2.6 : Les caractéres biochimiques des vibrions sur les galeries API 20

Caracteres Vibrio Vibrio Vibrio Vibrio
biochimiques alginolyticus hollisae Fluvialis cholerae
ONPG - - + +

ADH - - + -
LDC
oDC

CIT - - -
H2S - - - -
URE - - - -
TDA -
INDOLE +
VP - - -
Gélatine + +
Glucose + + +
+ +

++
1
1

Mannitol
Inositol - - - -
Sorbitol - - - -
RHA - - - -
Saccharose + - + +
MEL - - - -

Dans cette étude, 15 isolats de V. cholerae ont été isolés, 5 isolats de V. fluvialis, 20
isolats de V. alginolitycus et 2 isolats de V. hollisae.

V. alginolyticus était I'espéce la plus dominante 48 %, suivi de V. cholerae 36 %, V.
fluvialis 12% et vibrio hollisae 4 %. (Figure 2.5)
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H V. cholerae mV. fluvialis ® V. alginolitycus V. hollisae

Figure 2.5 : Le pourcentage d’isolement des vibrions dans I'ensemble des poissons

analysés.

D’apres les résultats serologiques les isolats de vibrio cholerae isolés sont non-O1 et

non-O139 (non agglutinant aux antisérums O1 et 0139).

e Résultats de confirmation par MALDI-TOF/SM et PCR :

Les 42 isolats (identifiées biochimiquement) ont été confirmées comme appartenant
au genre vibrio par PCR (rpoA) et analyse MALDI-TOF/SM (Figure 2.6).

les 15 isolats de V. cholerae ont été confirmées par MALDI-TOF comme étant vibrio
cholerae avec un niveau de confiance > 90%, tandis que les 20 isolats de V.
alginolitycus ont été confirmées par MALDI-TOF avec un niveau de confiance > 95%,
Les 17 isolats biochimiquement identifiées comme étant V. fluvialis ont été toutes
confirmées par I'analyse MALDI-TOF/SARAMIS avec un niveau de confiance > 97%

et les 2 isolats de V. hollisae ont été confirmées avec un niveau de confiance > 85%.

La détection du geéne rpoA par PCR a confirmé la présence des 42 isolats du genre

vibrio.



80

Figure 2.6 : Electrophorése sur gel d'agarose des produits d'amplification par PCR du

gene rpoA (242 pb) des isolats de vibrio isolées.

Colonne S : Marqueur de taille moléculaire de 100 pb ; Colonne N : contrdle négatif ;

colonne 1 : contréle positif (V. algynolyticus ATCC 17749) ; colonne 2-12 : échantillons

positifs ; colonne W : contréle de I'eau.

e La prévalence des vibrions en fonction des produits de mer analysés (tableau 2.7

et fig.2.7) :

Tableau 2.7 : Les résultats de prévalence des vibrions chez le loup de mer et la dorade

royale :
sparus aurata dicentratchus labrax Total
Espéces Nombre Nombre Nombre Prévalence
isolées de Prévalence de Prévalence isolats T
otal
souche souche total

v,alginilyticus 13 3,71 % 7 2,06% 20 2,90 %
v,cholerae 10 2,86 % 5 1,47 % 15 2,17 %
v,fluvialis 2 0,57 % 3 0,88 % 5 0,72 %
v,hollisae 0 0% 2 0,59 % 2 0,29 %

6,08 %
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Cette étude a montré une prévalence globale du genre Vibrio de 6,08 %(tableau 2.7
et figure 2.7) dans I'ensemble des produits de la mer analysés. Cette prévalence est
répartie comme suit :
- V.alginolyticus 2,90 % dont 3,7 % chez la dorade et 2,06 % chez le loup de mer. -
V.cholerae a une prévalence de 2,17 % dont 2,86 % chez la dorade et 1,47 % chez le
loup de mer.
-V. fluvialis avec une prévalence de 0,72 % dont 0,57% chez la dorade et 0,88 % chez
le loup de mer.

V. hollisae avec une prévalence de 0,29 % dont 0,59% chez le loup de mer et aucun

vibrion n’a été isolé chez la dorade royale.

sparus aurata

W v,alginilyticus
M v,cholerae
m v, fluvialis

v,hollisae

dicentratchus labrax

M v.alginolyticus
M v.cholerae
m v.fluvialis

v.hollisae

Figure 2.7 : Résultats d’isolement des vibrions chez le loup de mer et la dorade

royale
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Toutes les espéces bactériennes du genre vibrio qui ont été isolées a partir de la flore
de Sparus aurata, étaient également présents dans la flore de dicentrachus labrax (a
savoir Vibrio alginolyticus, Vibrio cholerae et Vibrio fluvialis), sauf vibrio hollisae, elle
était présente que dans la flore de dicentrachus labrax.

e La prévalence des vibrions en fonction des sites de prélévement (figure.2.8).

Titre du graphique
16
14
12
10

Number of strains
B (o)) 0]

N

BOUMERDES TIPAZA AZZEFOUN

W Vibrio alginolyticus+ M Vibrio cholerae non 01,139 m Vibrio hollisae = Vibrio fluvialis

Figure 2.8 : Répatrtition des Vibrio en fonction des sites de prélevement

Le taux de contamination des vibrions dans notre étude est variable d’un site a I'autre

Pour la région de Boumerdes, 26 isolats de vibrions ont été isolées, soit 6,19%
d’'incidence dont 17 isolats dans la ferme F1 de I'ONDPA (9 isolats de Vibrio
alginolyticus, 6 isolats de Vibrio cholerae et 2 isolats de Vibrio holisae), et 9 isolats
dans la ferme de Zemmouri F2 (5 isolats de Vibrio alginolyticus et 4 isolats de Vibrio
cholerae), alors qu’aucune souche de vibrio n'a été détectée chez les poissons
sauvages.

Dans la région de Tipaza, seize isolats de vibrio ont été isolées de la ferme E.A.M
(F4), soit 7,62 % d’incidence, a savoir 6 isolats de Vibrio alginolyticus, 5 isolats de
Vibrio cholerae et 5 isolats de Vibrio fluvialis, mais aucune souche n’a été détectée
chez les poissons sauvages.

Dans la région d’Azzefoun, nous n’avons pas pu isoler des vibrions, ni chez les

poissons d'élevage (F3) ni chez les poissons sauvages.
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e La prévalence des vibrions en fonction de la saison de prélevement est résumée

dans le tableau 2.8 et les figures 2.9) :

Tableau 2.8 : Résultats de répartition des isolats de Vibrions isolées en fonction de la

saison de prélévement :

sparus aurata dicentratchus TOT
labrax

especes Saison F1 F2 F3 F4 F1 F2 F3 F4

Hiver 1 0 0 0 1 0 0 0 2

Printemps 0 O O O O0 O 0O O 0
v,alginilyticus

Eté 3 4 0 2 2 0 0 2 13

automne 1 1 0 1 1 0 0 1 5

Hiver 1 0 0 0 1 0 0 0

printemps 0 O O O 0 O 0O O 0
v,cholerae

Eté 2 4 0 1 2 0 0 1 10

automne 0 0 0 2 0 0 0 1 3

Hiver 0O O 0 0 0 0 0 0 0

printemps O O O O 0 O 0O O 0
v,fluvialis

Eté 0O O 0 1 0 0 0 2 3

automne 0 0 0 1 0 0 0 1 2

Hiver 0O O 0 0 0 0 0 0 0

printemps O O O O 0 O 0O O 0
v,hollisae

Eté 0O O 0 0 2 0 0 0 2

automne 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TOT 8 9 0 8 9 0 0 8 42
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PRINTEMPS
0%

ETE
67%

Figure 2.9: Répartition des Vibrio en fonction de la saison de d’échantillonnage.

Les résultats obtenus de la présente étude montrent que l'isolement des vibrions est
en relation avec la saison d’échantillonnage, 67% des vibrio ont été isolés en été et
surtout en mois d’aout et 24% en automne et 9% en hiver, par contre aucun vibrio n’a

été détecté au printemps.

» Résultats de I'étude statistiques :

Pour comparer les données de cette étude, entre les especes de vibrio isolées et la
saison d’échantillonnage, le site de prélevement et I'espéce de poisson analysée, des
tests d'analyse de variance a un facteur ont été réalisés (test ANOVA et le test de
Student), a I'aide du logiciel BIOSTATGV — version v13.

Les résultats ont été jugés significatifs a P < 0,05.

e La corrélation entre les espéces de vibrio isolées et la saison d’échantillonnage :

Les différences significatives entre les especes de vibrio isolées et la saison
d’échantillonnage ont été testées par le test de variance a un facteur ANOVA (tableau
2.9).
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Tableau 2.9 : résultats du test dANOVA entre les espéces de vibrio isolées et la

saison d’échantillonnage

Les especes Hiver [printemps| été |Automne

v.alginilyticus 2 0 13 5
v.cholerae 2 0 10 3
v.fluvialis 0 0 3 2
v.hollisae 0 0 2 0
Résultat
ANOVA P : 0.025300345164821

P< 0,05.

Les résultats obtenus par le test ANOVA montrent qu’il y a une corrélation entre les

especes de vibrio isolées dans cette étude et la saison d’échantillonnage (p< 0.05).

e Corrélation entre les especes de vibrio isolées et le site de prélévement :
Les différences significatives entre les especes de vibrio isolées et le site de

prélevement ont été testées par le test ANOVA (tableau 2.10).

Tableau 2.10 : résultats du test dANOVA entre les espéces de vibrio isolées et les

sites de prélevement :

Les espces La zone de [La zone La zone de
Boumerdes d’Azzefoun Tipaza

v.alginilyticus 14 0 6
v.cholerae 10 0 5
v.fluvialis 0 0 5
v.hollisae 2 0 0
Résultat
ANOVA P :0.13437574479893

p> 0,05.

Les résultats du test statistique ANOVA indiquent qu’il n’existe pas de différence
significative entre les espéces de vibrio isolées et les sites de prélevements des

poissons (p> 0,05).

e Corrélation entre les espéces de vibrio isolées et I'espéce de poisson analysée :
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Les différences significatives entre les especes de vibrio isolées et I'espéce de poisson

analysée ont été testées par le test de Student (tableau 2.11).

Tableau 2.11 : résultats du test de student entre les especes de vibrio isolées et

I'espéce de poisson analysée

Les especes sparus aurata dicentratchus labrax
v.alginilyticus 13 7
v.cholerae 10 5
v.fluvialis 2 3
v.hollisae 0 2
Résultat test Student P : 0.58040053454523
p> 0,05.

Les résultats du test de Student montrent qu’il n’existe pas de différence significative

entre les espéces de vibrio isolées et I'espéce de poisson analysée (p> 0,05).

2.2.4. DISCUSSION

La flore microbienne du poisson impacte la santé des consommateurs car elle
renferme des bactéries pathogenes telles que: Salmonella spp, Clostridium
perfringens, Clostridium botulinum, staphylocoque aureus, L. monocytogenes et
Aeromonas hydrophila [274] et principalement des bactéries du genre Vibrio [3, 21].

Il est rare que des agents pathogéenes pénetrent dans la chair comestible des poissons
(muscles). Cependant, si les poissons sont stressés (par exemple en raison du
surpeuplement, de la mauvaise qualité de I'’eau ou d’autres conditions) ou a la mort ou
apres capture et lorsque le poisson est exposé a une température supérieure a 8°C,

ces germes peuvent s’introduire dans la chair comestible [275], [276].

Cette étude a montré une prévalence globale du genre Vibrio de 6.04 % dans
’ensemble des poissons analysés ; Cependant, les résultats de El-Hady et al. [277]
ont montré que cing especes du genre vibrio ont été isolés chez différents poissons
d’élevage, avec une prévalence globale de 27,5 % ; sur un total de 353 échantillons
de poissons collectés entre 2015 et 2016 en Arabie saoudite, les vibrions ont été isolés

a une prévalence globale de 54,95% [278]. Une autre étude menée en Nigeria par
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Adebayo-Tayo et al. [279], montre que les vibrions ont été isolés avec une prévalence
de 90% a partir de de la flore branchiale de 120 échantillons de poissons.

Dans notre étude quatre espéeces de vibrions ont été isolés, a savoir, V. cholerae, V.
fluvialis, V. alginolitycus et V. hollisae .Vibrio alginolyticus était la plus prédominante
(n: 20), selon les résultats de Moustafa et al. [280], Vibrio alginolyticus était I'espéce
pathogéne la plus fréquemment isolée chez la daurade royale d'élevage ; selon une
étude menée en Tunisie, Vibrio alginolyticus était le germe le plus prédominant de la
microflore de 113 échantillons de poissons [281].

La prévalence d’isolement de V. alginolyticus a partir de loup de mer et la dorade
royale était de 2,90%, cependant, en Egypte, Vibrio alginolyticus a été isolé avec une
prévalence de 87.28% dans un élevage de loup de mer et daurade royale [282],
Ravikuma et al. I'ont isolé avec une prévalence de 17% en Inde. Cependant, selon une
etude menée par Dib [262], en Algérie, Vibrio alginolyticus a été isolée dans un seul
echantillon de sardine et Vibrio alginolyticus a été isolé avec une prévalence faible de
6,43 % dans un élevage de la dorade royale en Arabie saoudite [284]. Les travaux
d'Okonko et al. [285] et Adehayo-Tayo et al [279], ont montré que Vibrio alginolyticus
a été isolé avec une prévalence de (3,8 %) a partir de différents prélevements de

poissons.

La présence de Vibrio alginolyticus dans le loup de mer et la daurade royale qui sont
destinés a la commercialisation (donc a la consommation), présente un danger pour
la santé humaine car les infections a Vibrio alginolyticus principalement rapportées
sont des otites, des conjonctivites, des pyodermites superficielles et des gastro-
entérites. Chez les sujets immunodéprimés, elles peuvent devenir graves et
potentiellement mortelles. Elle peut infecter les tissus cutanés a partir d’'une Iésion
cutanée. A ce titre, vibrio alginolyticus doit faire partie de la liste des agents
pathogénes en cas d’infection cutanée, en particulier chez les malades ayant été en

contact avec de I'eau de mer de régions chaudes ou des animaux marins [286].

Selon Zorrilla et al. [287] et Ben Kahla-Nakbi et al. [288], Vibrio alginolyticus est
considérée comme le principal pathogéne bactérien décrit dans I'élevage du loup et
de la daurade dans la région méditerranéenne .A cet effet, I'isolement de cette bactérie
a partir de la flore branchiale et intestinale du loup de mer et la dorade royale d’élevage

dans notre étude pourra engendrer des mortalités importantes et des pertes
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economiques énormes. Certains facteurs peuvent favoriser I'expression de sa
virulence, comme les manipulations de péche, la densité et le tri des poissons élevés
dans les bassins, ainsi que les conditions physico-chimiques de température, salinité

et oxygene dissous.

Les infections a Vibrio non cholerae se sont développées ces dernieres années et
les risques sanitaires liés aux vibrions sont susceptibles d’étre exacerbés dans les
années a venir par le changement climatique, I'augmentation de la consommation des
produits de la mer et le nombre de personnes immunodéprimées [289].

Dans notre étude, Vibrio cholerae non O1/ non 0139 a été isolé avec une prévalence
de 2,17 %, alors qu’elle était la bactérie la plus dominante (47,2 %) dans les branchies
de 120 échantillons de poisson prélevés au Nigeria [279]. Chez les larves de
dicentrachus labrax, d’'une écloserie en Turquie et dans les branchies et l'intestin de
carpe et poisson-chat, il était aussi isolé de la flore intestinale de dix espéces de
poissons d'eau douce (71 %) et une espece marine (2,3 %).

A Qingdao en Chine, il a été détecté dans le tractus gastro-intestinal du turbot adulte
d'élevage (Scophthalmus maximus) [290]. En Inde, V. cholerae a été isolé a partir de
deux especes de poissons (Priacanthus hamrur et Megalaspis cordyla) capturés au
large des cbtes de Royapuram [291]. Lors de I'évaluation de la qualité microbiologique
du requin siamois (Pangasius hypophthalmus) transformé pour l|'exportation au
Vietnam, il a été isolé a partir de son filet et I'eau utilisée pour les rincer [292]. Par
contre, aucune souche de V. cholerae (V. cholerae non 01/non 0139) n’a été isolée a

partir de 37 échantillons de produits de péches au Maroc [293].

V. cholerae (sérogroupes non-O1/non-0-139) est I'espéce responsable de la plus
grande diversité de syndromes, elle est responsable d’infections cutanées et
d’infections par voie digestive, lors de toxi-infections alimentaires isolées ou
collectives. En effet, chez des sujets immunodéprimés, elle peut provoquer des
septicémies dans 5 % des cas, avec un taux de mortalité de 1 a 4 %, principalement
chez les patients développant une septicémie. Les facteurs de risque sont
principalement I'exposition au milieu marin ou la consommation de produits de la mer

crus ou mal cuits [294].
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Peu de données sont disponibles au niveau mondial sur les infections & V. cholerae
non-01/non-0139. Selon certains rapports du CDC (Center for Disease Control and
Prevention) [295], 10 % des infections a Vibrio d’origine alimentaire observées aux
Etats-Unis étaient dues a V. cholerae nonO1/non-0139.Ces souches étant également
responsables de pres de 5 % des infections par voie cutanée [296]. En Europe, une
étude récente menée en ltalie a montré que 3,4 % des cas hospitalisés pour
gastroentérites aigués aprés consommation de produits de la mer étaient dus a V.
cholerae non-O1/non-0139 [297].

V. fluvialis est considéré comme un pathogéne alimentaire émergent et a été
impliqgué dans des épidémies et des cas sporadiques de diarrhée aigué [298], [299].
En outre, V. fluvialis représente une menace économique importante pour
l'aquaculture car il est pathogéene pour les poissons d'élevage et les homards [300]. La
gastro-entérite causée par cet organisme est associée a la consommation d'eau
contaminée ou de fruits de mer crus ou mal cuits [301], [302]. De plus, des infections
extra-intestinales associees a V. fluvialis, telles que des cellulites et des cérébrites
hémorragiques [303], des péritonites [304], des otites aigués [305], des infections des
voies biliaires [306], des bactériémies [307] et méme des infections oculaires [308] ont

également été signalées.

Cing souches de Vibrio fluvialis ont été isolées dans notre étude, avec une
prévalence de 0.72%. Elle est relativement inférieure a celle rapportés par Adebayo-
Tayo et al. [279], qui ont pu isolé 7 souches de Vibrio fluvialis chez 120 échantillons
de poissons de mer avec une prévalence de 13,2% et a celle de Hadi et al [309] qui
I'ont isolé avec une prévalence de 7,6% . En Turquie, apres
V. alginolyticus (>30 %), V. fluvialis était le vibrio le plus prédominant dans les crabes
bleus et les poissons vendus au détail (>10 %) [310], [311].

La plus grande épidémie d'infection a V. fluvialis a été signalée au Bangladesh entre
octobre 1976 et novembre 1977, avec plus de 500 patients [312]. Aux Etats-Unis, V.
fluvialis représentait 10 % des cas cliniques causés par les vibrions le long de la cote
du Golfe du Mexique [313]. Les données de surveillance du vibrion montrent qu'il était
responsable de 82 cas parmi les 1 584 infections a Vibrio signalées aux Centers for
Disease Control and Prevention entre 1997 et 2000 [314]. Srinivasan et al., ont

rapporté que V. fluvialis est isolé avec une fréquence accrue chez les patients
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hospitalisés a Kolkata, en Inde, atteints de maladies similaires au choléra [315]. Une
étude du groupe de Ramamurthy a révélé que le taux d'isolement de V. fluvialis est
passé de 0,7 % en 2002 a 2,2 % en 2009 [316]. Récemment, il a été rapporté que 3
529 (91,2 %) des 3 871 résidents du village, en Inde orientale, ont été touchés par une
diarrhée aqueuse causée par V. fluvialis [302]. En outre, V. fluvialis s'est comporté de
maniére plus agressive que V. cholerae O1 dans une situation épidémique avec un
taux d'attaque plus élevé et un tableau clinique différent [302]. En général, les
symptémes cliniques de la gastro-entérite causée par V. fluvialis sont similaires a ceux
du V. cholera, a savoir une déshydratation légére a modérée, des douleurs
abdominales, des vomissements, de la fievre et de la diarrhée avec présence de sang
[302], [317]. Par conséquent, V. fluvialis est devenu un risque élevé pour la santé
publigue dans le monde entier, en particulier dans les zones cétiéres des pays en

développement et dans les régions ou les conditions sanitaires sont mauvaises.

Vibrio hollisae (Grimontia hollisae) a été décrit pour la premiére fois par Hickman et
al. il a été isolé a partir d’'un patient présentant une diarrhée aigué et nommé a I'’époque
comme une nouvelle espece, Vibrio hollisae [318]. En 2003, il a été reclassé dans le
genre Grimontia par Thompson et al. [319]. Il est principalement connu pour causer
des cas modérés a séveres de gastro-entérite chez les personnes saines. Il est
considéré aussi comme pathogene des poissons a faible risque. Cependant, peu

d'informations indiquant le réle de G. hollisae dans la pathologie des poissons [320].

Dans notre travail, nous avons isolé Vibrio holisae avec une prévalence de 0,29 %,
mais seulement chez le loup de mer d’élevage. Cela pourrait étre expliqué par le fait
gue ce germe était déja présent au niveau de la flore des poissons avant son
importation (les larves importés étaient déja contaminés par ce germe au niveau de la

pisciculture ou ils étaient).

Cette espéce est rarement isolée dans le monde, cela pourrait étre dd a la faible
croissance de cette bactérie sur les milieux sélectifs des vibrions (TCBS ou gélose
Mac Conkey) [321]. Dans cette étude un résultat inhabituel était que cette souche de
V. hollisae a pu croitre sur TCBS, cela pourrait étre expliqué par le fait qu’elle coexiste
avec d’autre souche de vibrio, En outre, les conditions de culture optimales pour
I'isolement et l'identification de cette souche peuvent ne pas étre la méme pour les

souches isolées déja par d’autre auteur.
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Selon un suivi qualitatif dans le golfe de Ste Marie de la Mer, le golfe de Fos, la rade

de Toulon et la Cote d'Azur (période indéterminée, sur 690 échantillons testés, les
vibrions suivants ont été identifiés : V. parahaemolyticus (31), V. metschnikovii (6), V.
hollisae (1) et V. damsela (1) [322].
Selon une étude faite sur un total de 370 poissons vivants malades (présentant
certains signes et symptdmes similaires a ceux de la vibriose),dont le tilapia du Nil
(Oreochromis niloticus), le tilapia marin (Oreochromis spilurus), le mulet (Mugil
cephalus), loup de mer (Dicentrachus labrax), poisson lapin (Siganus rivulatus) et le
poisson-chat (Carus gariepinus).Ces poissons ont été recueillis auprés de 17 fermes
piscicoles situés dans différentes régions de ['Arabie saoudite. L'analyse
bactériologique de ces derniers a révélé la présence de Grimontia (Vibrio) hollisae a
une fréequence de 54,5% [322]. En outre, ce vibrio a été isolé aussi chez la sériole
(Seriola dumerili) malade de vibriose, (c’est a dire la septicémie hémorragique) [323].
Il a été aussi isolé dans des produits de la mer en provenance des Etats-Unis [321],
d’Europe [321], de la mer Méditerranée [324], et de la Turquie [325].

Ce micro-organisme produit des toxines et a été décrit comme un agent de gastro-
entérite chez les humains, associée ou non a une bactériéemie. Moins de 40 cas de
gastro-entérite causée par G. hollisae ont été décrits dans la littérature. La majorité
des cas ont été signalés aux Etats-Unis, la plupart du temps sur les cbtes de
I'atlantique [326] et le golfe du Mexique [327], et moins fréquemment sur les cbtes du
Pacifique [328] et a Hawai [329]. Des cas sporadiques ont également été observés en
Indonésie [330] et en France [324]. Parmi ceux-ci, six cas ont été compliqués par une
bactériémie [326], [324], [331], et un cas par une hypotension et une insuffisance

rénale aigué [321].

La consommation des produits de la mer cru ou mal cuit apparait comme la source la
plus probable de l'infection. Cependant, le faible nombre de cas signalés pourrait
s’expliquer par I'absence de croissance de G. hollisae sur les milieux utilisés pour
'analyse de routine des selles, comme thiosulfate-citrate-sels biliaires-saccharose
(TCBS) agar.

Les variations saisonniéres des parametres hydro climatiques ont influé
significativement sur I'isolement des vibrions dans notre étude. En outre, la plus grande

fréquence d'isolement des vibrions était en été. En effet, La densité des vibrions dans
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'environnement marin évolue en fonction de divers facteurs climatiques et
environnementaux, tels que la température de surface de I'eau, la salinité, la turbidite,
le pH, la chlorophylle A. Le role majeur de la température de surface de I'eau sur la
présence des Vibrios dans différents compartiments marins a été clairement établi,
expliquant leur distribution saisonniere, avec une abondance maximale pendant les
mois les plus chauds de I'année. Dans I'eau de mer, les variations d’abondance des
Vibrios totaux (Vibrio spp.) sont également expliquées par la salinité et la concentration
en matieres organiques, alors que dans les sédiments, la température de surface de
'eau est le seul facteur identifié a ce jour affectant de maniére significative leur
abondance [332].

Par contre, Vibrio alginolyticus a été isolé chez la dorade (Sparus aurata) et le loup de
mer (Dicentrarchus labrax) malade cultivées dans deux exploitations piscicoles situées
sur la coOte méditerranéenne tunisienne, de 2003 a 2005, avec une plus forte
concentration au cours des saisons froide (hiver, printemps) [333].

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) [334], [335], [322]. Dans notre étude on a pu isoler 4 souches
de Vibrio alginolyticus et Vibrio cholerae pendant la saison hivernale chez les deux
especes de poisson prélevées seulement a partir de la ferme de Cap Djinet. Cette
situation a été associée a la mise en place de cette ferme aquacole au niveau du canal
de rejet, bénéficiant des eaux chaudes rejetées par la centrale pour favoriser la
croissance des poissons, mais elle a favorisé aussi la croissance des vibrions en hiver.
Nos résultats sont en accord avec les résultats d’'un suivi qualitatif des eaux littorales
francaises Sur une période 1989 — 1999 : V. alginolyticus et Vibrio cholerae ont été
régulierement observés dans I'eau de mer en hiver et en été suite aux rejets des eaux
de refroidissement de la centrale nucléaire de Gravelines dans le littoral francais [322].
Diverses analyses récentes soulignent I'impact des changements climatiques sur les
pathologies infectieuses dans la population humaine et sur les dysfonctionnements
des écosystémes littoraux [336]. Ce phénoméne ne semble qu’amorcer et pourrait
avoir des répercussions fortes dans un avenir proche, notamment dans des secteurs
déja soumis a des réchauffements spécifiques des eaux littorales (rejets d'eau chaude

par les centrales thermiques) [336].
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Pendant les mois froids, la prévalence d’isolement des vibrions était faible, cela
pourrait étre expliqué sois par leur capacité a entrer dans un état dit « viable mais non
cultivable », ou elles ne peuvent plus se multiplier et donc étre détectées sur milieu de
culture, mais conservent cependant certaines activités métaboliques. Le retour a des
conditions plus favorables permet la réactivation du métabolisme bactérien et une
réversion vers des formes normales, capables d’exprimer a nouveau leur pouvoir
pathogene, ou bien par I'adhésion de ces espéces a la surface de certains organismes
(zooplanctoniques ou sédiments), ou elles pourraient y survivre durant I'hiver et
recoloniser le milieu aquatique au retour de périodes plus favorables a leur croissance
[332], [336].

Les résultats de la répartition des vibrio selon la saison d'échantillonnage ont montré
gue les échantillons de loup de mer et la dorade prélevés de la ferme 4, dans la région
de Tipaza sont les échantillons ou la présence de germes est la plus élevée .Ceci
pourrait s’expliquer par le fait que la pollution de cette zone qui recoit des
déversements des eaux usées non traitée depuis 5 ans principalement par les
effluents non-traités du groupe industrielle tonic. Dans la zone de Boumerdes, 26
souches de vibrions ont été isolées, dont 17 souches dans la ferme F1 et 9 souches
seulement dans la ferme de Zemmouri F2, ce qui pourrait étre expliqué par la pollution
d’origine fécale de I'eau de mer (Cap Djinet) qui alimente les bassins d’élevage de
Dicentrachus labrax et Sparus aurata par les eaux usées (les égouts) qui se déversent
directement dans I’eau de mer, par la présence de I'oued de Isser qui débouche dans
'’eau de mer de Cap Djinet (environ 500 m) et I'utilisation de I'’eau chaude rejetée par
la centrale thermique qui se trouve a proximité de cette ferme implique qu’en été,
'eau devient trop chaude (30°C) et commence a avoir un impact positif sur la
croissance et la multiplication des germes pathogenes. Par contre aucune souche de
vibrio n’a été isolée dans la région d’Azzefoune, ce qui pourrait étre expliqué par la

non contamination de cette zone par les eaux usées.

Les 42 isolats de Vibrio isolés dans cette étude ont été détectés que dans les
échantillons de poisson d’élevage. Aucun Vibrio spp n'a été détecté dans les poissons
sauvages, ceci pourrait étre attribué a un processus multifactoriel dans lequel :

- Le milieu d'élevage peut subir des changements dans les parameétres physico-

chimiques (la salinité, température,...etc) de I'eau de mer de maniére a favoriser la
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croissance de certaines souches bactériennes, y compris des agents pathogéenes
[332], [337].

- la densité des poissons élevés dans les bassins ou les cages flottantes de pré
grossissement (suite a I'importation de grande quantité d’alevins au méme temps (cela
est un facteur de stress) et les manipulations de tri qui sont stressantes pour les
poissons, ce qui affaiblit leur systéeme immunitaire et les sensibilisent aux agents
bactériens, en particulier aux vibrions en survie dans I'eau.

- L’alimentation des poissons d’élevage pourra étre aussi une source de contamination
[338].En 2004, une étude avait fait la une des médias. Aprés analyse de quelques 2
tonnes meétrigues de saumon a travers le monde, elle indiquait que le saumon
d’élevage avait des concentrations beaucoup plus élevées en contaminants
organiques que le saumon sauvage [339]. Par contre, en 2017, une nouvelle étude
d’'une échelle plus réduite indiquait que le taux de contaminants étaient plus élevés
dans le saumon sauvage, péché au large de la Norvege, que dans celui d’élevage
[338], suite a l'utilisation d’'ingrédients alternatifs dans les aliments du saumon
d’élevage par I'utilisation des huiles végétales et I'huile de colza au lieu la farine et

huile de poisson (des aliments qui contiennent des polluants).

Il a été observé que les prévalences de contamination entre les deux espéces de
poissons (Sparus aurata et Dicentrachus labrax) sont comparables, malgré la
différence dans le nombre d’échantillonnage. Ceci est confirmé par le test de Student
qui indique qu’il n’existe pas de différence significative interespéce (p> 0,05). Cela
pourrait étre expliqué par le fait que ces deux espéces coexistent dans le méme
environnement et les poissons accumulent passivement a leur surface et au niveau
des visceres des contaminants microbiens présents dans I'eau de mer [340], donc, les
bactéries de l'eau de mer avaient la réflexion sur la composition bactérienne des

branchies et des viscéres de ses deux especes.

2.2.5. Conclusion

Les résultats de cette étude montrent une faible prévalence de contamination des
échantillons analysés. Les vibrios sont frequemment isolés des produits de la mer,
mais souvent en faible concentration. Le risque sanitaire est alors essentiellement lié
a leur capacité a se multiplier apres leur récolte. Ces bactéries a croissance rapide

ayant un temps de génération de 12 a 18 minutes dans les produits de la mer. Un
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produit faiblement contaminé mais stocké dans de mauvaises conditions de
température peut rapidement atteindre une dose infectieuse pour ’lhomme, quelle que

soit I'espéce considérée et la voie de contamination.
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2.3. LA RECHERCHE DES VIBRIO DANS LES MOULES

La consommation des bivalves contaminés constitue un risque de santé publique

2.3.1. Matériel

280 échantillons de mollusques bivalves (Mytilus galloprovincialis) ont été collectés de
facon aléatoire et simple a partir de six sites de la cbte algérienne, sur une période
d’'une année (du janvier au décembre 2018).

Les échantillons ont été prélevés avec une fréquence mensuelle de 40 échantillons
par site, a I'exception du site tonic, ou 80 ont été collectés pendant la saison estivale,
en particulier aprés I'épidémie de choléra en Algérie en aodt 2018.

120 échantillons de moules d'élevage ont été prélevés a partir de trois fermes
conchylicoles (sites 1,2,3), tandis que 160 échantillons de moules sauvages ont été
prélevées sur des rochers proches du rivage a partir de trois zones (sites 4, 5, 6) de la
cOte algérienne (figure2.10, tableau 2.12) :

Site 1: La ferme conchylicole « ORCA marine » de Ain Taya, la wilaya d’Alger

(36.791572, 3.306798) (n = 40).

e site 2: Le site aquacole (SARL E.A.M ) de Ain taghoureit (36.611645, 2. 624503),
(n = 40), : est une ferme de poissons (Discentrarcus labrax et Sparus aurata) et
fruits de mer (moules et huitres).

e site 3: la ferme conchylicole (SARL El Mokretare) (36.536379, 1.585685)

(n = 40): est une ferme conchylicole et piscicole, située a I'ouest de Beni hawa a
proximité d’Oued Goussine.

e site 4: moulieres d’Oued Goussine (36.542806, 1.524142) (n = 40) : sont des
moulieres qui existe sur un certains nombres de rochers dans la plage de Oued
Goussine, wilaya de Chlef.

e site 5: Moulieres du Vivier (36.650480, 2.691410), (n = 40): sont des moulieres qui
existe sur un certains nombres de rochers de la cote de la baie de Bou-Ismail, a
proximité du Centre National de Recherche et de Développement de la Peche et
I’Aquaculture (CNRDPA).

e site 6 : Mouliéres tonic (36.651674, 2.696427), (n = 80) : sont des moulieres qui

existe sur un certains nombres de rochers a proximité des déversements du groupe

tonic, willaya de Tipaza.
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Figure 2.10 : Localisation de la zone d'échantillonnage le long de la cbte algérienne.

(En bleu, la zone de Chlef : Site 3 et Site 4 ; en vert, la zone d'Alger : Sitel ; en bleu,

la zone de Tipaza : Site 2, Site 5 et Site 6).

Tableau 2.12:

d'élevage et sauvage collectés mensuellement de janvier 2018 a décembre 2018.

Jan Fev Mar Avr Mai Jui

Site 1
Site 2
Site 3
Site 4

Site 5

O W W W w w
O W W W w w
N WwWww W w
N Www wow
N Www wow
N B~ A DB D

Site 6

Tot

2.3.2. Méthodes

e Technique d’échantillonnage

Jul

N~ A A M DM OBH

Aol

N~ A A M DM OBH

Sept

N~ A A M DM OBH

Oct

N Www o ww o w

répartition des échantillons de moules (Mytilus galloprovincialis)

Nov  Dec
3 3
3 3
3 3
3 3
3 3
6 6
21 21

Chaque prélevement a été constitué de 10-12 moules, de longueur inférieur a 5 cm.

Les prélevements sont placés dans des sachets stériles et transportés dans une

To

40
40
40
40
40
80
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glaciére le plus rapidement possible au laboratoire et analysés sans délai. Les moules
ont été soigneusement lavés de maniére a éliminer les souillures externes. Apres
égouttage et un léger flambage, ils ont été ouverts a l'aide d’'un couteau stérile
conformément a la norme Internationale ISO 7218 :2007 [264] de microbiologie
alimentaire. Aprés ouverture aseptique le contenu entier de la chair plus le liquide inter-
valvaire est soumis au broyage par un broyeur type stomacher, pendant 60 s a 230

tr/min.

e Analyses microbiologiques

Les analyses ont été effectuées dans des conditions aseptiques selon la norme 1SO /
TS 21872-1: 2007 [265], pour Vibrio parahaemolyticus et Vibrio cholerae et selon la
norme ISO / TS 21872-2 : 2007 [266], pour la détection d'autres especes de Vibrio.

2.3.3. Résultats

Sur un total de 280 échantillons issus des six sites de prélevement, 51 isolats suspects
qui présentaient les caractéres biochimiques de Vibrio ont été prélevées a partir de 34
eéchantillons de moules, dont 33 isolats de V. choleera (avec une prévalence de 11,8)

et 18 isolats de V. fluvialis (avec une prévalence de 6,4 %) (Tableau 2.13).
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Tableau 2.13 : les résultats globaux de I'identification microbiologiques des vibrions

isolés.
Sites Mois
Juillet

Site 5
Aot
Juillet
Aot

Site 6

Septembre

L’espéce de
vibrio
Isolée

-Vibrio Cholerae
(non O1, 0139)

-Vibrio fluvialis

-Vibrio Cholerae
(non O1, 0139)

-Vibrio Cholerae
(non O1, 0139)
-Vibrio fluvialis

-Vibrio Cholerae

(non O1, 0139

-Vibrio cholerae
(01, 0139)

No. vibrio

identifiés

par API20E
5

13

11

12

MALDI-TOFF
SARAMIS

-Vibrio Cholerae
(93%)

-Vibrio fluvialis
(91%)

-Vibrio Cholerae
(98%)

-Vibrio Cholerae
(95%)

-Vibrio fluvialis
(94%)

-Vibrio Cholerae
(94%)
-Vibrio cholerae/

mimicus (85%)

No. vibrio

analysé par

PCR
2

Parmis les 33 isolats de Vibrio cholerae (identifiées biochimiquement), 32 isolats ont

été confirmés par MALDI-TOF comme étant Vibrio cholerae avec un niveau de

confiance > 93%, tandis qu'un seul isolat a été classé comme Vibrio cholera/mimicus

avec un niveau de confiance > 85%.

Les 18 isolats biochimiqguement identifiés comme étant V. fluvialis ont été confirmeés
par I'analyse MALDI-TOF/SARAMIS avec un niveau de confiance > 91% tableau 2.13).
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Figure 2.11 : Electrophorése sur gel d'agarose du produit d'amplification des isolats
de vibrio isolés obtenus par PCR classique.

(Colonne S : Marqueur de taille moléculaire de 100 pb ; Colonne N : Contréle négatif ;
Colonne C : contréle positif (V. alginolyticus ATCC 17749) ; colonne 1-11 : échantillons

positifs (242 pb); colonne W : contréle de I'eau).

Les 51 isolats (identifiés biochimiquement) ont été confirmés comme appartenant au

genre vibrio par PCR (rpoA), ou ils ont montré une bande a 242 pb) (Figure 2.11).

Le test sérologique a pu identifier 32 isolats de Vibrio cholerae non O1, O139 et un

isolat seulement de vibrio cholera sérogroupe O1, biotype Ogawa.

$§ C12 3 4 5 6 78 %2 101112 13 W

300 pb

Figure 2.12 : Electrophorése sur gel d'agarose des produits d'amplification par PCR

du géne prVC (300 pb) des isolats de Vibrio cholerae isolées.
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Colonne S : Marqueur de taille moléculaire de 100 pb ; Colonne N : controle négatif ;
colonne C : contréle positif (Vibrio cholerae CCUG 37531) ; colonne 1-13 : échantillons

positifs (300 pb); colonne W : contrble de I'eau.

Figure 2.13 : Electrophorése sur gel d'agarose des produits d'amplification par PCR
du gene ctxA (505 pb) de la souche de Vibrio cholerae OL1.
Colonne M : Marqueur de taille moléculaire de 100 pb ; Colonne 1 : contrdle positif
(Vibrio cholerae CCUG 37531) Colonne 2 : I'’échantillon (505 pb), Colonne 3 : controle
négatif (V. alginolyticus ATCC 17749) et colonne 4 : contréle de I'eau.
La détection du géne cible prvVC par PCR a confirmé la présence des 33 isolats de
V. cholérae (figure 2.12), tandis que le gene de la toxine cholérique (ctxA) n'a été

trouvé que dans un seul isolat seulement de vibrio cholerae O1 (Figure 2.13).

La distribution des différents isolats de Vibrio isolés dans les échantillons de M.

galloprovincialis est résumée dans le tableau suivant (tableau 2.14) :
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Tableau 2.14 : Distribution des différents isolats de Vibrio isolés dans le M.

galloprovincialis sauvage dans les sites 5 et 6 de janvier a décembre 2018.

Site et échantillons Juillet Aot Septembre Octobre
o n.5/V. n.5/ V. 0 0
n. de souche/ Vibrio o
S5 o cholera fluvialis
isolés
0 n.13/V. n.11/V. cholerae n.4 /V. cholera
n. de souche / .
S6 cholerae n.13 V. fluvialis

Vibrio isolés

Dans le site 5, la présence de Vibrio cholerae n'a été signalée qu'au mois de juillet
2018 avec une incidence de 66,6%, alors que dans le site 6, elle a été isolé aux mois
d’aolt, septembre et octobre avec un taux d'incidence de 16,25%, 13,75% et 5%,
respectivement ; tandis que Vibrio fluvialis a été isolé qu’au mois d’aodt dans le site 5
avec un taux d'incidence 12.5%, et au mois de septembre dans le site 6 avec une
incidence de 16,25% (tableau 2.14).

Le taux d'incidence de Vibrio spp pour I'ensemble des 280 échantillons analysés était
de 12,1 %, tandis que pour les 160 échantillons de moules sauvages, le pourcentage
a augmenté jusqu'a 21,2 %.

La distribution des isolats de Vibrio isolés chez les moules sauvage et d’élevage dans

chaque sites est résumée dans le tableau suivant (tableau 2.15) :

Tableau 2.15 : distribution des isolats de Vibrio isolés dans le M. galloprovincialis en

fonction de type de moule analysé et le site d’échantillonnage.

Moules Moules
Espéces Saison d’élevage sauvage TOT
S1 S2 S3 S4 S5 S6
hiver 0 0 0 0 0
printemps 0 0 0 0 0
V. cholera
Eté 0 0 0 0 5 24 29
Automne 0 0 0 0 0
hiver 0 0 0 0 0
o printemps 0 0 0 0 0
V. fluvialis
Eté 0 0 0 0 5 13 18
Automne 0 0 0 0 0 0 0
TOT 0 0 0 0 10 41 51
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Les isolats de Vibrio isolés n'ont été détectés que dans les échantillons sauvages,
tandis qu'aucun Vibrio n'a été détecté chez les moules d'élevage (tableaux 2.15).

En ce qui concerne la zone d'échantillonnage, les isolats ont été isolés uniquement a
partir des moules collectés sur les sites 5 et 6, avec un taux d'incidence de 10 % (n=4)

et 37,5 % (n=30), respectivement.

2.3.4. DISCUSSION

La consommation des bivalves contaminés constitue un risque de santé publique
majeur [341]. Le mode de nutrition des bivalves par filtration de I'eau de mer, conduit
inévitablement a leur contamination par des bactéries, des virus, des toxines et de
substances chimiques toxiques présents dans leur environnement [342, 343]. Les
moules joueraient donc un rdle prépondérant dans la transmission de diverses
affections, et principalement les bactéries qui appartiennent au genre vibrio, qui sont
considérées comme natives des écosystemes aquatiques marins et estuariens.

[3, 344, 345 et 346].

Les conséquences sanitaires sur la santé humaine et l'impact socio-économique de
certains agents pathogenes, en particulier du genre vibrio, sont bien documentées. Le
risque de maladies infectieuses associées au vibrion est limité a quelques cas par an,

mais il devrait augmenter a l'avenir

La prévalence globale de Vibrio spp dans notre étude était de 12,1 %. Cette prévalence
est inférieure a celle rapportée par Robert Koch Institut en 2016 en France, avec une
prévalence de 34,7% [347]. Au Mexique, selon une étude menée de 2012 a 2013, la
prévalence global était de 44,3 % [348], en Allemagne (52,5%) selon THI THU TRA
VU, et al [349] ; en Suéede entre 53- 79% [350], et aux USA entre 20-75% [351].Cette
prévalence est inférieure aux résultats de recherche réalisée par Malainine et al [352],
gui ont souligné une faible incidence de Vibrio sp (4%) dans les échantillons de fruits

de mer prélevés a partir de sites conchylicoles de lalagune de Khnifis au sud du Maroc.

Tandis que chez les moules sauvages, la prévalence était de 21,2 %, alors que selon

Woodring et al [353], la prévalence des vibrions était beaucoup plus élevée (92 %),
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dans les fruits de mer vendus sur les marchés et les supermarchés de Bangkok, en
Thailande.

Un produit de mer sauvage libre de tout polluant ou pathogéne sera donc plus sain
qu'un produit d'élevage, mais un produit d'élevage libre de tout traitement inadéquat
sera plus sain que son homologue sauvage affecté par un polluant ou un pathogene.
Ce qui pourrait expliquer dans cette étude l'isolement des vibrions uniquement a partir
des moules sauvages collectées sur les sites 5 et 6 (willaya de Tipaza). Ces résultats
pourrait nous permettent aussi d'émettre I'hypothése d'une corrélation entre la
présence de V. cholerae dans ces sites et I'épidémie de choléra signalée, et cela
pourrait étre attribuée au fait que ces deux sites ont recu des eaux usées provenant
d'installations industrielles voisines situées a proximité de régions particulierement
touchées par I'épidémie de choléra. La présence de Vibrions dans cette zone a
egalement été confirmée par les échantillons de Sparus aurata et de Dicentrarchus

labrax prélevés dans notre étude en mois d’aolt et octobre 2018.

Selon I'ECDC (2018) [23], la principale cause de |'épidémie de choléra algérien
survenue au mois d'aolt 2018 était une source d'eau potable contaminée qui ne faisait
pas partie du réseau d'eau public. L'épidémie s'est propagée sur une vaste zone pres
de la c6te méditerranéenne de I'Algérie, caractérisée par une présence massive
d'activité agricole, de sorte que les léegumes et les fruits ont également été considérés
comme des voies potentielles d'infection.

Sur la base des résultats obtenus, il n‘est pas possible d'exclure la contamination de
I'environnement marin par des rejets d'eaux usées qui servent de vecteurs aux micro-
organismes. Plusieurs études ont isolé des souches de Vibrio, y compris des agents
pathogenes, le long des environnements coétiers a proximité des rejets d'eaux usées
et des eaux de baignade [354], [355], [356], [357], [358].

Le gene ctx codant pour I'entérotoxine du choléra a été amplifié dans une souche de
V. cholera qui a été isolée a partir d'un échantillon de moules prélevé du site 6 en mois
de septembre. L'entérotoxine du choléra est le principal facteur de virulence
responsable des manifestations cliniques du choléra qui est a l'origine d'un
bactériophage filamenteux intégré dans le génome de certaines souches de V.

cholerae, connu sous le nom de "Cholera Toxin Phage" (CTX). [359], [360].
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Plusieurs sérogroupes de V. cholerae ont été identifiés sur la base des variations de
la structure somatique de I'antigéne O. Parmi ceux-ci, presque toutes les souches de
V. cholerae appartenant aux sérogroupes O1 et O139 sont toxinogenes suite a la
présence du gene ctx et ont la capacité de produire I'entérotoxine [361]. Les genes ctx
sont rarement détectés dans les souches de V. cholerae isolées a partir d'échantillons
environnementaux, y compris les fruits de mer, qui ne sont pas impliqués dans les
épidémies [362]. L'isolement des souches de V. cholerae avec le facteur de
pathogénicité ctx a partir de moules sauvages collectées juste aprés I'épidémie de
choléra souligne la relation entre I'épidémie et la contamination des fruits de mer.
Ces génes de toxine sont mobiles entre les isolats et se propagent dans
I'environnement. Il est possible qu'un mécanisme différent de transfert de génes, tel
gue le transfert horizontal de genes entre sérotypes et les modifications génétiques,
provoque la transmission de V. cholerae dans différentes zones géographiques [259].
Dans une étude en Tunisie, il a été signalé une large distribution des genes de V.
cholerae isolés des moules dans le lac de Bizerte [363] et dans la lagune de Monastir-
Sayada [364].

Dans de nombreuses études, la fréquence de détection de V. fluvialis était tres élevée
chez les mollusques marins, principalement chez les bivalves, car ils accumulent un
grand nombre d'agents pathogenes au cours du processus de l'alimentation par
filtration [365], [366]. Dans notre étude, Vibrio fluvialis a été isolé avec une prévalence
de 6,4 %, nos résultats sont en accord avec ceux de Ripabelli et al [367], qui ont pu
isolés Vibrio fluvialis chez les mollusques avec une prévalence de 11% en Italie. Alors

gue, en Afrique du Sud, il a été isolé avec une prévalence de 36,5 % [368].

Vibrio fluvialis est considérée comme l'une des bactéries pathogéenes d'origine
alimentaire et a été impliguée dans des épidémies et des cas sporadiques de diarrhée
[369]. Actuellement, V. fluvialis a une importance infectieuse car ses symptdomes
clinigues de gastro-entérite sont trés similaires a ceux de V. cholerae. Le probléme
s'est aggravé aprés la récente caractérisation d'une hémolysine entérotoxigéne de
type El Tor chez V. fluvialis, qui représente I'un des facteurs de virulence de V.
cholerae [370].

Dans cette étude, tous les isolats de vibrion ont été isolés en été. Le génotype de

virulence et le phénotype de ces agents pathogénes associés a l'infection peuvent
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différer en fonction des changements climatiques [371]. Certaines études ont montré
des schémas saisonniers de transmission de vibrions, un plus grand nombre de ces
transmissions se sont produites en été (de juin a septembre) par rapport a I'hiver
(Comité scientifique des infections entériques et des maladies d'origine alimentaire,
2011). Aucun vibrion n'a été isolé pendant les mois froids. De nhombreuses études ont
porté sur la maniére dont la baisse des températures stresse les vibrions [372], [373],
[374]. Un état viable, mais non cultivable (VBNC) a été décrit pour les bactéries
lorsqu'elles sont vivantes, mais ne se développent pas sur un milieu de culture [375].
Les bactéries a I'état VBNC peuvent néanmoins étre détectées a l'aide de la méthode
moléculaire. Pourtant, des études antérieures dans les eaux scandinaves ont donné
des résultats différents. Bauer et ses collegues (2006) [376] ont réussi a isoler V.
parahaemolyticus a partir de M. edulis d’élevage lorsque la température de I'eau était
aussi basse que 0,6 °C. De Paola et al [377] ont isolé V. parahaemolyticus pathogene
(tdhl) a partir d’huitres de marché a 7°C.

Les Vibrio spp. Potentiellement pathogénes pour I'hnomme pourraient donc étre isolés

méme a des températures d'eau tres basses [378].

2.3.5. Conclusion

Cette étude a permis de mieux connaitre la distribution de Vibrio sp chez les
mollusques en Algérie, en identifiant les lieux et la période ou des nombres éleves
pourraient étre isolés et souligner I'importance d'étendre les analyses de routine a ces
bactéries, afin de prévenir d'éventuelles épidémies, dues a la présence d'isolats
porteurs de facteurs de virulence.

Nos résultats indiquent que l'incidence de Vibrio était plus élevée en été. Cependant,
des recherches beaucoup plus approfondies sont nécessaires pour pouvoir prédire

guand le nombre de Vibrio sp sera élevé ou faible.
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CONCLUSION GENERALE

Dans le cadre de cette étude, des recherches approfondies ont été menées de janvier
2017 a décembre 2018 pour recueillir des données qualitatives sur la présence
d'isolats de Vibrio potentiellement pathogene chez les produits de la mer (poissons et
moules) sauvages et d'élevage le long de la cbte algérienne. En outre, les liens
possibles entre la contamination de ces produits de la mer et I'épidémie de choléra

survenue en 2018 ont été évalués.

Quatre especes de vibrio ont été isolé chez les poissons (Dicentrachus labrax et
Sparus aurata) , a savoir V. cholerae, V. fluvialis, V. alginolitycus et V. hollisae et
deux especes seulement ont été isolé chez les moules (V. cholerae et V. fluvialis).
Tous ces résultats nous interpellent quant au danger de la contamination de ’lhomme

par la manipulation ou la consommation de produits de la mer contaminés.

Les toxi-infections alimentaires a vibrions dans les produits de la péche pourraient étre
amenées a se développer en raison de I'augmentation de la concentration de ces
vibrions dans les eaux cotiéres consécutivement a I’'anthropisation du milieu littoral, au
réchauffement planétaire, au changement des habitudes alimentaires avec la
consommation des produits de mer crus et a 'augmentation de la proportion des sujets
immunodéprimeés [379], [8], [380].

Les eaux useées, les déchets rejetés dans la mer, la contamination croisée et la
mauvaise hygiene constituent une dangereuse source de contamination directement
liee a la santé publique. Ces résultats peuvent étre considérés comme des données
supplémentaires pour améliorer la qualité des produits halieutiques en Algérie.

Ainsi, ces différents aspects suscitent la détection de ces pathogénes dans les
échantillons de produits de la mer qui constituent les principales causes d'intoxication
alimentaire et dont le but est d’améliorer les conditions d’hygiéne et de manipulation.
Cette démarche permet de protéger la santé du consommateur et de valoriser la
matiere premiere.

L'étude, la surveillance et la détection des agents pathogenes dans les aliments sont
les approches les plus fondamentales pour réduire, controler ou prévenir les maladies

pathogenes d'origine alimentaire [381], [382].
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RECOMMANDATIONS ET PERSPECTIVES

L’étude a permis de montrer I'existence de potentiels facteurs de risque
d’infections liés a la consommation de certains produits de mer en Algérie. La
consommation de ces produits crus ou insuffisamment cuits, nous interpelle plus que
jamais, a émettre des recommandations a I'adresse des pisciculteurs, des vétérinaires,

des médecins, des vendeurs et des consommateurs de ces aliments.

Pour le pisciculteur on préconise I'utilisation des conduites & double paroi ce qui
permet de maintenir la température stable de I'eau apportée. Cette double paroi joue
un réle important lors de la prise d'eau non réchauffée (au large), ce qui va permettre
de régler le probleme de température trés élevée de I'eau en été, de la turbidité et de

la contamination fécale.

Les autorités doivent sensibiliser les commergants aux bonnes pratiques d’hygiéne
afin de réduire la multiplication de ces germes. En effet les commercants doivent
vendre les poissons dans des récipients propres et désinfectés avant et aprés chaque
vente, ainsi que mettre les poissons dans la glace pour maintenir leur température de

vente.

Les consommateurs doivent faire correctement cuire les poissons et les fruits de
mer pour éviter une multiplication éventuelle des germes pathogenes a la santé
humaine. Il faudra qu’ils évitent de mélanger ces produits avec d’autres aliments dans
le panier de la ménagére ou de les conserver au réfrigérateur au contact des autres
aliments a cause de la contamination croisée entre les produits de la mer contaminés

par d’autres germes et les autres aliments.

La prévention passe également par la surveillance continue des zones aquacoles
et conchylicoles et formation et sensibilisation des médecins afin qu’ils informent leurs
patients présentant une pathologie prédisposante (sida, cirrhose de foie) du risque
auquel ceux-ci s’exposent lors d’'un contact avec la mer, la manipulation ou la
consommation de produits de mer.

Une surveillance bactériologique des produits de la péche est nécessaire pour
prévenir les infections a Vibrio d’origine alimentaire et nécessite 'amélioration des

méthodes de détection et de caractérisation des espéces de Vibrio pathogenes pour
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’lhomme par voie digestive. Ainsi I'utilisation des réactions d’amplification génique
(PCR) assure, non seulement une meilleure spécificitt que les techniques
bactériologiques classiques pour la détermination de I'espéce, mais permet également
la mise en évidence des différents genes de pathogénicité des espéces principalement
associées au risque Vibrio dans les produits de la mer.

L’adoption des techniques PCR pour la détection des isolats de Vibrio porteuses des
géenes de pathogénicité est donc indispensable pour statuer sur la salubrité des
produits de la péche destinés a la consommation. Une amélioration de la technique
serait de pouvoir I'appliquer directement sur les produits de la péche, de facon a

réduire les délais d’étude.
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APPENDICE A
LISTE DES SYMBOLES ET DES ABREVIATIONS

: ATP Binding Cassette
: Accessory colonisation factor
: Arginine dihydrolase
: Acide désoxyribonucléique
: Acide ribonucléique ribosomal
: Bromure d'Ethidium
: Core-encoded pili
: Capsule polysaccharidique
: Cholera Toxin
: Conditionally Viable Environmental Cells
: Dalton
: European Centre for Disease Prevention and Control
: Hybridation fluorescente in situ
: Transferts horizontaux de genes
- hertz
. Identification
: Organisation Internationale normalisation
: kilobase
: Kilovolt
: polymorphisme de longueur des fragments amplifiés
: LPS binding protein
: lysine decarboxylase
: Lipopolysaccharides
: Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time Of Flight
: Microgramme
: Chlorure de magnésium

: Microlitre

: Electrophorese enzymatique multilocus

: Multilocus sequence typing



pm
mM
MSHA
NaCl
NAG
NCV
NF-kB
ns
OMP
ompU
OMS
pb
PCR
pH
pmol
gPCR
QS
RFLP
ROS
SARAMIS
SSTT
TCBS
TCP
TDH et
TRH
UFC
uv

Vv
VBNC
VBNC
VP

%
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: Microméetre

: Millimole

: Mannose-sensitive hemagglutinin

: Chlorure de sodium

: Non Agglutinating Vibrio

: Non Cholera Vibrio

: Nuclear factor kB

: Nanosecond

: Outer Membrane Protein

: Outer membrane protein

: Organisation mondiale de la santé

: Paire de bases

: Réaction de Polymérisation en Chaine
. potentiel hydrogene

: Picomole

: PCR en temps reel

: Quorum sensing

: Polymorphisme de taille des fragments de restriction
: Especes oxygénées réactives

: Spectral ARchive And Microbial Identification System
: Le systeme de sécrétion de type llI

: Thiosulfate itrate bile saccharose

: Toxin-Coregulated Pilus

: Thermostable Direct Hemolysin

: TDH-Related Hemolysin

: Unité formant colonie

: Ultra-violet

: Vibrio

: Etat viable non cultivable

. Etat viable non cultivable (Viable But Non-Culturable)
: Voges Proskauer

Pourcent
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APPENDICE B
MATERIEL DE LABORATOIRE

1. Appareillage et verrerie :

- Balance de précision 0,01 g ;
- Stomacher;

- Spectrophotometre ;

- Maldi-tof ms ;

- Centrifugeuse ;

- PCR;

- Electrophoreése ;

- Agitateur ;

- Boite d’éclairage UV

- Incubateurs (37°C, 42°C) ;

- Consommables (anse jetables 10ul, anse de platine, boites de pétri, Sac stomacher
pipettes Pasteur) ;

- Tubes a essai ;

- Verre a pied (200cc, 60cc).

2. Milieux et réactifs

- Eau Peptonée Alcaline a 2% NaCl ;

- pH métre ;

- Gélose TCBS;

- Réactif KOVACS ;

- Galeries biochimiques API20E ;

- Sérums agglutinants pour 'O1 (BTA 491) et 0139 (BTA 494) ;
- Tampon Tris-borate-EDTA (TBE).

- Gel agarose (agarose, TBE, solution de bromure d’ethidium) ;
- Buffer Taq polymerase ;

- MgCI2 ;

- dNTPs ;

- Amorces (rpoA ,prVC, ctxA).
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