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INTRODUCTION



La pandémie actuelle de choléra, qui a débute en 1961 et atteint
1'Algérie en 1971 (93), a suscité un regain d'intéret pour cette maladie

pourtant si ancienne.

En effet, de nombreux travaux de recherche ont été depuis entrepris,
pour mieux connaitre la pathologie, les agents responsables, et 1'épidé~-
miologie de cette affection. Le but de ces travaux était de mettre au
point des moyens prophylactiques adéquats et plus particulierement, un

vaccin efficace.

Ces travaux ont permis, certes, d'apporter des réponses a beaucoup

de guestions mais certains points restent a eclaircir :

1. - En ce qui concerne la pathologie, on sait actuellement que le
syndr8me cholérique résulte de 1'action d'une exotoxine appelée entéroto-
xine cholérique, élaborée par les germes responsables de la maladie. Cette
toxine, dont les propriétés sont & 1'heure actuelle bien connues, reproduit

3 elle seule toute la symptomatologie du choléra (9, 47, 48, 51, 142).

On sait, également, que lors de l'infection naturelle par les germes
responsables du choléra, deux phénomenes successifs doivent intervenir pour

gqu'il y ait syndrdme cholérique :

- 1'adhésion des bactéries, apres la traversée de la barriere

constituée par le mucus, aux cellules épithéliales intestinales,

- la fixation, indispensable, ‘de la toxine elaborée par les
germes a des recepteurs spécifiques se trouvant au niveau de cellules épi-
théliales intestinales (6, 54, 67, 75, 103, 109, 127, 136).
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Cependant, il semblerait gue l'’entérotoxine ne soit pas la seule
substance, élaborée par les vibrions, qui ait un rdle dans la pathogénie
du choléra. En effet, certains auteurs pensent que dans 1'‘'infection na-
turelle, d'autres substances peuvent intervenir soit lors de la premiere
étape, a savoir 1'adhésion des bactéries, soit lors de la seconde, c'est-
a-dire la fixation de la toxine au niveau des récepteurs, favorisant ainsi
l'action des germes. Mais ces substances ne sont pas bien définies a 1'heu-
re actuelle. Certaines enzymes ont été incrimindes nais leur rdle reste
controversé. Ce sont la neuraminidase, la mucinase et la lécithinase (69,
75, 83, 100, 101, 125, 137).

2. - En ce qui concerne 1‘ étidlogie du choléra, deux germes de 1'es-
pece Vibrdo cholerae sont actuellement reconnus comme agents de cette mala-
die : Vibrio cholerae biotype choferae et Vibaio cholerae biotype eftox
(vibrions cholériques 01) (149). Un autre groupe de germes, faisant partie
de la méme espéce et communément dénommés Vibrions non agglutinables (NAG)
appelés récemment vibrions non groupe O1 (149), posent un probleéme quant a
leur rdle pathogene. Ces germes ont été souvent isolés des selles de mala-
des présentant des syndrdmes cholériformes dans de nombreux pays, y compris
1'Algérie (2, 66, 92). Cependant, comme les vibrions N.A.G. n'ont jamais
causé d'épidémies de choléra, ils ne sont pas considérés officiellement
comme agents de cette maladie.

Mais, ne pourrions-nous, dans l'avenir observer avec ces germes le
méme phéncmene déja vu avec les Vibndio cholenrae biotype elion ? Ces Vibaio
cholerae biotype eltor avant 1'actuelle pandémie, étaient considérés comme
non pathogenes ou du moins, non responsables du choléra, bien qu'ils aient
été isolés de malades présentant des syndrOmes choleriques (41).



Ceci pourrait survenir avec les vibrions N.A.G. d'autant plus que ces
derniers semblent avoir le méme mécanisme de pathogénicité que les agents
du choléra puisqu'ils produisent la méme entérotoxine (26, 64, 69, 132,
151) . Un intérét doit donc leur tre porté au méme titre que les Vibrio
cholerae blotype elton.

3. - L'actuelle pandemie de choléra est caractérisée par 1'existence
au cours des épidémies, de porteurs sains de Vibrio cholerae. Ces por teurs
sains jouent certainement un rdle non négligeable dans la transmission de
la maladie (3, 31, 39, 97). Cet état de "porteur" est-il 1ié a des carac-
teres inhérents aux souches isolées chez les "horteurs”, et particuliere-
ment a la non production des substances incriminées dans la pathogénie

du choléra ?

4. - Sur le plan technigue, la production in vitro de 1'‘entérotoxine
cholérigue pose certains problemes : en fonction du milieu utilisé, il
Y @ une variabilité d'une souche a une autre ; le milieu favorable a
1'une peut &tre défavorable a l'autre (17, 19, 114). Le choix d'un milieu
permettant une bonne production de 1'entérotoxine par un maximum de sou-

ches reste donc a déterminer.

Les techniques de mise en évidence de 1'entérotoxine cholérique font
appel a différents tests in vivo sur différents animaux et a des test
in vitro utilisant différentes techniques immunologiques (25, 68, 105,
117, 145). Mais ces techniques ne sont pas toutes facilement praticables.

Chaque laboratoire utilise 1l'une ou 1'autre selon ses possibilités.



C'est dans le but d'apporter notre contribution a la recherche d'une
solution aux différents problemes posés que nous avons entrepris ce tra-

vail dans lequel nous nous propesons

1. - D'effectuer une étude comparative de certains milieux de culture
et de certaines techniques utilisés Pour la mise en évidence de la produc—
tion de 1'entérotoxine cholérique in vitro. Ceci nous permettra de déter-
miner le milieu et les techniques, qui tout en donnant de bons résultats

sont facilement praticables dans nos laboratoires.

2. - D'effectuer une étude comparative de la production par les
Vibrio cholenae blotype elton et les vibrions dits non agglutinables, de
1'entérotoxine et de 3 enzymes incriminées dans 1la pathogénicité des vi-

brions, a savoir : 1a mucinase, ia lécithipase et la neuraminidase.

3. - D'effectuer une étude comparative de la production de ces sub-
stances par des souches de Vibiio cholerae biotype eftor et des vibrions
non agglutinables isolées chez les sujets hospitalisés pour syndrOme
cholérique et par celles isolées chez des "porteurs sains" afin de dé-

terminer le rdle de ces substarces dans 1la pathogénie des vibrions.

4. - D'étudier 1'influence de chacune des trois enzymes sur lia

réponse a 1'administration de l'entérotoxine; par des test in vivo.




Mais, avant d'exposer les résultats de notre étude, nous
allons tout d'abord effectuer, dans une premiére partie, un rappel
sur l'épidémiologie, la bactériclogie et ia pathogénie du choléra,
Dans une deuxiéme partie, nous traiterons le matériel et les métho-
des utilisés pour notre étude. les résultats de notre travail seront

exposés dans une troisiéme partie qui sera suiviede la discussion.
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SUR
LA BACTERIOLOGIE
L ‘EPIDEMIOLOGIE
ET LA PATHOGENIE
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En effet, dans sa monographie sur le choléra, Pollitzer (112) fait état
d'écrits trés anciens relatant 1'existence du choléra dans 1'Inde anti-
que. Cette maladie restait toutefois localisée dans cette région et au-
cun €crit n'a fait mention de son extension vers 1'Cuest jusqu'en 1917,
date a laquelle le choléra sortit de son foyer d'origine, le belta du
Gange, pour s'étendre vers 1'Ouest, atteignant 1'Burope en passant par
1'Afrique. Ce fut la premiére pandémie. De 1817 & 1923, six pandémies
survinrent qui causeérent des pertes humaines se camptant par millions
(112).

A l'issue de la derniére pandémie, le choléra se retira dans son
foyer d'origine ou il resta confiné, a l'exception de quelques poussées
épidémiques en Iran (en 1939), en Egypte et en Syrie (1947 - 1948).
Partout ailleurs, le choléra avait disparu (78).

En 1960 apparut 1'actuelle pandémie, la septiéme, dont le point de
départ se situait, non pas aux Indes comme pour les précédentes, mais
dans 1'Ile de Sulawésie, dans 1'Archipel des Célabres. De la, elle se
prorogea vers 1'Guest, atteignant les pays du Moyent Orient, 1‘'Afrique,
et quelques pays d'Europe. L'Algérie a été atteinte pour la premiere fois
en 1971. Depuis, chaque année, des milliers de cas de choléra sont diag~
nostiqués dans le monde (38, 57, 78, 7%, 93).

La figure 1 nous présente 1'extension de 1'actuelle pandémie du
choléra dans le monde de 1961 & 1981 d'apres Jusatz (131).
. 2. 2. - Les agents responsables du choléra

Des le début de ces pandémies meurtrieres, de nombreux travaux de

recherche ont été entrepris pour découvrir 1'agent responsable du choléra.
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Figure 1 : Choléra dans le monde de 1961 a 1981

apres Jusatz (131)
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En 1845, Pancini affirmait avoir trouvé dans 1'intestin de vietimes de
choléra un "microbe cholérdigéne”. Ces particules retrouvées dans des dé-
jections fraichement émises étaient douées d'une grande mobilité. Mais
ce n'est qu'en 1883, que Koch iscla et cultiva des germes qu'il appela
"Komma Bazifi" (bacilles en virgule), a partir des lésions intestinales
de morts de choléra, a Alexandrie.

I1 retrouva les mémes germes dans les selles de malades atteints de cho-
léra a Calcutta. Ces germes furent reconnus comme 1'agent du choléra.

On les dénomma Vibrdio cholerae (112). Ils furent responsables des six
premiéres pandémies.

En plus de Vibaic choferae, responsable du choléra, on isolait cou-
ramment dans la nature d'autres germes qui en étaient tres proches sur
le plan bactériologique mais en différaient par leur propriété hémoly-
tigue (112). En 1903, Krauss, cité par Pollitzer (112), suggéra d'uti-
liser 1l'épreuve d‘'hémolyse pour différencier les vibrions pathogeénes
des autres vibrions considérés alors comme non pathogenes. Cependant,
en 1906, Gotshlich isola des vibrions hémolytiques de cadavres de pélerins
morts a la suite d'un syndrdme cholériforme, au poste de quarantaine
d'El Tor, en Egypte, on donna le nom de Vibaio cholerae effon a ce germe
(30, 112).

Le Vibadio cholerae elfon,ne donnant pas lieu a des épidémies, était
alors considéré comme non pathogene. Cependant, a partir de 1937, il fut
responsable, dans 1'ile de Sulawésie, d'épidémies d'une maladie ressem-
blant au choléra. Cette maladie a laquelle on donna le nom de 'paracholera”

devenait endémique dans cette 1le (30, 41, 57).

En 1960, Vibrio cholerae elfor sortit de son foyer d'origine dans
les iles Célebes , pour causer des épidémies dans le centre de l'Asie
entre 1961 et 1963.



Force était alors aux autorités sanitaires internationales de changer
d'opinion vis-a-vis de ce Vibadie cholerae elion et de le considérer
came germe pathogéne, responsable d'une maladie indissociable du cho-
léra classique did aux vibrions isolés par Koch (30, 57).

Vibrio cholerae elton est le germe responsable de 1'actuelle pan—
démie de choléra qui a donc débuté en 1961 (79). Il a été retrouve com-
me seul agent du choléra dans tous les pays atteints au cours de cotte
pandémie sauf dans les foyers d'origine des vibrions cholériques classi-
ques (Bengladesh, Afganistan, Inde) ol ces derniers continuent a étre
isolés parallélement au Vibadion choferae eltor (79, 120).

A 1'heure actuelle, Vibaio cholerace iscle par Koch et Vibrio chole-

rae eltorn sont reconnus camme agents d'une méme maladie : le choléra.

2. - RAPPEL BACTERIOLOGIQUE

2, 1. - Définition et classification des germes
responsables du choléra

D'apres la 8eme édition du Bergey's Manual (129), les germes res-
ponsables du choléra font partie de l'espece Vibaio chofeirae, famille
des Wibaionaceaz.

Cette espece est constituée de bacilles & Gram négatif, incurvés. Ils
sont mobiles grdce a un seul flagelle polairé.
L'espece Vibaio choferae comprend 4 biotypes :

- 2 biotypes non pathogenes pour 1'homme : les biotypes proteus
et albensis ;
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= 2 biotypes responsables du choléra :

- le biotype cholerze, appeléd également vibrion choléri-
que, classique ou asiatique. Il correspond au germe isolé par Koch.

. Le biotype eltor.

A ces 4 groupes reconnus officiellement comme faisant partie de 1'espece
Vibrio choferae, il Faut ajoutcr celui des vibrions dits ‘hon agglutina-
bles". Ces germes dont il n'est pas fait mention de facon précise dans

le Bergey's Manuel ont les m@mes principaux caracteres biochimiques que
les germes responsables du choléra. Ils n'en différent que par leur struc-
ture antigénique (118). Le rdle pathogene de ces germes n‘est également
pas bien défini. Souvent isolés des eaux (40), ils ont été incriminés

dans des cas de toxiinfections alimentaires et de diarrhées cholérifor-
mes dans différents pays dont 1'Algérie (2, 66, 92).

(

2, 2. - Principaux caractéres bicchimiques
des germes responsables du choléra

Les germes responsables du choléra sont des germes aéro-anaérobie
facultatifs. Ils dégradent le glucose par voie fermentative sans produc-
tion de gaz. Ils possedent une cytochrome oxydase et une nitrate reduc-
tase qui réduit les nitrates au stade de nitrites.

Ils possedent une lysine et une ornithine décarboxvlases mais pas
d'arginine déhydrolase. .

Les caracteres qui permettent de différencier les biotypes eltor
et cholerae sont : la fermentation du glucose par voie de 1'acetyl
methyl carbinol (réaction de VP) (57) le pouvoir hémagglutinant (HA) et
hémolytique (HYSE) vis-a-vis des globules rouges de moutons (49, 57},
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la résistance a la polymixine B et au choleraphage IV de Mukerjee (59,
99), ces 2 derniers caractéres etant les plus constants (58) (Tableau 1).

Tableau 1 : Caractéres différentiels de Vibadlo choferae
biotypes Choferae et elfon

. Résistance po~| Résistance au
v HYSE o
Blotype a he — lymixine B phage IV
Cholerae - - - sensible sensible
Eltor + (=) + (=) + (=) résistant résistant

2. 3. - Structure antigénique

Les vibrions choleriques possédent deux types d'antigenes constitu-
tifs : 1l'antigene flagellaire ou antigene H et l'antigene somatique ou
antigéne O.

- L'antigene H est de nature protéique, thermolabile. Cet antigene
H, commun a toute 1'espece Vibrdlo cholerae ne présente pas d'intéret
pratique pour le diagnostic (119).

- L'antigene O de nature glucido-lipidoprotéique est localisé au
niveau de la paroi des bactéries. Il correspgnd a l'endotoxine des vi-
brions. Il est thermostable, et donne lieu a la formation d'anticorps
agglutinants (119).



Une premiere étude de la structure antigénique O de 1'espece Wibnio
choferae a été faite pour la premicére fois par Gardner en 1935. Elle a
permis de déterminer 6 groupes.(61). Des études plus récentes, faites
par Sakazaki en 1970 (119) et Smith en 1975 (133), ont permis de déter-
miner respectivement 39 et 75 groupes O.

Dans toutes ces études, le groupe O1 correspond aux biotypes eltor
et cholerae qui ont donc la méme structure antigénique O1. Les autres
groupes correspondent aux vibrions dit "non agglutinants" (ainsi dénom-
mes parcequ'ils n'agglutinent pas avec le sérum du groupe 01).

Le groupe O1 se subdivise en 3 sérotypes : Ogawa, Inaba et Hikojima.

Actuellement, une nouvelle déncmination est adoptee pour les vibrion:
cholériques en fonction de leur structure antigénique O, c'est ainsi que
Vibrio cholerae eltor et cholerae sont dénommés Vibiio cholerae O groupe
ou Vibrio cholerae 0! ; les vibrions autrefois appelés "non agglutinables
sont appelés Vibaio cholerae "non O groupe 1" ou Vibaio cholerae non 07
(149).

Dans la suite de notre travail, nous continuerons, par commodite,
a désigner les vibrions non O groupe 1 par leur ancienne dénomination
a savoir Vibrions cholériques non agglutinabfes (vibrions N.A.G.}.

2. 4. - Substances élaborées par les viprions

Les vibrions cholériques élaborent un certain nombre de substances
(16, 102, 130) parmi lesquelles, celles qui ont ou gui pourraient avoir
un rdle dans la pathogénie du choléra sont : 1'entérotoxine, la mucinase,

la neuraminidase et la lécithinase.
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2. 4. 1. - L'entérotoxine cholérique

2L L) - Découverte de l'entérotoxine

C'est Koch qui, dés 1884, a émis 1'hypothése que le choléra serait
di a 1'élaboration par les vibrions cholérique "d'un poison spécifique®
qui serait une exotoxine (112) . Mais tous les travaux entrepris alors
aboutirent a la conclusion que le seul produit élaboré par les vibrions
et auquel les auteurs attribuaient un rdle dans la pathogénie du choléra
était 1'endotoxine.

Cette endotoxine de nature glucido~lipido~protéique, thermostable
a les propriétés générales des endotoxines des germes a Gram négatif (15,
16, 17).

Donc jusqu'en 1950, 1'hypothése de Koch quant a 1'élaboration d'une
exotoxine par les vibrions a été écartée.

En fait, tous les travaux entrepris pour comprendre la pathogénie
du cholépa se heurtaient a la difficulté de trouver des animaux d'expé-
rience capables de reproduire uniformément la principale manifestation
du choléra a savoir la diarrhée.

Tous les auteurs s'accordent a dire que ce sont les travaux de De
et Dutta dans les années 1953-1960 qui, en réintroduisant des techniques
et des animaux d'expérience déja utilisés, ont permis des progres dans
1'étude du mécanisme de pathogénicité des viérions (43) . Ces techniques
gont : l'injection directe, 3 llintérieur de segments ligaturés d'intes-
tin de lapin, et 1'administration par voie orale a de jeunes lapereaux,
soit de germes vivants soit de filtrat de culture (27, 28, 29, 35, 148).
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La manifestation du syndrdme chelérique va se traduire par : une accu-
mulation de liguide a 1'intérieur du segment, qui se distend, dans la
technique d'intestin ligaturé de lapin, et un syndr8me diarrhéique chez
les lapereaux.

Ces travaux confirmés par d'autres auteurs (50, 108) ont, de plus,
permis de démontrer que le produit contenu dans le filtrat de culture
était une toxine différente de 1'endotoxine, thermolabile, et n'agis-
sait gu'au niveau de 1'intestin gréle. .

Cette toxine, appelée tout d'abord procholéragene A (44, 50), fut
purifiée en 1969 par Finkelstein et Lospalluto et déncmmée choléragene
puis entérotoxine (47, 51). Simul tanémment, ces auteurs purifiérent aussi
une autre substance, semblable antigéniquement & la toxine mais non toxi-

que qui fut appelée choléragénoid (47, 73).

En 1965, Craig trouva dans le filtrat de culture de vibrions cholé-
rigues et dans les selles de malades atteints de choléra, un produit
thermolabile qui, injecté par voie intradermique a des lapins ou a des
cobayes provoquait une lésion indurée et érythémateuse au point d'ino-
culation, due a une augmentation de la permeabilité capillaire. Ce pro-
duit fut appelé facteur de perméabilité ou "permeabifity gactor™ (PF)
ou "skin foxin" (25). Lorsque la toxine fut hautement purifiée, il s'ave-
ra que ce phénomene était 1ié directement & 1'activité de la toxine in-

jectée par voie intradermique (48, 51, 98).

La premicre preuve que la toxine contenue dans le filtrat de culture
de vibrions cholériques est capable de reproduire la symptomatologie du
choléra chez 1'homme, en 1'absence de tout germe vivant, a été apportée
par Benyajati en 1966 (9).
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La partie B n'est donc qu'un agrégat de ces sous-unités. Le nombre de
ces sous-unités varie de 5 & 8, selon les auteurs (45, 72, 140).

La toxine et le choléragénoid sont antigéniques (72). Les anti-
corps formes aprés immunisation par la toxine entisre réagissent aussi
bien avec 1'une qu'avec 1'autre (72} 5

Les fractions A et B prises séparément ne sont pas toxiques, mais
associées, elles reproduisent l1a symptomatolegie du choléra. Le méme
résultat est d'ailleurs obtenu lorsqu'on associe la fraction A au
choléragénoid (45).

Prises séparément, aussi bien la fraction A gue la fraction B de
la toxine sont antigéniques (141). Cependant, les anticorps formés aprés
immunisation par la molécuie entiére, réagissent trés bien avec la frac-
tion B mais trés peu avec la fraction A {140, 141). Le fait que la frac-
tion A ne soit pas immunogéne dans la molécule entiére s'expliquerait
par la disposition spatiale des fractions A et B : la molecule entiére
de toxine cholérique se présenterait sous forme d'anneau formé de sous
unités B entourant la fraction A (142) (cf. figure 2).

2. 4. 2. - La mucinase

La production de la nucina: = par les vibrions choleriques a été mise
en évidence pour la premiére fois par Burnet en 1947 dans le filtrat de
culture (13). Les premiers travaux ont &ta effectués a l'aide de Vibrio
choferae biotype cholerae. Par la suite, cotte enzyme a été retrouvie
chez les vibrions dits "non agglutinzbles™ et les vibrions cholériques
biotype eltor (131).
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Figure 2 : Diagramme montrant un arrangemnent possible des
unités dans la molécule de toxine cholérique
d'apres $. Van Heymingen (142)
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La mucinase agit sur différentes mucines dont les mucines du mucus
intestinal (13) et l'ovomucine. Cette derniere est utilisée comr~ subs-
trat pour la mise en évidence de cette enzyme in vitreo (12).

L'étude des propriétés de cette enzyme a montré qu'elle est active
a Ph alcalin, et inactivée a Ph acide (13). Elle est antigénique et don-
ne lieu a la formation d'anticorps neutralisent son activité in vitro
(12, 13).

2. 4. 3. - La neuraminidase

La neuraminidase, enzyme appelée également "xeceptor destroying
enzyme" (R.D.E.) a été mise en évidence par Burnet et Stone en 1947
dans le filtrat de culture de Vibxio cholerae biotype cholerae, en
méme temps que la mucinase (13, 14). Cette enzyme a été appelée R.D.E.
en raison de ses propriétés de détruire les récepteurs d'Ortomyxovirus
(virus grippal) se trouvant au niveau des globules rouges {65). Elle
a été par la suite, mise en évidence chez les souches de Vibaio cholerae
biotype eltor et chez les vibrions N.A.G. (34, 100).

I1 ressort de 1'étude de ses propriétés physicochimiques que cette
enzyme est activée a Ph acide et inactivée a Ph alcalin (14). Elle est
thermolabile (détruire par chauffage pendant 30 mn a 56°C) (14). Elle
est antigénique et donne lieu & la formation d'anticorps neutralisant
son activité in vitro (60, 128).

La neuraminidase, qui est une acylneuraminyl hydrolase (EC 3.2.1.18)
(121) agit sur les glycoprotéines et les glycolipides en libérant de 1'a -
cide N acétyl neuraminique (121, 124).
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3. 1. - Adhésion des bactéries & la muqueuse
intestinale

L'adhésion aux villosités intestinales est une étape indispensable
pour 1'expression de la pathogénicité des germes (54, 103, 127) ; ceux
qui n'adhérent pas, bien gu'ils se multiplient et excrdtent une toxine
dans la lumiére intestinale, ne sont pas pathogenes (6, 67, 136).

On pense que l'adhésion permet aux germes d'une part de ne pas étre éli-
minés d'autre part de produire la toxine pres des sites récepteurs (109).
Cette adhésion n'a lieu qu'aprés que les bactéries aient traversé la
couche de mucus qui enrobe la muqueuse intestinale (127).

Jusqu'a présent, deux facteurs ont été incriminés comme pouvant
faciliter la pénétration des bactéries dans le gel du mucus : la mobi-
lité du germe et le chimictactisme (6, 55, 56, 67, 127).

Les facteurs d'adhésion n'ont pas été identifiés. Certains auteurs
ont attribué ce rdle au flagelle (67).

3. Z. - Action de 1'entérotoxine cholérique

Une fois fixées, les bacteries vont produire 1'entérotoxine cholé-
rique qui, en fait, est responsable de toute la symptomatologie du cho-
léra. Les deux fractions A et B de 1'entérotoxine sont indispensables
a son activité (45).

Par sa fraction B, la toxine va se fixer a des récepteurs spécifi-
ques se trouvant au niveau de la membrane cytoplasmique des cellules
épithéliales intestinales. Ces sites récepteurs ont été identifiés comme

étant des mono-sialosyl-gangliosides, appelés (M, (72, 81, 140, 143).

1
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La fixation ccnstitue la premiere étape de l'activité de la toxine
(75, 109). Elle est irréversible (138, 144). Cette fixation aux récep-

teurs se fait molécule a molécule (74).

Aprés fixation, la toxine va exercer son activité hidogique par
1'intermédiaire de sa fraction A (72, 142). Le polypeptide A, se déta-
che de la molécule et pénetre dans le cytoplasme de la cellule épithé-
liale intestinale. Il active alors 1'adényl cyclase qui va provoquer
une augmentation de 1'AMP cycligue. L'augmentation de 1'AMP cyclique
aura pour conséguence, une augmentation de la sécrétion d'électrolytes
et une fuite d'eau vers la lumiere intestinale, d'olu syndrOme cholérique
(€2, 142).

Le polypeptide A2 semble servir de lien entre la fraction A et la

fraction B dans la molécule entiere (42, 142).

A l'heure actuelle donc les questions qui restent posées concer-
nant la pathogénie du choléra sont : quels sont les facteurs gui faci-
litent aux germes le passage de la barriére constituée par le mucus ?
Quels sont les facteurs d'adhésion ? Existe-t-il des substances qui fa-

vorisent la fixation et (ou) l'activité de la toxine ?

Pour répondre a ces questions, des travaux sont actuellement entre-
pris pour déterminer le rdle de certaines substances excrétées par les
vibrions cholériques. Parmi celles-ci figurent la mucinase, la neurami-

nidase et la lécithinase.



3. 3. - R6les éventuels de ces enzymes
3. 3. 1. - RBle éventuel de la mucinase

Des sa découverte, la mucinase a été incriminée dans la pathologie
du choléra. On avait alors pensé que cette enzyme était un facteur toxi-
que excrété par les vibrions, responsable de la desquamation de la mu-
queuse intestinale du cobaye, in vitro (13, 89). En effet, avant les
travaux de Gangarosa en 19260, démontrant qu'il n'y avait pas d'altéra-
tion de la muqueuse intestinale des malades de choléra {60}, on pensait
que le syndréme cholérique était dl & la perte de liguide survenant com-
me une sorte d'exsudat apres la desquamation de la mugueuse intestinale
(105) .

A l'heure actuelle, une autre hypothése a été émise quant au role
de la mucinase dans la pathogénie du choléra : elle agirait en détruisant
la barriere constituée par le mucus. Elle faciliterait ainsi la pénetra~
tion des germes dans le gel de mucus et par la suite, 1l'adhésion des vi-

brions a la mugueuse intestinale (19, 75).

3. 3. 2. - ROle éventuel de la neuraminidase

La neuraminidase s'est également wvue attribuer un rble dans la pa-
thogénie du choléra. En effet, aprés 1‘'identification des récepteurs spé-
cifiques de 1'entérotoxine cholérique, certains auteurs,en raison de 1'‘ac-
tion connue de la neuraminidase sur les trisialosyl gangliosides et disia-
losyl gangliosides, pensent que cette enzyme peut avoir un role au niveau
de la fixation de la toxine : elle augmenterait les sites récepteurs en
scindant les tri et disialosyl gangliosides qui se trouvent au niveau de
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la membrane cytoplasmique des cellules épithéliales intestinales, en
menosialosyl gangliosides (70, 101, 137) ce qui augmenterait le nombre
de molécules de toxine fixdes. Mais ces travaux restent controversés
(75) .

3. 3. 3. - R3le éventuel de la lécithinase

En ce qui concerne cette enzyme, aucune hypothese n'a été émise
qui pourrait expliquer son intervention dans la pathogénie de la maladie.
Guhathakurta et Coll. ont cbservé simplement une corrélation entre 1'aug-
mentation de la production de 1'entérotoxine et celle de la lécithinase
par les vibrions cholérigues apres passage des germes sur animal (69).

La figure 3 résume sous forme de schéma le mécanisme pathogénique
éventuel du choléra, d'apres Holmgren (75).



CHAPITRE I

MATERIEL
ET
METHODES



1. - SOUCHES ETUDIEES

Notre étude a porté sur 94 souches de Vibrio choferae biotype edton
sérotypes Ogawa ou Inaba (dont 49 ont été isolées chez des sujets hospi-
talisés pour syndrome cholérique et 45 chez des sujets contacts, porteurs
sains), et 92 souches de vibrions "non agglutinables” (N.A.G.) (dont 51
ont été isolées chez des sujets hospitalisés pour syndrome cholérique et
41 chez des sujets contacts (porteurs sains).

Ces souches ont été isolées au cours des épidémies de choléra qui
ont eu lieu en Algérie, dans différentes régions du pays. Les souches
de Vibrio cholerae biotype eltor proviennent des €pidémies de 1978 3
1982 ; celles des vibrions N.A.G. ont €té collectées entre 1971 ot
1982.

Toutes ces souches nous ont été adressées pour confirmation du
diagnostic. Aprés étude de leurs caracteres biochimiques et antigéniques
elles sont gardées dans un milieu de coi. ~rvation composé d'extrait de
viande, de protecse peptone, de bacto agar, a. ~hlorure de sodium et de
phosphate dissodique. Ce milieu est réparti a rais - de 3 ml par tube de
9/97 mm.
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2. - TECHNIQUES
2. 1. - Techniques de mise en évidence de la toxine

Pour la mise en évidence de la toxine, 3 techniques ont été
utilisées :

- la technique 'monoganglioside Enzyme Linked Immuno-Sorbant Assay"
{(GM-1 ELISA)

- la technique sur intestin ligaturé de lapin
- la technique sur intestin ligaturé de souris.

Le choix de ces trois techniques repose sur le fait que ce sont celles
qui sont le plus souvent utilisées par les autres auteurs mais aussi
parcequ'elles nous ont paru les plus facilement praticables dans nos
laboratoires.

2. 1. 1. - Technigque GM~1 ELISA

La technique utilisée est en fait la technique ELISA telle qu'elle
a été modifiée par Svennerholm et Coll. (139) et a laquelle ils ont donné
le nom de Monogangfioside Enzyme Linked Immuno-Sorbant Assay (@Q-1 ELISA).

Cette techniyue repose sur le méme principe que la technique de
Engwall et Perlman (36), la seule modification apportée étant la sui-
vante : les microplaques, au lieu d'étre directement recouvertes d'anti-
gene. (constitué par la toxine cholérique, dans ce cas), sont recouvertes
de monoganglioside (@4~1) qui est le récepteur spécifique de la toxine,
dans le but de rendre la technique plus sensible (139).



La toxine cholérique, contenue dans le surnageant de culture des
vibrions, se fixe au @-1. On fait agir un inmunserum de lapin antito-
xine cholérique. Le complexe antigéne anticorps formé est révélé par la
fixation d'anti-immunoglobulines de lapins couplées a la phosphatase
alcaline. Aprés lavage, la fixation de cette anti-immunoglobuline est

mise en évidence par la dégradation du substrat de la phosphatase alcaline.

Pt 1. 1. - Matériel

- Milieux de culture : 3 milieux de culture parmi ceux souvent
utilisés par les auteurs ont été testés :

. milieu syncase, contenant des casaminoacides et des sels miné-
raux (44),

. milieu a 1l'extrait de levures et aux casaminoacides (MY) (4),

. milieu trypticase soy broth additionné de 1 % d'extraits de
levures (TSB + 1 % EL) (117).

- Surnageants de cultures : les souches sont cultivées sur gélose
nutritive en tubes et incubées une nuit a 37°C. Elles serviront a ense-
menser des tubes de bouillon nutritif qui sont incubés 5 a 6 heures a
37°C. Le volume d'une demi-pipette Pasteur de ce bouillon est ensuite
mis dans 50 ml de chacun des 3 milieux cités ci-dessus, contenus dans
des erlen-mayers de 250 ml. L'incubation est réalisée a 37°C pendant
une nuit sous agitation a raison de 150 agitations par minute. Chaque
milieu est alors centrifugé durant 30 mn a +4°C, a 18000 tours/mn dans
une centrifugeuse type MSE High Speed 18.



Les surnageants sont recueillis stérilemenc et, éventuellenent,
conservés au maximum 4 jours a +4°C.
Les résultats des tests de stérilité ont montré que cette centrifugation

a grande vitesse donne des surnageants stériles.

- Sérum antitoxine cholérique : le sérum antitoxine cholérigque

4 \rtilisé est préparé dans notre laboratoire par immunisation de 1apins
™ é&ulbes 3 1'aide d'entérotoxine cholérique purifiée (SCHWARZ/MANN) .
pmtooole utilisé est le suivant : avant 1' immunisation, dans le but
d'éviter ultérieurement de fausses reactlons positives, nous vérifions
l'absence, dans le sérum des animaux, d'anticorps anti-antigénes cholé-
rigques (O et H) par agglutination sur lame 4 1'aide de souches de vibrions
Jdaolenques de sérotype Ogawa et Inaba. L' immunisation des lapins a séro-
3.ogle négative est alors effectuée de la maniére suivante : 3 injections

- pe ar yoie intramusculaire, de 1 ml de toxine (2 la concentration de 30 ug

- ml) additionné d'un égal volume d'adjuvant de Freund complet, sont
, fectuées a 14 jours d'intervalle chacune. Dix jours apres la troisieme
tion, une quatriéme injection est effectuée selon le méme protocole ;

jours apres cette derniére, les animaux sont saignés a blanc et le
rum recueilli.

. Le sérum est ensuite titré par la méthode GM-1 ELISA dans laquelle
'an 1géne est constitué par la toxine purifiée, & la concentration de

J \» nl. Le titre est donné par la plus grande dilution de sérum qui donne

dens:.te optique supérieure de O, 4 a celle du témoin négatif dans lequel

: "ugene est remplacé par de 1' albumine bovme sérique (BSA) a la con-
ent. atlon de 1 % dans du tampon phosphate, Ph 7,2.



Le sérum est utilisé a une concentration 2 fois supérieure & son
titre réel.

- Le monoganglioside ((M-1) : provient de Suppelco Belfonte, Pen—
sylvanie (USA).

- Le Conjugat : constitué par des immunoglobulines de mouton anti-
immunoglobulines de lapins (fragment Fab), couplées a la phosphatase
alcaline ; il nous est fourni par 1'institut Pasteur Production (France).

- Le substrat de la phosphatase alcaline utilisé est le para-nitro-
- phényl phosphate (Boehring) .

- Les microplaques en U sont des microplaques en polystiréne (Cooke
- microtiter).

2. 1. 1. 2. - Méthode

-~ La méthode utilisée est celle utilisée au laboratoire de 1'Institut

de Microbiologie Médicale de Goteborg (Sudde) (Pr Holmgren : communication

ersonnelle) que nous avons légerement modifiée : le contact entre le QM-1

t la toxine cholérique contenue dans le surnageant de culture a lieu pen-

e nuit (117) au lieu de 2 H. Aprés addition du sérum antitoxine,

es sont laissées 4 H a 37°C au lieu de 2 a 4 H a la température

5 addition du substrat, la lecture des densités optiques est effectuée

es incubation des microplaques 1 H a 37°C au lieu de 100 mn & la tempé-
ambiante. '



La technique adoptée est donc la suivante : les microplagues sont

a raison de 100 ul par cupule, dans du tampon phosphate a ph 7,2. Les
microplaques sont laissées une nuit & la température du laboratoire, en
chambre humide.

<

placés dans chaque cupule, dans le but de blogquer la surface non recou-

bre humide.

De nouveau, 3 lavages sont effectués a l'aide de PBS. La réaction

culture obtenus avec chacun des milieusx.

Les: microplaques sont laissées une nuit, alatempérature ambiante
~ du laboratoire, en chambre humide. Le lendemain, les microplagues sont
lavées 3 fois a 1'aide de PBS contenant 0,05 % de Tween 20.

R On dépose alors dans chaque cupule, 100 ul de sérum antitoxine

.' - cholérique, dilug cdans du PBS contenant 0,05 £ de Tween 20 et 1 % de
- Bsj, a la digution adéquate. On laisse agir 4 H & 37°C.

=

' res 3 lavages a 1'aide de PBS + 0,05 % de Tween 20, on met le
- conjugat a raison de 100 ul par cupule. On laisse agir une nuit a la

~ température du laboratoire. )

recouvertes d'une solution de -1 a la concentration de 1,5 nM par ml,

Aprés 3 lavages & l'aide de tampon phosphate a Ph 7,2 (PBS}, 200 ul
d'une solution a 1 % d'albumine de sérum de veau (BSA) dans du PBS, sont

verte de GM-1. Les microplaques sont alors placées 30mna 37°C en cham-

est alors effectuée en remplissant les cupules a 1'aide de surnageants de



Apres lavage comme ci-dessus, on ajoute le substrat a la concen-
tration de 1 mg/ml dans du tampon carbonate ph 9,8, & raison de 200 ul
par cupule. On inculbe alors les microplaques 1 H & 37°C. Immédiatement
apres, on effectue la lecture de la densité optique a 1'aide d'un Spec-
trophotometre Multistank, type Titertek, a 400 nm.

Pour chaque souche et chaque milieu, la réaction est effectude dans
2 cupules.

Des témoins filtrats sont également préparés pour chaque souche
et chague milieu, dans 2 cupules, selon le méme protocole que ci-dessus
mais le sérum antitoxine cholérique est remplacé par du PBS contenant
1 % de BSA.

Les teémoins positifs sont constitués par la toxine cholérique puri-
fiée (SCHWARZ MANN), utilisée & la concentraton de O, 1 ug/ml. Cette to-
xine, placée sous un volume de 100 ul par cupule, remplace dans la tech-
nique .indiquée ci-dessus, le surnageant de culture.

Les résultats sont interprétés comme suit : est considérée comme
positive toute souche dont la différence entre la moyenne des DO des
2 cupules "réaction" et celle des 2 cupules "témoins négatifs" est égale
ou supérieure a 0,05.
La technique est résumée dans la figure 4.



Figure 4 : Schéma de la technigue @-1 ELISA

Recouvrir les microplagues de GM-1
I une nuit a t° du laboratoire
Laver 3 fois a 1l'aide de PBS
Mettre 0,2 ml de BSA
30 mn a 37°C
Laver 3 fois a l'aide de PBS
Remplir les cupules a 1'aide de surnageant <e culture
une nuit a la t° du laboratoire
Laver 3 fois a 1l'aide de PBS + 0,05 % de Tween 20
Mettre 0,1 ml de sérum antitoxine
4 H a 37°C
Laver 3 fois a l'aide de PBS - Tween
Mettre 0,1 ml d'IgG couplées a la Phosphatase
une nuit a la t° du laboratoire
Laver 3 fois a l'aide de PBS Tween
Mettre 0,2 ml de substrat
une heure a 37°6

Déterminer la DO



2. 1. 2. - Technique sur intestin ligaturé de lapin

La technique utilisée est celle de Burrows et Coll. (18) dont le
principe est le suivant : 1'injection de 1l'entérotoxine cholerique dans
1'intestin ligaturé de lapin va produire un afflux du ligquide a 1'inté-
rieur du segment lequel se gonfle et se distend (cf photo 1). Le rapport
"yvolume de ce liquide (en ml) sur la longueur du segment (en cm)"” est
alors déterminé ; ce rapport est proportionnel a la quantité de toxine
injectée (80).

2. 1. 2. 1. - Matériel

- Lapins : des lapins albinos de la production de 1l'Institut Pasteur
d'Algérie, ayant un poids de 1,8 a 2 Kg, ont été utilises.

- Surnageants : les surnageants de culture sont obtenus sur milieu
Trypticase Soy Broth additionné de 1 % d'extraits de levure, selon le méne
protocole gue celui utilisé dans la méthode M-1 ELISA.

2. 1. 2. 2. - Méthode

Les lapins sont privés de nourriture, mais recolvent de 1'eau, pen-
dant 24 H.

Aprés rasage de 1'abdomen et anesthésie locale a la xylocaine, et
générale a la kétamine base (Ketalar) de l'animal, on effectue une inci-
sion au niveau de la ligne médiane de 1'abdomen, on retire 1'intestin et,
partant de 1l'appendice (18), on ligature des segments.d'environ 5 cm de
longueur. Au total, 26 segments sont ainsi constitueés.
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Dans chaque segment, on injecte 1 ml de surnageant de culture.
Parallélement on prépare 2 "témoins positifs" en injectant 1 ml de toxine
cholérique purifiée, a la concentration de 0,5 ug par ml entourés chacun
de 2 "témoins négatifs" auxquels est injecté du milieu de culture stérile,
non ensemencé. On replace 1l'intestin dans l'abdomen et on suture.

Pour chaque série de surnageants, on utilise 2 lapins en inversant

1'ordre d'injection des segments (18).

Les animaux, s'ils ne sont pas morts, sont sacrifiés 18 H apres.
On mesure le volume de ligquide contenu dans le segment et la longueur
de celui-ci. On détermine alors le rapport "volume du liquide (en ml)

sur la longueur du segment (en cm)".

Par référence aux résultats obtenus avec les "témoins positifs"
et les "témoins négatifs", nous avons considéré comme positive toute
souche pour lagquelle nous avons obtenu un rapport supérieur ou égal a

0,1 sur au #moins un lapin.

Pour chaque série de souches testées sur un méme lapin, nous n'avons
pris en considération les reésultats cobtenus que lorsque ceux des "téemoins
positifs" et "négatifs" ont été conformes.

2. 1. 3. - Méthode sur intestin ligaturé de souris

Le principe est le méme que celui de la technique sur intestin

ligaturé de lapin (113).
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2. 1. 3. 1. - Matériel

- Souris : nous avons utilisé des souris blanches (N.H.R.I.),
dgées de 6 a 8 semaines (113), provenant de 1'élevage de 1'Institut
Pasteur d'Algérie.

- Surnageants : les surnageants de culture ont été obtenus de la
méme fagon que pour la technique sur intestin ligaturé de lapin.

2. 1. 3. 2. - Méthode

La technique utilisée est celle en usage a 1'Institut de Microbio-
logie Médicale de Goteborg (Suede) (Pr Holmgren, communication personnelle),
inspirée de celle de Punyashthitik et Coll. (113).

Les souris sont soumises a la diete pendant 24 H.

Apres anesthésie générale par inhalation d'ether, on ouvre 1'abdomen
des aninaux et on retire 1l'intestin gréle. Au milieu de 1l‘intestin, 3
segments d'environ 5 am de longueur sont ligaturés. Ils sont séparés par
des intersegments d’environ 1 cm.

Dans 1'un d'eux on injecte 0,2 ml de surnageant de culture de la
souche testée. Les 2 autres constituent, 1'un "le témoin positif" et
1'autre "le témoin négatif". Dans le premier, on injecte 0,2 ml de to-
xine cholérique purifiée a la concentration de 0,5 ug par ml, et dans le
second O,2 ml de milieu de culture stérile. On referme 1 ‘'abdomen.

Un lot de 5 souris est utilisé pour chaque souche.

R R R



Les animaux sont sacrifiés 3 4 4 H plus tard. Les intestins sont
retirés, les segments sont alors découpés, pesés et leur longueur mesu-
rée. On détermine alors la différence entre le rapport "poids (en mg)
sur longueur du se.ment (en cm)" contenant le surnageant de la souche
testée et celui du "témoin négatif". Sont considéreées comme positives,

les souches pour lesquelles cette différence est €gale ou supérieure a
20 chez 3 souris au moins.

2. 2. - Mise en évidence de la mucinase

La méthode gue nous avons utilisée est celle de Kusama et Craig
(83) dont le principe est le suivant : la micinase, contenue dans le
surnageant de culture des souches a tester dégrade 1'ovomucine (qui cons-
titue le substrat) et la rend non préecipitable par le bromyre de cetyl
triméthyl ammonium (C.T.A.B.) (12).

2. 2. 1, - Matériel

- Milieux : dans le but de déterminer le meilleur milieu pour la
production de l'enzyme, 5 milieux ont été testés :

. le milieu syncase (44)
b - le milieu "eau peptonnée alcaline" gui est le milieu
' d'enrichissement pour les vibrions (5),

. le milieu a 1'infusion de coeur (HIB) (Difco)
. le milieu & 1'infusion de coeur additionné de 5 % de
glycérol (utilisé pour la mise en évidence du pouvoir hémolytique des
. vibrions cholérigues;(5),

. le milieu a 1'infusion de coeur et de cerveau {BHIB) (Difco) .




- B2 =

Le choix de ces milieux nous a été dicté d'une part par le souci
d'utiliser ceux employés couramment dans nos laboratoires et d'autre
part, par le besoin de tester ceux utilisds par les autres auteurs.

- Surnageants de culture : les surnageants de culture sont obtenus
€n ensemencant chacun des milieux mentionnés ci-dessus selon le méme
protocole que celui utilisé pour la mise en évidence de 1la toxine »
cependant, les surnageants sont recueillis aprés 24 H et 48 H d'incu-
bation dans le but d'étudier 1'influence du temps d'incubation sur 1a

production de la mucinase et sur le Ph.

Le Ph des surnageants est déterminé et éventuellement ramené a 8
a 1'aide de NaOH (solution normale) .

- Substrat : la préparation du substrat de la mucinase, constitué
par 1l'ovomucine, est effectude selon la methode décrite par Freter (53)
6 blancs d'oeufs, soigneusement séparés du jaune, sont placés dans 2 li-
tres d'eau distillée préalablement refroidie a +4°C. Sans agiter, on
place les flacons contenant cette préparation & +4°C pendant un nuit,
dans le but de précipiter les blancs d'oceufs.

Le lendemain, le maximum d'eau qui surnage, est éliminé. Le pré-
cipite est centrifugé & 1000 tours par minute pendant 30 mn i la tem-
pérature ambiante.

Tout le surnageant est alors jeté. Le précipité est dissout dans
un volume minimum d'une solution stérile de NaCl a 5 %. A 1l'aide d'eau
distillée, la concentration de NaCl dans la solution de blanc d'ceuf
est ensuite ramenée a 0,89 3.



On centrifuge de nouveau & 1000 tours par minute pendant 30 mn.
Le surnageant qui est, éventuellement, filtré sur gaze stérile, cons-
titue le substrat.

Le substrat est ensuite titré comme suit : des dilutions de demi
en demi de 1'ovomucine sont effectudes i l'aide d'eau physiologique sté-
rile, sous un volume de 1 ml. A chaque dilution on ajoute 2 3 3 gouttes
d'une solution de bromure de cétyl triméthyl d'ammonium (C.T.A.B.) & 1 %.

Le C.T.A.B. va précipiter 1l'ovomucine, donnant la formation de
grumeaux floconneux en suspension.

La plus grande dilution d'ovomucine, donnant un précipité, consti-
tue une unité de substrat.

Pour le titrage de la mucinase, le substrat est utilisé a 1la con-
centration de 2 unités contenues dans 0,5 ml.

- Solutions S : dans le but de déterminer leur influence sur
la mise en évidence de la mucinase, 4 solutions tampons ont été utilisées
pour la dilution des Surnageants de culture des souches testées :

. le n Tris EDTA
- le [tampon Tris 0,1 M , Ph &
. le n Borate (TB a ph 8)

- le tampor} isotonique salé, ph 8 (83).
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2. 2. 2. - Méthode

A partir des surnageants de culture des souches a tester, on ef-
fectue des dilutions de demi en demi dans chacune des solutions tampons
mentionnées ci-dessus, sous un volume de O,5 ml. A chagque dilution on
ajoute 2 unités de substrat contenues dans 0,5 ml. On agite vigoureuse-
ment pour bien mélanger l'enzyme et le substrat. On incube alors 30 mn
a 37°C.

Pour chaque série de surnageants testés, on prépare des "temoins
ovomucine” dans lesquels le surnageant est remplacé par chacune dessolu-
tions tampons et un "témoin surnageant” dans lequel on ne met pas de
substrat.

Aprés incubation, on verse dans tous les tubes 2 a 3 gouttes d‘'une
solution, a 1 ¢ de C.T.A.B. pour détecter l'ovumucine non dégradée : une
réaction positive (présence de mucinase) va se traduire par 1‘tabsence de
formation d'un précipité floconneux. Par contre, le "témoin ovomucine”
doit toujours donner ce précipité tandis que le "témoin surnageant” ne

doit subir aucun changement.

Le titre de la mucinase est donné par 1l'inverse de la plus grande
dilution de surnageant dans laguelle il n'y a pas de formation de précipi-

té apreés addition de C.T.A.B.




- 4% %

2, 3. - Mise en évidence de la lécithinase

La technique est celle de Liu (86) dont le principe est le
suivant : la lécithinase des vibrions qui est en fait une lysolecithi-
nase contenue dans le surnageant' de culture, dégrade la lysolecithine
contenue dans le jaune d'oeuf en libérant des acides gras (37).

2. 3. 1. - Matériel

- Milieux : 2 milieux ont été testés afin de déterminer celui qui
favorise le mieux. la production de lécithinase : milieu syncase et mi-
lieu a 1'infusion de coeur (HIB).

- Surnageants : les souches sont ensemencées dans les 2 milieux
cités ci-dessus et les surnageants de culture sont obtenus selon le méme
protocole utilisé pour la mise en évidence de la toxine.

- Substrat : il est constitué par la lysolécithine contenue dans
le jaune d'oeuf qui est préparée selon la technique décrite par Liu (86)
que nous avons légérement modifiée : la solution de jaune d'oeuf est
traité au kaolin et au CaCl2 et diluée au quart :

Un jaune d‘'oeuf, débarrassé du blanc et de la membrane qui 1'entou-
re, est placé dans 250 ml d'eau physiologique ‘stérile contenant 0,2 %
de CaCl2 et 1 % de Kaolin. On mélange et on passe la solution sur papier
Whatmann n°2 pour éliminer le Kaolin et les débris qu'il a adsorbés. Le
filtrat est ensuite dilué au quart dans de l'eau physiclogique.
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2. 3. 2. - Méthode

Les surnageants de culture des souches a tester sont dilués de
demi en demi, sous un volume de 0,5 ml dans de 1'‘eau physiologique.
Le substrat est ajouté sous un volume de 2 ml dans chacune des dilu-
tions. Letbut est alors incubé une nuit a 37°C.

Pour chaque série de surnageants, on effectue un témoin substrat
dans lequel le surnageant est remplacé par de 1'eau physiologique.

Une réaction positive (présence de lécithinase dansle surnageant)
va se traduire par la formation d'un anneau jaune (constitué par les aci-

des gras libérés) a la surface et un éclaircissement du liquide en dessous.

Le titre de l'enzyme est donné par 1'inverse de la plus forte dilu-
tion du surnageant qui donne une réaction positive.

2. 4. - Mise en évidence de la neuraminidase

La méthode utilisée est celle de Moriyama et Coll. (96) : la neu-
raminidase, contenue dans le surnageant de culture, agit sur son substrat
en libérant de 1'acide N.acétyl neuraminigue (A.N.A.N.). La gquantite
d'acide libérée est proportionnelle a celle de 1l'enzyme présente (1).

Le dosage de cet acide est effectué par la méthode de Warren (147)
dont le principe est le suivant : dans un premier temps, on transforme
1'AN.A.N. en acide P formyl purivigue par oxydation a l'aide de pério-
date. L'addition d'acide thiobarbiturique donne alors lieu a la formation
d'un chromophore de coloration rose. Apres extraction de ce dernier par
un mélange d'acide-butanol, on en détermine la densité optique.



Lol i

T

- Milieux de culture : le milieu utilisé est le milieu a 1'infusion
h-mwr (HIB) .

-

- Surnageants de culture : préparés selon le méme protocole utilisé
~ pour la mise en évidence de la toxine,

T

- Substrat de la neuraminidase : il est constitué par la fétuine

ue dans le sérum de veau foetal (121). Le sérum nous provient de
'Institut Mérieux.

- Réactifs : toutes les solutions chimigues utilisées ont été pré-

arees selon les formules données par Warren (147).
) =,

2. 4. 2. - Méthode

S des tubes a hémolyse, on met 0,5 ml de tampon phosphate 0,5 M,
5; 0,5 ml de sérum de veau foetal ot 0,5 ml de surnageant de culture
mnhe a tester. On incube une nuit & 37°C.

! -

On ajoute alors 1 ml d'une solution d'acide phosphotungstique a 5 %
_  but d'arréter la réaction (96). Aprés agitation, on laisse 20 mn
t ature du laboratoire. On centrifuge pendant 5 mn & 3000 tours
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A 0,2 ml du surnageant recueilli on ajoute 0,1 ml d'une solution
de métapériodate de sodium 0,2 M. Apres agitation, les tubes sont laisses
20 mn & la température ambiante. On ajoute alors 1 ml d'une solution
d'arsenite de sodium a 10 %. Les tubes sont agités jusqu'a disparition
de la coloration jaune gqui s'est formée. Dans chaque tube on met alors

3 ml d'une solution d'acide thiobarbiturigue a 0,6 %.

Les tubes sont placés 15 mn dans un bain-marie bouillant, puis dans
de 1'eau froide pendant 5 mn. On procede alors a l'extraction de la colo-
ration rose qui s'est formée par addition de 4 ml de n-butanol a 5 3%
d'acide chlorhydrique pur. On agite. On préleve la phase supérieure dont
on détermine la densité optigue a 1'aide d'un spectrophotometre Beckman.

La lecture est effectuée a 549 nm.
La méthode est résumée dans la figure 5.
Parallelement, on a préparé et utilisé un témoin négatif dans lequel
T le surnageant de culture est remplacé par du milieu de culture non ensemen-

Cé-

Nous avons considéré comme positif tout surnageant de culture dont

"

4 ~ la différence entre sa densité optique et celle du "témoin négatif" est

supérieure a O.

Cette différence de densité optigque est convertie en unité interna-
tionale (UI) de neuraminidase en se référant a un tableau de correspondan-
ce entre la densité optigue et le nombre d'unités internationales de neu-
raminidase établi & l'aide d'une solution standard de neuraminidase de
vibrion cholérigque (B.D.H. Chemical LTD Polle England).
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Résumé de la méthode de mise en évidence

de la neuraminidase

O,AS ml de PBS O,5M Ph 6,5

+ 0,5 ml de sérum de veau foetal

# 0,5 rnl de surnageant

une nuit a 37°C

+ 1 ml d'ac. phosphotungstique a 0,5 %

agiter et laisser 20 mn a la t° du laboratoire

Centri%uger 5mn a 3000 t/m

0,2 ml de surnageant + 0,1 nl de métapériodate de Na 0,2 M
agiter et!laisser 20 mn a la t° du laboratoire

+ 1 ml d'arsenite de Na a 10 %

agiter ———3 disparition de la coloration jaune

b Sl e, thicbarbiturique a 0,6 %

Placer 1eé tubes 15 mn dans un bain-marie bouillant
puis 5 mn dans l'eau froide

y N
+ 4 ml'de n-butanol & 5 % d'HCL pur

agiter

F 4 - . . g
Prélever la phase supérieure et en déterminer ia DO a 549 hm




2. 5. - Etude de 1'influence des enzymes

sur l'activité de la toxine

L'étude de 1'influence des enzymes sur 1l'activité de la toxine est
effectuée d'une part en étudiant la relation entre la production de 1la
toxine et celles des enzymes et, d'autre part, en étudiant les modifica-
tions de la réponse de l'intestin ligaturé de lapin a 1'injection de
surnageants apres inhibition de chacune des enzymes.

2. 5. 1. - Etude de la relation entre la production
d'enzymes et celle de la toxine

Elle a été effectuée en analysant les résultats obtenus lors de
1'étude de la production de la toxine et des enzymes.

2. 5. 2. - Etude de 1'influence de l'inhibition des
enzymes sur la réponse de l'intestin
ligaturé de lapin

Cette étude est basée sur le principe suivant : toute influence
d'une enzyme sur l'activité de la toxine va se traduire par une différence
entre le rapport "volume du liguide sur 2 longueur du segment”™ obtenu
aprés injection de surnageant (contenant la  toxine) traité par l'inhi-

biteur de 1l'enzyme et celui obtenu apres injection du méme surnageant
non traité.

2. 5. 2. 1. - Matériel

- Souches : notre étude a porté sur 10 souches parmi celles que nous
avons testées et qui produisent 1'entérotoxine et les 3 enzymes a la fois.



- Surnageants : ils sont préparés selon le méme protocole utilisé
pour la mise en évidence de la toxine, en milieu HIB.

La mucinase est inactivée en ramenant le Ph des surnageants a 6.
Les surnageants ainsi traités sont incubés 4 H a +37°C (13).

La neuraminidase est inhibée en ajustant le Ph des surnageants
a 8 et en incubant ensuite 4 H a 37°C (14).

La lécithinase est inactivée par addition de 0,2 % de %nC12 (21) 5

Cette concentration a été choisie a la suite des résultats des tests
effectués qui ont montré qu'elle permet d'inactiver totalement la léci-
thinase tout en conservant 1'activité dela toxine.

Sur chaque surnageant traité par 1'un des inhibiteurs, des tests
de mise en évidence de chacune des enzymes sont effectués pour s'assurer
d'une part, que l'enzyme inhibée est totalement inactivée (absence totale
de son activité), d'autre part, que 1'inhibiteur n'a pas diminué 1'activi-
té des deux autres (méme titre de chacune d'elles dans le surnageant trai-
té et dans celui non traité). Ces tests sont effectués selon les méthodes

déja décrites pour la mise en évidence de chacune des enzymes.

2. 5. 2. 2. - Méthode
La méthode utilisée est celle de 1'intestin ligaturé de lapin.

Pour 1'étude de chaque souche, nous avons utilisé 12 segments d'in-
testin ligaturé soit 4 segments par enzyme.:



pmt' 2 de ces 4 segments, nous avons injecté le surnageant brut et dilué
au demi apres traitement par 1'inhibiteur et dans les 2 autres, le sur~
nageant non traité, aux mémes dilutions, dans le but de nous assurer que
ce dernier donne une réaction positive sur 1'intestin ligaturé de lapin.

Parallelement, pour chaque lapin, nous avons réalisé d'une part,
des "témoins positifs" constitués par 1'injection de toxine cholérique
purifiée (SCHWARZ /MANN) non traitée par 1'inhibiteur et traitée par
chacun des inhibiteurs @ans le but de nous assurer que ces derniers ne
désactivent pas la toxine), d'autre part, des "témoins négatifs" consti-
tués par 1'injection de milieu de culture non ensemencé.

On détermine pour chaque segment le rapport "volume du liquide
(en ml) sur la longueur du segment (en cm)'. On compare le rapport obtenu
- aprés injection de surnageant non traité par 1'inhibiteur a celui obtenu
i apres ;njection de surnageant traite.

2. 6. ~ Etude statistique

L'étude statistique des résultats a été effectude a 1'aide de test

a2
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CHAPITRE ill

RESULTATS
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I. - ETUDE DE LA PRODUCTION DE LA TOXINE

1.- 1. - Etude de 1'influence des milieux de culture
sur la production de la toxine

Les résultats de 1'étude comparative des 3 milieux utilisés, a savoir
le milieu trypticase soy broth additionne de 1 % d'extrait de levures
(T.S.B. + 1 % E.L.), le milieu aux casaminoacides (milieu Y) et le milieu
syncase, sont reportés sur le tableau 2. Pour 1l'ensemble des souches, les
meilleurs resultats sont obtenus sur milieu T.S.B. + 1 % E.L. ; en effet,
45,7 % des souches sont positives sur ce milieu, 29,6 % et 25,8 $ le sont
respectivement sur milieu Y ot milieu syncase. La différence observée est

statistiquement significative.

Le milieu T.S.B. + 1 % E.L. donne les meilleures résultats aussi bien
pour les vibrions cholériques 01 gue pour les vibrions N.A.G. En effet,
pour les vibrions choleériques 01, 40,4 % des souches sont positives sur
milieu T.S.B. + 1 % E.L., 27,6 % sur milieu Y et 25,5 % sur milieu syncase
(Tableau 3). Pour les vibrions N.A.G. (Tableau 4), 51,1 % des souches sont
positives sur T.S.B. + 1 % E.L., 31,5 % sur milieu Y et 26,1 % sur milieu
syncase. Mais la différence observée n'est significative que pour les vi-
brions N.A.G.

La supériorité du milieu T.S.B. + 1 % E.L. d'extrait de levure sur
les 2 autres est confirmée par les résultats obtenus lorsqu'on considére
le nombre de souches positives uniguement sur 1'un des 3 milieux. Selon
les résultats figurant sur le tableau 2, pour 1l'ensemble des souches,
nous avons 20,4 % ne produisant la toxine que’dans le milieu T.S.B. + 1 %

E.L., 7,5 % dans le milieu syncase et 7 % dans le milieu Y.



Cette différence entre les milieux est retrouvée aussi bien pour les
vibrions cholériques O1 que pour les vibrions N.A.G. = ; en effet, 19,1%
des souches V.C. O1 ne produisent la toxine que dans le milieu T.S5.B. +
1% E.L., 9,5 % dans le milieu Y et 6,4 % dans le milieu syncase ,
(Tableau 3). Pour les vibrions N.A.G., nous avons respectivement dans
chacun des milieux 21,7 %, 4,3 % et 8,7 % (Tableau 4)., Cette différence
entre les résultats obtenus sur milieu T.S.B. + 1 % E.L. et les deux
autres est statistiquement significative pour les deux groupes de vibrions
cholériques.

Le fait que la production de toxine par une souche de vibrion cholé-
rigue donnée dépend du milieu de culture est confirmée par les résultats
obtenus lorsqgu'cn considére le nombre de souches produisant la toxine in-
dépendemment du milieu. En effet, seules 19 souches sur le total des sou-
ches testées soit 10,2 $ produisent la toxine sur les trois milieux a la
fois (Tableau 2). Ce faible pourcentage est retrouvé aussi bien chez les
vibrions cholériques 01 (9,6 %) que chez les vibrions N.A.G. (10,8 3)
(Tableau 3 et 4.).



Tableau 2 :

aony g

Influence des wilieux de culture
sur lLa produc:
etnde sur l1'enscuble das sovchao.

towine 3

96 -~

MILIEUX DE CULTURE

Souches testées

= 186

Syncase TSB + 1% EL | Milieu ¥ Nbre %
Y + + 19 10,2
+ - » 14 7.5
= + - 28 20,4

B ive . B : b 2 s
" + = 10 5,4
- + + 18 9,7
. + - + 5 2,7
 Souches négatives - = = 69 37,1

'otal positif 48 (25,8%) 85 (45,7 %)| 55 (29,6 %)




Tableau 3 : Influence des mi.ieux de culture
sur la prc2uction de towine

étude chez les wvaicrions mneldr gue

| MILIEUX DE CULTURE S°“°i=‘esg:e5tées

Syncase TSB + 1% EL Milieu Y Nbre %

e + - 9 9,6

+ g % 6 6,4

= + - 18 19,1

Souches - = + 9 9.5

positives

+ + - 6 6,4

- B + 5 5,3

+ - + 3 3.2

7 hes negativesg - - = 38 40,4
ﬁbtal positif 24 (25,5 % 38 (40,4 %) 26 (27,6 %)




Tableau 4 :

Influence des milieux de culture
sur la production de toxine :
étude chez les vibrions N.A.G.

- J!j -

MILIEUX DE CULTURE

Souches testées

29 (31,5 ¢

= 92
Syncase TSB + 1% EL Milieu ¥ Nbre )
4 + + 10 10,8
+ - oo 8 8'7
- + - 20 2157
.
Souches - - + 4 4,3
positives
+ + b 4 4'3
| Souches négativesd - - - 31 33,7
Total positif 24 (26,1 %) 47 (51,1 %)




1. 2. - Etude comparative des techniques
de mise en évidence de la toxine

Apres une étude préliminair.é effectuée avec 30 souches de vibrions,
la technique utilisant 1'intestin ligaturé de souris a été abandonnée
pour des raisons techniques qui seront détaillées lors de la discussion
des résultats. Notre étude comparative a donc porté uniquement sur la
technique (M-1 ELISA et celle utilisant 1'intestin ligaturé de lapin
(I.L.L.).

En raison des résultats obteius lors de 1'étude de 1l'influence des
milieux de culture sur la production de la toxine rapportée ci-dessus,

nous avons utilisé le milieu T.S.B. + 1 % E.L.

Sur le tableau 5 sont présentés les résultats obtenus par la techni-
que @4-1 ELISA et celle utilisant 1'intestin ligaturé de lapin (I.L.L.) :
au total 85 souches soit 45,7 % sont positives par la technigue QM-1 ELISA
et 91 soit 48,9 % sur intestin ligaturé de lapin. Cette légere différence
observée n'est pas statistiquement significative.

ie nombre de souches positives par les deux techniques a la fois
n'est que de 48 soit 25,8 $ ; 37 souches sont positives uniquement par
la technique @M-1 FLISA soit 19,9 $ et celles qui ne sont positives que
sur intestin ligaturé de lapin représentent 23,1 % des cas.

ﬁ




Tableau 5 : Etude comparative des techniques
de mise en évidence de la toxine :
chez 1l'ensemble des souches.,

TECHNTIQUES Souches testées
= 186

GM-1 ELISA I.L.L. Nbre %

+ + 48 25,8

| Souches + - 37 19,9

positives

i - + 43 23,1

: | Souches négatives - - 58 31,2
| Total positif 85 (45,7 %) 91 (48,9 %)
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1. 3. - Etude comparative de la production de la toxine

par les vibrions cholériques 01 et les vibrions
N.A.G.

1. 3. 1. - Etude chez les vibrions cholériques 01 :

Le nombre de souches produisant la toxine varie en fonction de la
technique utilisée pour sa mise en évidence. En effet, par la technique
@1-1 ELISA, nous avons au total 38 souches soit 40,4 % qui sont positi-
ves et par la technique utilisant 1'intestin ligaturé de lapin (I.L.L.),
nous avons 54 soit 57,4 %. Seules 26,6 % des souches sont positives par
les deux techniques a la fois i 13 souches soit 13,8 % ne sont positives
que par la technique Q-1 ELISA et 29 soit 30,8 % uniquement par celle
utilisant 1'intestin ligaturé de lapin (I.L.L.) (Tableau 6).

Tableau 6 : Etude de 1la production de la toxine
par les vibrions cholériques 01,

Souches testées
TECHNIQUES = 94
GM~1 ELISA : 8 A Nbre 3
+ * 25 26,6
| Souches positives + - 13 13,8
= + 29 30,8
Souches négative , - - 27 28,7
| Total positif 38 (40,4 %) 54 (57,4 %)




1. 3. 2. - Etude chez les vibrions N.A.G.

Tout comme pour les vibrions cholériques 01, les résultats varient
en fonction de la technique utilisée pour la mise en évidence de la toxinme:
au total, 47 souches soit 51,1 % sont positives par la technigue G¥~1 ELISA
- et 37 soit 40,2 % par la technique utilisant 1'intestin ligaturé de lapin
- (I.L.L.) ; 23 souches soit 25 % sont positives par les deux techniques a
- la fois, 26,1 % uniquement par la technique GM-1 ELISA et 15,2 % par
- l'autre technique (I.L.L.) (Tableau 7).

- Tableau 7 : Etude de la production de la toxine
. par les vibrions N,A.G.

e

Souches testées
TECHNTIGQUES = 92
GM~-1 ELISA I.L.L. Nbre %
+ + 23 25
s .
i‘ &Ppches positives i - 24 26,1
Souches négatives - - 31 33,;7
:; positif 47 (51,1 %) 37 (40,2 %)
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1. 3. 3. - Etude comparative de la production
de toxine pour les vibrions cholériques 01
et les vibrions N.A.G.

Au total, utilisant la technigue sur 1'intestin ligaturé de lapin,
le nombre de souches de vibrions cholériques 01 positives est supérieur
a celui retrouvé chez les vibrions N.A.G. , respectivement 54 souches
soit 57,4 % et 37 souches soit 40,2 %. Cette différence est statistique-
ment significative.

Par la technique GM-1 ELISA, bien que nous observons un pourcentage
de souches de wibrions N.A.G. positives supérieur a celui observé parmi
les vibrions cholériques O1 (respectivement 51,1 § et 40,4 %), il n'y a
pas de différence statistiguement significative. Le taux de souches posi-
tives par les deux techniques est le méme dans les deux groupes .de vibrions.

Lorsque nous comparons le nombre de souches de vibrions cholériques O1
positives uniquement per 1'une des deux techniques a celui retrouvé chez
les vibrions N.A.G., nous constatons une différence statistiguement signi-
ficative. Le nombre de souches de vibrions cholériques 01 positives uni-
quement par la technique utilisant 1'intestin ligaturé de lapin est supé-
rieur a celui des vibrions N.A.G. (respectivement 29 souches soit 30,8 %
et 14 souches soit 15,2 $). Par contre, par la technique GM-1 ELISA, le
nombre de souches de vibrions N.A.G. positives est supérieur a celui des
vibrions cholériques O1 : respectivement 24 soit 26,1% et 13 souches soit
13,8 %.

Alors gue chez les vibrions N.A.G. il n'y a pas ce différence statis-
~ tiquement significative, entre le nombre de souches positives uniquement
- par l'une ou l'autre technique, chez les vibrions cholériques 01 le
'. nmbte de celles p051tlves uniquement par la technlque vtilisant 1'intes-

uniquement par la technique @4<1 FLISA et la différence est statistique—
- ment significative (Tableau 6 et 7).



de la toxine utiliséde.

ligaturé de lapin.

Sur le total des souches étudides (100},

de sujets hospitalisés

1. 4. - Etude de la production de toxine
en fonetion de 1'origine des souches

- Bl -

. 4. 1. - Etude chez les souches isolées
de sujets hospitalisés

Les résultats varient en fonction de la technigue de mise en évidence

46 soit 46 % sont positives par
la technique @M-1 ELISA et 51 soit 51 & par celle utilisant 1'intestin

Le nombre de souches positives par les deux technigues a la fois
est de 29 soit 29 % ; celui de celles positives uniquement par la tech-
nique @1-1 ELISA ou celle utilisant l'intestin ligaturé de lapin est de,
respectivement 17 soit 17 % et de 22 soit 22 % (Tableau 8).

Tableau 8 : Production de la toxine par les souches isolées
étude sur l'ensemble des souches.

Souches testées
TECHNIQUES = 100
GM-t ELISA IToLoba Nbre $
£ + 29 29
K #ouches positives + - 17 137
- - 22 22
%buches négatives - - 32 32
ﬂﬁbtal positif 46 (46 %) 51 (51 %)
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‘1. 4. 2. - Etude chez les souches isolées
de sujets contacts :

Tout comme chez les souches isolées de sujets hospitalisés, nous
observons une légere différence (non significative) entre les résultats
obtenus, selon la technique de mise en évidence de la toxine. En effet,
par la technique (M-1 ELISA, sur l'ensemble des souches 32 soit 45,3 %
sont positives. Par celle utilisant 1‘intestin ligaturé de lapin, nous
avons 40 souches positives soit 46,5 % (Tableau 10). D'aprés ce dernier
tableau, il n'y a pas de différence statistiquement significative entre
le taux de souches positives par les deux techniques a la fois, celui des
souches positives uniquement sur intestin ligaturé de lapin ou celui des
‘souches négatives par les deux techniques a la fois (respectivement 22,1 %
et 24,4 %, 30,2 %). On aboutit a la méme conclusion lorsqu'on considére
séparemment les résultats obtenus chez les vibrions cholérigues 01 et ceux
~ Obtenus chez les vibrions N.A.G. (Tableau 11).

1. 4. 3. - Etude comparative de la production de toxine
par les souches isolées de sujets hospitaliseés
et celles isolées de sujets contacts

L'etude camparative des résultats globaux obtenus avec les souches
isolées de sujets hospitalisés (Tableau 8) et ceux cbtenus avec les souches
! isolées de sujets contacts (Tableau 10) , ne fait ressortir aucune diffé-
rence statistiquement significative que 1l'on considere les souches positi-
ves ou négatives par les deux techniques a la fois, ou celles positives
lmiquement par l'une des deux techniques. Ceci est valable aussi bien

les vibrions cholériques 01 que pour les vibrions N.A.G. (Tableau 9
£ 11). -
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Tableau 10 : Production de la toxine par les souches isolées
de sujets contacts : etude sur l'ensemble des souches.

mleau 11 =

Production de la toxine par les souches isolées
de sujets contacts

TECHNTIQUES Souches testées
¥ = 86
GM-1 ELISA I.L.L. Nbre %
|
2 + 19 22,1
Souches positives + - 20 23,3
- + 21 24,4
Souches négatives - - 26 30,2
|Total positif 39 (45,3 %) 40 (46,5 %)

étude chez les vibrions cholériques 01

et les vibrions N.A.G.

V. C. ot V. N.A.G.

TECHNIQUES Souches tes- TECHNIQUES Fouches tes-

tées = 45 tées = 41

GM1 ELISA I.LL Nbre % M1 ELISA I.L.L Nbre %

S & 10 22,2 + + 9 22
‘auuches + - 7 15,6 + - 13 31,7
- + 16 35,6 - i 5 12,2
- = 12 26,6 - - 14 34,1

17(37,38) |26(57,7%) 22(53,6%) [14(34;:1%)
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2. - ETUDE DE LA PRODUCTION DE LA MUCINASE

2. 1. - Etude des conditions nécessaires
a la production de la mucinase

2. 1. 1. - Etude de 1'influence des milieux de culture

sur la production de la mucinase

Parmi les 5 milieux testés au départ, a savoir les milieux syncase,
peptonée alcaline, le HIB additionné ge S % de glycérol, le BHIB, et

le HIB les trois premlers ont été rapldement abandonne% En effet, les 10

Ves sur les trois autres milieux.

Une étude faite & 1'aide de 30 souches, dont les résultats sont repor-

’sur le tableau 12, nous a montré 1la supériorité du milieu HIB sur le

« Sur milieu HIL toutes les souches sont productrices de mucinase tandis
que sur BHIB 4 souches soit 13,3 % sont négatives.

L‘étude quantitative de la production de la mucinase a confirmé 1'étude

leau 12 : Mucinase : étude comparative des milieux de culture

MILIEU BHIB MILIEU HIB
Nbre 3 Nbre %
g; Tu01nase 6 20 2 6,7
FaCinase 20 66,7 28 93,3
a 4
es négatives 4 13,3 e} 0
~ TOTAL 30 100 30 100
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2. 1. 2. - Etude de 1l'influence du temps d'incubation
et des solutions tampon sur la production
et le titre de la mucinase

Le temps d'incubation n'influe pas sur la production de la ;mucinase
aussi bien sur le plan guuntitatif gue qualitatif. Au total, 137 souches
soit 73,6 % produisent la mucinase aprés 24 H d'incubation et 140 soit,
75,3 % apres 48 H. Sur le plan guantitatif, il n'y a pas de différence
significative entre le pourcentage des souches produisant la mucinase a
 un titre supérieur ou égal a 4 aprés 24 H et celui obtenu apres 48 H
d'incubation, quelgue soit le tampon utilisé pour les dilutions.
(Tableau 13) .

Lors de 1'étude de 1'influence sur le titre de la mucinase, des
solutions tampons utilisées pour effectuer les dilutions , le tampon
tris EDTA a été abandonné des le départ en raison des mauvais résultats
obtenus. Nous avons donc limité notre étude aux trois autres, a savoir,
le tampon borate (T.B.), le tampon tris (T.T.) et le tampon isotonique
salé (T.S.). Les meilleures résultats (titre de mucinase supérieur ou
égal a 4) sont obtenus 5 1'aide du tampon isotonique salé. Aprés 24 H
d'incubation, 32,8 % des souches positives ont un titre supérieur ou
égal a 4 lorsque les dilutions sont effectuées a 1'alde du tampon borate
29,9 % & 1'aide du tampon tris et 48,2 % a l'aide du tampon isotonique
salé. Aprés 48 H d'incubation parmi les 140 souches positives, 42,8 %
ont un titre supérieur ou égal a 4 lorsque les diluticns sont effectuées
3 1'aide du tampon borate, 36,4 % a 1'aide du tampon tris et 57,1 % a
1'aide du tampon isotonique sale.

Cette différence entre le tampon isotonique salé et les deux autres est
significative (Tableau 13).
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Cette différence entre le tampon isotonique salé et les deux
autres est significative (Tableau 13).

Tableau 13 : Influence du temps d'incubation
et des solutions tampons sur la

R production et le titre de la
- mucinase
*
. Baned Srueen TITRE DE MUCINASE>/4
ation testées positives
T.B. 7,7, -
Nbre % Nbre 2 Nbre % Nbre % Nbre %
186 | 100 | 137 | 73,6) 45 32,8 41 29,9 66 |48,2
186 | 100 | 140 | 75,3| 60 42,8 51 |36,4] 80 |57,1
Wi
'lé'fﬁ. = tampon borate ; T.T. = tampon tris ; T.S. = tampon isotonique
salé
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2. 2, - Production de la mucinase par les vibrions cholériques
et les vibrions N.A.G.

Les résultats figurent sur le tableau 14. Ils sont obtenus en prenant
en considération toute souche positive quelque soit le temps d'incubation
et quelgue soit le tampon utilisé pour les dilutions.

- Nous remarquons d'apres ce tableau, que la mucinase est produite par
un taux élevé de souches de vibrions cholériques O1 et de vibrions N.A.G.
et qu'il n'y a pas de différence significative entre les deux groupes :
respectivement 83 % et 72,8 % des souches sont productrices de mucinase.
De méme, il n'y a pas de différence significative entre les deux groupes
sur le plan quantitatif : 42 =oit 53,8 % des souches de vibrions choléri-—
ques 01 productrices de 1'enzyme et 37 soit 55,2 % de celles de vibrions

N.A.G., ont un titre de mucinase supérieur ou égal a 4,

Tableau 14 : Etude qualitative et quantitative de la production de la
it mucinase par les vibrions cholériques 01 et les vibrions

N.A.c'
Souches testées Souches positives Titre de
mucinase 2 4
Nbre % Nbre 2 Nbre $ *

e o 94 100 78 83 42 53,8

\;ﬁf‘é‘_’“s 92 100 67 72,8 37 55,2

'*ﬂ‘ calculés par rapport au nombre de souches positives,
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2. 3. - Production de mucinase en fonction de 1'origine
des souches

Les résultats de 1'étude de la production de la mucinase en fonction
de 1'origine des souches, qui figurent sur le tableau 15, sont ceux obtenus
- sans tenir compte ni du temps d'incubation ni de la solution tampon utilisée
b pour les dilutions. Il ressort de ce tableau que le taux de souches produi-
sant la mucinase est élevé aussi bien chzz les souches isolées de sujets
 hospitalisés que chez celles isolées de sujets contacts, respectivement
80 % et 75,6 % , mais la différence n'est Hdas significative.

Sur le plan guantitatif, pour le total Jes souches, il n'y a également
 aucune différence significative entre les sou hes en fonction de leur origi-
- ne. Parmi les souches positives isolées de su ets hospitalisés et celles

'i isolées de sujets contacts, nous avons respectivement 56,2 et 56,2 % qui

” produisent la mucinase a un titre supérieur ou igal a 4.

11 en est de méme, si 1'on considere d'une part, les vibrions cholé-

u, riques O1, d'autre part, les vibrions N.A.G. Ches les vibrions cholériques
01, 43 souches soit 87,7 % de celles isolées de s’ jets hospitalisés et 35

“ a:uches soit 77,8 % de celles isolées de sujets ccintacts produisent la

3 mcmase. Parml ces souches pogitives, il y a res ectivement 48,8 % et

- 60 % qui ont un titre supérieur ou égal a 4.

. Chez les vibrions N.A.G., 72,5 % des souches isolées de sujets hos-
‘pitalisés et 73,2 % de celles isolées de sujets contezcts produisent la
ase. Parmi celles-ci, on a retrouvé respectivement 64,9 % et 53,3 %
un titre de mucinase supérieur ou égal & 4.



Tableau 15 : Mucinase : production de la mucinase en fonction
de l'origine des souches.

SUJETS HOSPITALISES SUJETS CONTACTS
Souches Souches Titre mu- Souches Souches Titre mu-
testées |positives | nase 2;4* testées positives nase‘;;4*

Nbre % Nbre % Nbre % Nbre % Nbre % Nbre ]

s 49 100 43 87,7 21 48,8 45 100 35 77,8 21 60

52 100 37 72,5 24 64,9 41 100 30 73,42 16 53,3

i R

100 100 80 80 45 56,2 86 100 65 75,6 37 56,9

% les % sont calculés par rapport au nombre de souches positives.
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3. - ETUDE DE LA PRODUCTION DE LECITHINASE

3. 1. - Etude de 1'influence des milieux de culture

sur la production de lécithinase

L'étude de 1'influence des milieux syncase et HIB sur la production
:1 de lécithinase, effectude a l'aide de 83 scuches de vibrions cholériques
ﬁ& 01 et de vibrions N.A.G. donne les résultats figurant sur le tableau 16 :
II - 28 souches soit 33,7 % produisent 1'enzyie sur milieu HIB et 14 soit

L 16,8 % sur milieu syncase. Le milieu HIB donne donc de meilleurs résultats
- que le milieu syncase. A la suite de cette étude,

pour le reste des souches
1a production de lécithinase a été étudice sur mi

lieu HIB.
- Tableau 16 : Influence des milicux de culture
B sur la production de lécithinase
| Souches positives | Souches nég tives TOTAL
MILIEUX
Nbre % Nbre $ Nbre 3
HIB 28 37:7 55 62,3 83 100
| Syncase ] 16,8 69 83, 83 100

3. 2. - Production de 1a 1lécithinase

par les vibr ons cholériques
07 et les vibrions N.A.G.

Sur le tableau 17 figurent les résultats de 1'étud: qualitative et

Quantitative de la production de la lécithinase par les vibrions choléri-
ues 01 et les vibrions N.A.G.




Sur le plan qualitatif, il n'y a pas de différence significative entre
les deux groupes : 51 souches soit 55,4 % de vibrions N.A.G. et 48 soit
51,1 $ de vibrions cholérigues 01 produisent 1'enzyme.
Par contre, la différence est nettement significative lorsqu'on examine
les résultats sur le plan guantitatif : parmi les 48 souches positives de
vibrions cholériques 01, 5 soit 10,4 % ont un titre de lécithinase inférieu
ou égal a 8 et 43 soit 89,6 % ont un titre supérieur ou égal a 16 tandis qu
le nombre de souches de vibrions N.A.G. ayant un titre inférieur ou égal a
8 est de 16 soit 31,4 % et 35 souches soit 68,6 % ont un titre supérieur

ou égal a 16.

Tableau 17 : Etude gualitative et quantitative
de la production de la lécithinase
par les vibrions cholériques 01 et
les vibricns N.A.G.

Souches Souches TITRE DE LECITHINASE *
testées | positives
1
Brut a 8 ;;16
Nbre % Nbre %
Nbre % Nbre %
| vibrions
“eholériques a4 100 48 51,1 5 10,4 43 89,6
| o1
u .. v
: Ni:’éms 92 | 100 | 51 | 55,4) 16 31,4 35 68,6

* les % sont calculés par rapport au total des souches positives.



3. 3. - Production de la lécithinase

vibrions N.A.G. 60,8 $ et 48,8 $ (Tableau 18).

Tableau 18 : Etude gualitative de la production
de la lécithinase en fenction de
1'crigine des souches.

en foncticn de 1'origine des souches

Sur le plan qualitatif, pour l'ensemble des souches, 57 soit 57 % de
celles isolées de sujets hospitalisés et 42 scit 48,8 % de celles isolées
de sujets contacts sont productrices de lécithinase. Parmi les vibrions
choléricques 01, nous avons respectivement 53,1 % et 48,9 % et parmi les

SUJETS HOSPITALISES SUJETS CONTACTS
Souches Souches Socuches Souches
testées positives testées positives
Nbre % Nbre % Nbre % Nbre $
49 100 26 53,1 45 100 22 48,9
51 100 31 60,8 41 100 20 48,8
100 100 57 57 86 100 42 48,8




L B

Sur le plan quantitatif, le paurcentace des souches produisant 1'en-
e M;ké un titre supérieur ou égal & 16 est dlevé quelgue soit l'origine

:  souches : pour 1'ensemble des souches, nous avons 82,4 $ parmi les
»k§%;v§s isolées de sujets hospitalisés et 73,8 % parmi celles isolées

it
 sujets contacts.

' Lorsqu'on considere séporemment les vibricns cholerigues 01 et les

s ]
L 1

1ons N.A.G., nous avons parmi ls premier groupe 92,3 % des souches
isolées de sujets hospitalisés et 05,3 % de celles isolées de sujets con-
S qui produisent la lécithinase & un titre supérieur ou égal a 16 et
le deuxieme groupe , 74,2 “'ei 60 3% respectivement (Tableau 19).
ude statistique n'a pas montré de différence significative entre les
érents groupes comparés entr'eux.

19 : Etude quantitative de la production de lécithinase
en fonction de l'origine des souches.

- SUJETS HOSPITALISE SUJETS CONTACTS
Titre de lecithinase Titre de lecithinase
Bruﬁ_ 8 '?/é 16 Brut .. 8 }_ a1e
Nbre $ Nbre % KNbre % Nbre %
2 Tr 7 24 92,3 3 13,6 18 86,3
8 25,8 23 74,2 8 | 40 12 60
3 10 1745 47 82,4 11 26,2 31 73,8

i';es % sont calculés par rapport au nombre de scuches positives
; ns chaque groupe (cf Tebleau 18).




' 4, - ETUDE DE LA PRODUCTION DE NEURAMINIDASE

4. 1. - Production de la neuraminidase par les vibrions
cholériques 01 et les vibrions N.A.G.
‘Sur le tableau 20 figurent les résultats de 1'étude qualitative et
- quantitative de la production de la neuraminidase par les vibrions cholé-
~ riques O1 et les vibrions N.A.G.

"~ Au total, 75 souches soit 79,8 % de vibrions choléricques Ot et 46 soit
3de vibrions N.A.G. produisent la neuraminidase.
 parmi les souches positives de vibrions cholériques 01, 18 soit 24 %
duisent plus de 100 UI de neuraminidase dans 0,5 ml de surnageant alors
que seules 4 souches soit 8,7 % parmi les vibrions N.A.Ge. producteurs de
1 yme ont un tel titre.
les calculs statistigues ont montre que la différence est significative
aussi bien sur le plan qualitatif gue guantitatif entre les vibrions cho-

riques O1 et les vibrions N.A.G.

20 : Etude de la production de neuraminidase
par les vibrions cholérigues O1 et
les vibrions N.A.G.

Souches Souches Nombre d'unités de neuraminidase
testées positives par 0,5 ml de surnageant (N) =

OLN 25 25 LN &L 100 N>100
Nbre % Nbre % Nbre % Nbre % Nbre %

94 100 75 79,8 39 52 18 24 18 24

92 100 46 50 26 56,5 16 34,8 4 8,7

*f&ﬂSJQ sont calculés par rapport au nombre de souches positives
Jd@np chaque groupe.

. )



- 78 -

4, 2, - Production de la neuraminidase en fonction
de l'origine des socuches

Sur le plan qualitatif et pour 1'ensemble des souches, on note une
férence significative entre les souches isolées de sujets hospitalisés
elles isolées de sujets contacts. Nous avons respectivement 73 souches
73 % et 48 souches soit 55,8 % qui produisent la neuraminidase. Cette
rence est surtout nette dans le groupe de vibrions N.A.G. chez lesquels
ches soit 60,8 % isolées de sujets hospitalisés et 15 seulement soit
‘% de sujets contacts sont positives. Chez les vibrions cholériques 01,
férence observée entre les souches en fonction de leur origine n'est
s significative : 42 souches soit 85,7 % de celles isolées chez les sujets
pitalisés et 33 soit 73,3 % de celles de sujets contacts sont productri-
neuraminidase (Tableau 21).

21 : Btude gualitative de la production de la

neuraminidase en fonction de l'crigine des souches

SUJETS HOSPITALISES SUJETS CONTACTS
Souches Souches Souches Scuches
testées positives testées positives

Nbre % Nbre % Nbre % Rbre %
49 100 42 85,7 45 100 33 73,3
51 100 31 60,8 41 100 15 36,6

100 100 73 73 26 100 48 55,8




Sur le plan guantitatif, la différence observeée entre les souches en
- fonction de leur origine n'est pas significative aussi bien pour I 'ensem-
" ble des souches que lorsqu'on considére séparemment les vibrions choléri-
g ques 01 et les vibrions N.A.G. (Tableau 22). Sur le total de souches iso-
. lées de sujets contacts testées, 5 souches soit 10,4 % produisent plus de
100 UI de neuraminidase, 27 soit 56,2 % moins de 25 UI ; chez celles iso-
lées de sujets hospitalisés, nous avons respectivement 23,3 % et 52 %.

: Etude guantitative de la production de neuraminidase

leau 22
en fonction de l'origine des souches

SUJETS HOSPITALISES SUJETS CONTACTS
Nombre dfunités de neuraminidase/ Nombre d'unités de neuraminidase
0,5 ml de surnageant (N} 0,5 ml de surnageant (N}

0 LNL25 25 LN £100 N >100 0N &£ 25 |25 NL100 [N »100

ﬁ »
Nbre % Nbre % Nbre % Nbre $ Nbre % Nbre %

20 | 47,6 % 21,4 13 30,9 19 57,6 9 27,3 5 §15,1

18 | 58,1 g 29 4 12,9 8 53,3 7 46,6 9] 8]

10,4

o1

38 | 52 18 24,6 17 |23,3} 27 56,2 16 | 33,3

Les $ sont calculés par rapport au nombre de souches positives
dans chague groupe {(cf Tableau 21).
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- 5. - ETUDE DE LA PRODUCTION D'UNE ASSOCIATION D'ENZYMES

5. 1. - Etude de la production d'une association d'enzymes
chez les vibrions cholériques 01 et les vibrions N.A.G.

Les résultats de 1'étude de la production dlune ou plusieurs enzymes
~ par les vibrions cholérigues O1 et les vibrions N.A.G. figurent sur le

- tableau 23. La production des trois enzymes a la fois est plus fréquente
~ chez les vibrions cholériques O1 cue chez les vibrions N.A.G. : respecti-
vement 34 % et 19,7 %.

. L'association mucinase-neuraminidase est également retrouvée chez
. vibrions cholériques a un pourcentage supérieur a celui des vibrions
L?lt,,A.G. : 30,8 % et 17,4 8.

L'association mucinase-lécithinase est plus souvent observée chez les
vibrions N.A.G. que chez les vibrions cholériques O1 : 23,9 % contre 7,4 %.
s différences observées sont statistiguement simificatives.

Pour les vibrions cholériques 01, l'association la plus fréguente est

: le ou l'on trouve 3 enzymes, suivie de l'association mucinase-neuramini~

e. Les associations lécithinase-neuraminidase et mucinase-lécithinase
retrouvées a des taux trés faibles. Par contre, pour les vibrions

G., l'association mucinase-lécithinase est la plus fréquente. Flle est
e par celle des 3 enzymes puis de celle neuraminidase-muicinase.

ssociation lécithinase-neuraminidase est la aussi d= loin la moins fré-
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5. 2. - Production d'une association d'enzymes
en fonction de 1'origine des souches

Lorsqu'on considére la production d'une association d'enzymes en fonc-
tion de 1'origine des socuches, nous constatons d'aprés le tableau 24, que
34 § des souches isol2es de sujets hospitalisés produisent les 3 enzymes a
1a fois alors que chez celles isclées de sujets contacts cette association
n'est retrouvée que dans 18,6 % des cas. Cette différence est statistique-
ment significative.
Par contre, les différences observées dans les autres types d'association
entre celles retrouvées chez les souches isolées de sujets contacts et cel-
les de sujets hospitalisés ne sont pas sicnificatives.
4 Nous ferons remarquer que guelque soit leurs origine, le nombre de
~ souches ne produisant gu'une seule enzyme est faible. D'autre part, seules
quelques rares souches ne produisent aucune enzyme (2 % parmi celles isolée:

fl de sujets hospitalisés et 4,6 % de sujets contacts).

6. - INFLUENCE DES ENZYMES SUR L'ACTIVITE DE LA TOXINE

6. 1. - Relation entre la production d'enzymes
et le pouvoir toxinogéne

: Pour étudier la relation existante entre la production d'enzymes et
ﬁib pouvoir toxinogéne des souches, nous avons pris en considération les
tats obtenus sur intestin ligaturé de lapin ou sont considérées com-
toxinogénes celles qui donnent une réaction positive par cette techni-



- 83.

sayonos §3p 2UTHTIO,T SP UOTIOUOT us

sewkzua,p UOT3ETOOSSE Bun,p uorlonpeoid BT SP IPMIT : VT nesyger

: §3003U00
Us i 4 ? i 2 & .
Bo81 g’'e S g‘gLj 9t g'eT | o2 1°8 L 8°s 13 16t £t 9'% ¥ (sle}} 98 s32(ng
: S9ETIT
vE | %€ 3 9 gy. | el 52 5¢ 8 s v v 8 8 z Z 00k | 00l -e3T1dsoy
: gyalng
L1
3 7
§ (93O % FIGN % SIGN % 210N 2 SAGN 13 SIGN % 2Iqn % SIGN % FAAN
asep @5EPTU
25BUTYRTOST ~JUTWRINSU | ~TWRINJU
=HAZUD + + + a[nes asep anas anss awlzu2 £393893
§ 891 sseuTOny | @SPUTYITOST | SSRUTONK |-TUTWLINSN SERPUTUITONT | @SUTOMW SUNINY £IYDNOS




- 84 -

6. 1. 1. - Relation entre la production de chacune
des enzymes et le pouvoir toxinogéne

6. 1. 1. 1. - Etude chez les vibrions choclérigues Of
et les vibrions N.A.G.

D'apres les résultats reportés sur le tableau 25, il n'y a pas de
- différence significative entre les souches en fonction de leur pouvoir
-

toxinogene qu'elles soient de vibrions cholériques 01 ou de vibrions N.A.G.

Chez les vibrions cholériques 01, la mucinase est produite par 88,9%
de souches toxinogenes et 75 % de souches non toxinogenes, la neuraminida-
'ae est synthétisée par, respectivement 83,3 % et 75 % des souches et la
-.ﬁécithinase par 48,1 % et 55 % des souches.

Chez les vibrions N.A.G., parmi les souches toxinogenes, 73 % pro-
sent la mucinase, 45,9 % la neuraminidase et 67,5 $ la lécithinase.

Le taux de souches non toxinogénes productrices de ces enzymes a €té res-
pectivement de 72,8 %, 52,7 % et 47,3 %.

6. 1. 1. 2. - Etude en fonction de l'origine des souches

Les résultats de 1'étude de la relation ent-e la production de chacune
- enzymes et le pouvoir toxinogéne, en fonction de 1'origine des souches
sont consignés sur le tableau 26. Parmi les souches isoldes de sujets hos-
alisés et dans le lot des souches toxinogenes 82.2 % produisent la muci-
+ 76,5 % la neuraminidase et 62,7 % la lécithinaze ;  parmi les sou-
hes non toxinogenes, nous avons respectivemer}t pour chacune des enzymes
‘; %, 69,4 % et 51 ¥ de souches productrices.

1 ce qui concerne les souches isolées de sujets contacts, la mucinase

'ﬂf produite par 82,5% des souches toxinogeénes et 67,4% des souches non

Xi genes, la neuraminidase par respectivement 55% et 52,2%, et 1a
cithinase par 47,5 % et 47,8 3.

ites les différences observées ne sont pas significatives,
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6. 1, 2, - Relation entre 1a production d'une
association d'enzymes et le pouvoir
toxinogeéne

6. 1. 2. 1. - Etude chez les vibrions cholériques 01
et les vibrions N.A.G,

L'analyse des resultats figurant cur le tableau 27, montre qu'il
n'y a pas de relation entre le pouvoir toxinocene des souches et la pro-
duction des différentes associations d'enzymes aussi bien chez les vibrions
cholériques 01 4ue chez les vibrions N.A,(,

Chez les vibrions cholérigyes O1, parmi les souches toxinogenes, les
trois enzymes sont produites en association par 35,2 ¢ des souches, la
micinase et la neuraminidase par 37,1 %, la mucinase et 1a lécithinase
par 9,2 g et la lécithinase et 13 heuraminidase par 3,7 %. Parmi les
gouches non toxinogeénes, ces différentes associations sont produites reg-
Pectivement par : 32,5 %, 22,5 % ot 15 % des souches,

Dans le groupe deg vibrions N.A.G., 10 souches toxinogeénes soit 27 g
produisent les trois enzymes a la fois alors que parmi les souches non
toxinogénés, nNous en avons 8 soit 14,5 8. Les associations mucinase-neura-
minidase et mucinase~lécithinase sont retrouvées respectivement chez 8,1 %

6. 1. 2. 2. - Etude en fonction de 1'origine des Souciwe s

cative ehtre les Souches toxinogénes et les non toxinogcnes en ce qui con-
cerne la production d'une association d'enzymes.
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Chez les souches isolées de sujets hospitalises, 21 soit 41,2 3
parmi les toxinogenes et 13 soit 26,5 % des non toxinogenes produisent
les trois enzymes a la fois. Les associations mucinase-neuraminidase
Mucinase-lécithinase et lécithinase-neuraminidase sont retrouvées respec-
tivement chez 23,5%, 13,7 % et 3,9 % des toxinogénes , et 26,5 % ,

12,2 % et 8,1 3§ des non toxinogeénes.

Chez les souches isolées de sujets contacts, parmi les toxinogénes
20 % produisent les trois enzymes a la fois, 27,5 % 1l'association mucina-
Se-neuraminidase, 17,5 % celle de la mucinase-lécithinase et 2,5 % de 1la
lécithinase-neuraminidase. Parmi les souches non tdxinogénes, ces diffé-
rentes associations sont retrouvées respectivement chez 17,4 %, 19,5 &
et 8,7 % des souches (Tableau 28).

6. 2. - Influence de 1'inhibition de chacune
des enzymes sur 1'activité de 1a toxine

Les résultats de 1'étuge de l'influence de 1'inhibition de la muci-
hase, la neuraminidase et la lécithinase sur 1g réponse de 1'intestin
ligaturé de lapin apres injection de Surnageants de souches toxinogénes
sont repportés respectivement sur les tableaux 29, 30 et 31.

Nous remarquons qu'il n'y a pas de modification dg rapport "vofume dy
Liquide / Longueur du segment» aprés inhibition de chacune des enzymes.
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29 : Influsnca de 1'inhibition de la mucinase

Tableau

sur Llactivitéd de la toxine

91 -

Rapport volume/longueur da sey~ | Rapport volume/longueur du seg-~
ment - Surnageant brut mant - Surnageant dilue au 1/2
souches

ne Enzyme non inhibée| Enzyme inhibée Evzyme ron inhibéef Enzyme inhibée
8544 1 Q.81 Q,75 0,66
11305 1.33 1,42 Q.83 0,88
11538 G,B G, 76 D,69 0,72
11987 1 1,11 0,72 0,7t
12224 0,63 0,62 Q, 25 Q,22
12230 O, 60 G,53 0,25 0,22
12234 Q0,71 0,77 0,20 G,i8
12235 1.5 1.5 G,57 0,57
12237 1,14 i,14 G,75 0,77

Témoin toxine C.5 ug sans inhib{teur :

avec inhibiteur :

i,38
1,41
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Tableau 30 : Influence de l'inhibition daz la neuraminidase
sur l'activité de la toxine

Rapport volume / longueur Rapport volume / longueur
SOOC"I.C..S Surnageant brut : Surnageant dilué au 1/2
n® Enzyme non inhibée | Enzyme inhibée |Enzyme non inhibée| Enzyme inhibée
8544 1,12 1.04 1,23 y,30
%1305 0,97 1 o,a&n 0,91
11538 1,558 1.5 i,48 1,42
11987 1,44 1,35 1,45 1,18
11988 1,08 1 1 1,04
12224 1,4 1,24 0,97 C,498
12230 Q0,81 0,85 0,57 0,686
12234 0,69 0,75 0,57 0, 60
12236 1,05 1,1 Q,65 0,67
12237 0,97 1,06 0,77 0,86

Témoin toxine 0,5 ug sans inhibiteur : 1,25
en presence 4'inhibiteur ; 1,12
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Tableau 31 : Influence de l'inhibition de la lécithinase
sur l*activité de la toxine

%

Rapport volume / longueur Rapport volume / longueur
surnageant brut Surnageant dilué au 1/2
soucheg
ne lenzyme non inhibée | Enzyme inhibée |Enzyme non inhibde | Enzyme inhibée
8544 0,83 0,74 0,53 G,6
11305 0,83 0,71 0,55 0,55
11838 1,1 1.28 0,34 0,3
12230 0,66 : O, 6 0,28 0,33
12224 1,1 t,28 0,34 0,33
12234 0,5 0,45 0,25 0,2
12237 0,87 0.8 0,77 0,66
12236 0,71 0,77 0,65 0,6
11887 1,25 1,25 1,28 1
11988 1,28 1 Q0,6 0,33
Téwoin toxine (0,5 ug/ml} : sans inhibiteur : 1,29

avec inhibiteuxr

1,30



CHAPITRE v

DISCUSSION



t. - ETUDE DES TECHNIQUES ET DES MILIEUX DE CULTURE

1. 1. - bLtude des milieux de culture et des technigues
ubtilisés pour la mise en évidence de la toxine

T i. T. - Etude des milieux de culture

De nombreux auteurs font ressortir le fait que la production in
vitro de la toxine par les vibrions cholériques dépend du milieu uti-
lisé et que le milieu favorable pour une souche ne l'est pas forcement
pour 1fautre (19, 104, 114). Ceci est confirmé par nos résultats puisque
seul un faible pourcentage de souches de vibrions choleriques O1 ou de
vibricns N.A.G., produit la toxine indépendamment du milieu de culture
utilisé (Tableau 2).

11 ressort de certains travaux, que les milieux semi-synthétiques
ou synthétiques sont plus favorables a la production de toxine que les

milieux a base de peptone (17).

D'aprés notre étude, le milieu syncase, qui est un milieu seml-syn-
thétique, donne de moins bons résultats que le milieu peptonné, a savoir
le milieu TSB additionné d'extrait de levure. Cette discordance entre
nos résultats et ceux des auteurs peut s'expliquer par le fait que leurs
études ont éﬁé faites a l'aide d'un petit nombre de souches (104). Nous-
mémes avons 1 ouvé des souches non productrices de toxine sur le milieu
TSB additionné d'extrait de levure mais il est celui qui favorise la

production de toxine par la majorité des souches (Tableau 2.

Ce résultat est 1lié vraisenblablement a l'addition d'extrait de le-
vure qui améliore le rendement des milieux :



En effet, d'une part, les auteurs qui ont utilisé le milieu TSB sans
extrait de levure n'ont pas obtenu de production de toxine (104) et
d'autre part, nous avons un pourcentage de souches positives sur milieu
¥ (dont la composition ne differe de celle du milieu syncase Jque par :
1'addition d'extrait de levure et 1'absence de saccharose) superieur

a celui obtenu sur milieu syncase.

1. 1. 2. - Etude des technigues

La technique sur intestin ligaturé de souris s'est montréee diffi-
cilement praticable pour diverses raisons :

- 11 nous a été difficile de nous procurer au moment voulu,
des souris d'age vouly (8 semaines),

- malgré de trés nombreux essais, elle s'est montrée tres
difficile a mettre ay point. Elle doit &tre utilisée par un personnel
tres expérimenté,

~ cette technigue nous a semblé Peu recommandable pour
1'étude d'un grand nombre de souches. En effet, elle nécessite 5 souris
par souche et de plus, les manipulations a effectuer sont nombreuses
10 pesées de 1a tare, 10 pesées et 10 mesures de segments intestinaux
par souche. .
Toutes ces difficultés rencontréés avec la technique sur intestin liga-
turé de souris ont fait que nous 1'avons abaﬁdonnée et avons limité no-
tre étude aux 2 autres techniques.,



-

Dans la technique Q-1 ELISA, la plupart des auteurs considérent
comme positive toute réaction ayant une DO supériecure 3 celle du témoin
nétatif (4). Si nous avions adopté ces normes, la plupart de nos sou-
ches se seraient révélées négatives. Or, nous avons remarque au cours
de nos essais qu'une différence de coloration entre les cupules "réac-
tions" et les cupules "témoins négatifs”, visible a 1'oeil nu, corres-

pond a une différence de DO d'au moins 0O,05.

Du point de vue de la sensibilité, la plupart des auteurs gui ont
camparé la technique GM-1 ELISA aux techniques in vivo ont trouvé des
résultats positifs par la premiére technigue, supérieurs a ceux obtenus
par les tests in vivo. Ils ont conclu a une meilleure sensibilité de la
technique GM-1 ELISA. Les résultats que nous avons obtenus ne nous
permettent pas de tirer une telle conclusion : 1'existence d'un pour-
centage élevé de souches positives unigquement par 1'une des 2 techniques
soit parmi les vibrions cholériques 01, soit parmi les vibrions N.A.G.,
ne serait pas di a une différence de sensibilité entre les 2 techniques
mais plutdt a une différence dans la nature de substances mises en évi-
dence par chacune d'elles.

La technique (M-1 ELISA met en évidence des substances ayant le méme
site de fixation et la méme structure antigénique que 1‘entérotoxine
cholérique, sans pour autant qu'elles aient obligatcirement la méme
activité biologique. La technique sur intestin ligaturé de lapin, met
en évidence des substances ayant 1'activité biologique de 1'entérotoxine
mais pouvant en différer par leurs sites de fixation et (ou) leur struc-
ture antigénique.

La discordance entre nos résultats et ceux d'autres auteurs est
peut 8tre due au fait que eux ont utilisé ces tests pour la mise en évi-—
dence d'anticorps anti-entérotoxine cholérique et non de la toxine con-
tenue dans les surnageants de culture {115 “158)




- 98 -

Puisque chacune des deux techniques semble mettre en évidence des
substances différentes, il nous est difficile de conseiller 1'utilisation
de l'une ou de l'autre. Bien que la technique @M-1 ELISA soit plus faci-
lement réalisable que celle utiiisant 1l*intestin ligaturé de lapin, le
choix de la technique a utliser dépendra de la nature de la substance

que l'on veut mettre en évidence.

1. 2. - Etude des milieux et techniques utilisés
pour 1'étude des enzymes

1. 2. 1. - Milieux et techniques utilisés
pour 1'étude de la mucinase

I1 ressort de notre étude que la solution tampon utilisée pour ef-
fectuer les dilutions influe sur la détermination du titre de la mucinase.
Alors que les auteurs (42, 82, 125) ont utilisé indifféremment diverses
solutions, nos résultats ont montré que le tampon isotonique salé est de
loin le meilleur. Dans 1'étude de la mucinase, le choix de la solution
tampon adéquate pour effectuer les dilutions est donc a prendre en consi-
dération pour que lenzyme se trouve dans les meilleures conditions dactivité.

En ce qui concerne les milieux, nous avons observé que le milieu syn-
case, bien gue souvent utilisé par les auteurs (52, 7125), semble comme pour
la production de la toxine, étre beaucoup moins favorable a la produc-

tion de 1'enzyme que les milieux peptonnés tels que les milieux BHIB et
HIB. En fait, ce milieu a surtout été utilisé pour 1'étude de souches
connues comme tres bonnes productrices de cette substance particuliérement

la souche 569 B, ce qui pourrait expliquer la discordance des résultats.

Kusama et Coll. (83}, en effectuant une étude sur les conditions de
la production de la mucinase et particuliérement de 1'influence du temps
d'incubation,ont trouvé des résultats variables en fonction des souches :



e 2

-9

certainesavaient un titre maximum apreés 24 H et d'autres aprés 48 H. 11
ressort de notre travail qu'un temps d'incubation de 48 H est meilleur
pour 1'étude de 1a mucinase. En effet, d'une part, nous obtenons un meil-

leur titre de 1'enzyme (bien que cette différence ne soit pas statisti-

comme c'est le cas pour certains apreés seulement 24 H d'incubation
(Tableau 32), on doit proceéder a un ajustement du Ph et laisser icuber
pendant 4 H § 37°C avant d'effectuer la réaction (13). L'incubation du-

rant 48 H nous éviterait cette manipulation supplémentaire.

Tableau 32 .
~2Eroal o4

Mucinase :

influence du temps d'i

ncubation sur le Ph

Temps Ph L a8 Ph > a8 Total )
: : Souches testées
d'incubation
Nbre % Nbre 3 Nbre %
24 H 15! 6,9 173 93 186 100
48 H i Q,5 185 99,4 186 100

- Milieux et techniques utilisés
pour l'étude de 1a lécithinase

Tt 2852,

Lors des études effectudes par Mitra et Coll. pour determiner les
propriétés de la lécithinase et étudier la nature de ses activateurs
ou de ses inhibjteurs,
{95) .

1'action des ions calcium n'a pas été testée



Les tests préliminaires du€ nous avons effectuéds, nous ont démontré
que les ions caicium sont nécessaires 3 ll'activité de 14 lécithinase
Ou du moins 1'améliore. En effiet, les réactions positives que nous
avons obtenues étaient hettement plus fortes en présence de chlorure
de calcium qu'en son absence.

moins dense, ce qui facilite beaucoup la lecture des réactions positives,

2. - ETUDE COMPARATIVE DE 1A PRODUCTION DE LA TOXINE
ET DES ENZymES PAR LES VIBRIONS CHOLERIQUES 01 e,
ET LES VIBRIONS N.A.G.

. A =2 Production de la toxine

Les vibrions N.A.G. produisent une entérotoxine semblable a celles
de vibrions cholériqgues 01 (151, 152),

Les travaux portant sur 1'étyge Comparative de 1a production in
Vitro de cette toxine par les vibrions cholériques 01 et jes vibrions
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Les résultats que nous avons obtenus lors de notre étude compara-
tive de la production de la toxine par les vibrions cholériques 01 et
les vibrions N.A.G. différent en fonction de la technique utilisée :
par le test in vivo, a savoir 1'intestin ligaturé de lapin, nos résul-
tats confirment ceux des auteurs puisque nous avons trouvé plus de sou-
ches positives parmi les vibrions cholériques O1 que parmi les vibrions
N.A.G. et cette différence est statistiquement confirmée (Tableaux 6 et
7).

Mais lorsque nous considérons les résultats obtenus par la techni-
que GM-1 ELISA, la différence observée entre les 2 groupes n'est plus
significative (Tebleau 6 et 7).

Cette discordance est dlie a la nature de substances mices en évidence
par chacune des technigues, comme nous 1‘avons déja fait remarquer : il
semble que par la technique GM-1 ELISA, on met en évidence des substances
ayant les mémes sites récepteurs et la méme structure antigénique que
1'entérotoxine cholérique. Par le test sur intestin ligaturé de lapin,
on met en évidence des substances ayant son activité biclogique : en
conséguence, ne doivent &tre considérées come productrices de 1'enté-
rotoxine'cholérique que les souches dont les surnageants nous donnent
une réaction positive par les 2 techniques a la fois.

Si 1'on tient compte de cette definition, il ressort de notre
étude qu'il n'y a pas de différence significative entre les souches
de vibrions cholériques 01 et les vibrions N.A.G., en ce qui concerne

la production de 1'entérotoxine proprement dite.

Par contre, nous relevons une différence significative en ce qui
concerne la production de 1' exotoxine mise en évidence uniquement
par 1l'intestin ligaturé de lapin. En effet, 30,8 % de vibrions cholé-
riques O1 et seulement 15,21 % de vibrions N.A.G. produisent cette toxine.



La production par les vibrions cholériques d‘'une exotoxine dif-
férente de 1'entérotoxine a été rapportée par différents auteurs. En
effet, d'aprés Sanyal et Coll. (122) et Nishibuchi et Coll. {104), des
souches de vibrions cholériques ne possédant pas de génes codant pour
la production de 1l'entérotoxine, produisent néanmoins une exotoxine.
Elle donne des réactions semblables a celles de l'entérotoxine lors des
tests in vive mais n'est pas neutralisée par un sérum antientérotoxine
cholérique et, par conséquent, ne peut &tre mise en évidence par la
technique M-1 ELISA.

Il est a remarcuer gu'aussi bien parmi les vibrions cholériques O1
que parmi les vibrions N.A.G. le pourcentage des souches produisant
1l'entérotoxine est presque le mdme que celui des souches produisant
1'exotoxine mise en évidence uniquement par la technique utilisant
l'intestin ligaturé : en effet, nous avons respectivement pour les vi-
brions cholériques O1 26,6 % et 30,8 % et pour les vibrions NA.G. 25 %
et 15,2 § (Tableaux 6 et 7).

L'entérotoxine étant considérée jusqu'a présent comme la seule
exotoxine produite par les vibrions cholériques tous les travaux de
recherche, visant a produire des vaccins induisant une immunité anti-
toxine, sont axés sur la mise au point d'un vaccin préparé & partir de
1'entérotoxine. Ces vaccins ont pour but de donner lieu a la formation
d'anticorps dirigés contre la fraction B de la toxine, qui est, d'une
part, la partie responsable de la fixation de la toxine aux sites récep~
teurs et d'autre part, celle qui est la plus antigénique (72, 81, 140,
141, 143). Un tel vaccin pe pourrait donc pas protéger contre 1'action de
1l'autre exotoxine qui a des sites de fixation et (ou) une structure

antigénique différents . de ceux de l'entérotoxine.



Vu l'importance du pourcentage de souches produisant cette nou-
velle exotoxine, on devrait théoriquement en tenir compte dans tout
essai de mise au point de vaccin procurant une immunité antitoxine.
Cependant, il reste a démontrer que cette exotoxine excrétée par nos
souches est réellement différente de 1'entérotoxine. Une étude plus
approfondie, et particulierement des tests vérifiant la non neutrali-
sation de son activité in vivo a l'aide de sérum antientérotoxine cho-

lérigue restent a entreprendre a cet effet.

La différence entre les vibrions cholérigues 01 et les vibrions
N.A.G. réside également dans la production de la substance mise en évi-
dence uniguement par la technigue GM-1 ELISA : 26,1 % de souches de
vibrions N.A.G. et seulement 13,8 % de souches de vibrions cholériques
01 sont positives uniquement par cette technique (Tableau 6 et 7).

Or, parmi les substances ayant les propriétés antigéniques et les
sites récepteurs de l'entérotoxine, nous avons le choléragénoid.
Ce choléragénoid a été retrouvé dans le filtrat de culture de certaines
souches (47, 73). Les vibrions N.A.G. seraient donc de meilleurs produc-
teurs de cette substance (26,1 %) que les vibrions cholériques O1 (13,8%).

Actuellement, les travaux de recherche portant sur la mise au point
de vaccins donnant une immunité antitoxine utilisent soit uniquement la
fraction B de 1l'entérotoxine (choléragénoid) apres purification de ia
toxine et séparation des deux fractions A et B, soit des souches mutan-
tes ne produisant que la fraction B (85). Tous ces travaux sont effec-
tués a 1l'aide de souches de vibrions choléridues O1 de biotype eltor
ou cholerae. Cependant, on rencontre des difficultés soit pour obtenir
suffisamment de choléragéncid a partir de la toxine soit pour obtenir

une souche mutante qui ne réverse pas vers la toxicité.



En raison des résultats que nous avons obtenus, il serait peut &tre
plus avantageux d'utiliser les vibrions N.A.G. que les vibrions cholé-
rigues O1 pour produire le choléragénoid.

2. 2. - Production des enzymes
2. 2. 1. - Production de chacune des enzymes

On sait que les trois enzymes que nous avons étudiées sont produi-
tes aussi bien par les vibrions cholériques O1 gue par les vibrions
N.A.G. Cependant, aucune etude comparative de la production de ces en-
zymes par les deux groupes de vibrions n'a été effectuée, du moins
utilisant un grand nombre de scuches et dans les mémes conditions. De
ce fait, il nous est difficile de comparer nos résultats avec ceux
d'autres auteurs.

I1 ressort de notre étude que seule la mucinase est produite par
un fort pourcentage de souches de vibrions cholériques 01 aussi bien
que de séuches de vibrions N.A.G. (Tableau 14), sans différence ni sur
le plan qualitatif ni quantitatif. Mais il reste a savoir si la mucinase
produite par les vibrions cholériques 01 et celle produite par les vi-
brions N.A.G. sont identiques.

Chez les vibrions cholérigques 01, 1'existence de deux types de mu-
cinases, antigéniquement différentes, dans le surnageant de culture
a été suggérée par Freter (53) et Kusama et Craig (83). Pour conclure
a une similitude totale entre les deux groupes, il faudrait étudier les
caracteres de la {ou des) mucinase(s) preduite (s) par chacun d'eux.
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Sur le plan pratigue, une telle étude aurait un double intérét :

- la mucinase provogque la production d'anticorps chez les sujets
atteints de choléra (53). Si l'on veut explorer 1'immunite antimuci-
nase, il faut savoir quel antigéne (quelle mucinase) utiliser dans les

réactions ;

- si 1'on veut incorporer l'enzyme dans certaines préparations

vaccinales, il faut déterminer le type de mucinase a introduire.

En comparaison avec les résultats obtenus pouf la production de
mucinase, la lécithinase est produite par un pourcentage de souches
relativement plus faible dans les 2 groupes : 51,1 % des souches de
vibrions cholériques O1 et 55,4 % de celles de vibrions N.A.G. sont

positives.

Une différence significative entre les 2 groupes s'observe sur le
plan quantitatif. Il semble que chez les vibrions cholériques 01, les
souches sont soit tres bonnes productrices de cette enzyme soit des non
productrices ; 89,6 $ des souches productrices de lécithinase ont un
titre supérieur 4 16 et seules 10,4 % ont un titre inférieur a 8.
par contre, chez les vibrions N.A.G. 31,4 % ont un titre inférieur a 8
(Tableau 17). Ceci serait peut €tre di au fait que la production de
cette enzyme soit sous un contrdle de régulation différent dans chacun

des deux groupes.

L'étude de la production de la neuraminidase montre une différence
trés nette tant qualitative que quantitative entre les vibrions cholé-
riques O1 et les vibrions NA.G.. Presque la totalité des souches de
vibrions cholériques 01 (79,8 %) produisent 1l'enzyme et parmi celle-ci
24 % ont un titre supérieur a 100 UI par O,5 ml de surnageant ;



Par contre, seules 50 % des scuches de vibrions N.A.G. sont produc-
trices parmi lesquelles seuiement 8,7 % ont un titre de neuraminidase

supérieur a 100 UI par Q,5 mlL.

Les résultats que nous avons cbtenus avec les vibrions cholériques
sont & rapprocher de ceux obtenus par Milliqgan (94) avec les streptoco-
ques B. Lors de cette étude, l'auteur trouve que 20 sur 26 souches de
streptocoques groupe B type III, produisent l'enzyme et seules 3 sur 26
souches de streptocoques groupe B type I et II sont positives.

Le type de streptocoques le plus souvent responsable d'infections
(type III) est donc meilleur producteur. C'est le cas chez les vibrions
cholériques, ceux qui sont le plus souvent responsables d'infections
{groupe O1) sont meilleurs producteurs de neuraminidase que les autres

(vibrions N.A.G.).

2. 2. 2, - Producticon d'une association d'enzymes

D'agrés Shneider et Coll. {126), la mucinase et la neuraminidase
sont souvent produites en asscciation. Son étude a été faite sur des
vibrions cholériques O1. Dans le but de vérifier cette affirmation,
nous avons étudié la production des différentes enzymes en association
et camparé la fréquence de ces associations chez les vibrions choléri-

ques 01 et les vibricns N.A.G.

Nous remarquons d'aprés le tableau 24 qu'aussi bien chez les vi-
brions cholériques 01 que chez les vibrions N.A.G., la neuraminidase

est surtout produite en association avec la mucinase.



Daﬁs les 2 groupes, le pourcentage de souches produisant la neuramini-
dase seule ou associée uniquement & la lécithinase est tres faible,

ce qui confirme les résultats obtenus par Shneider. Selon le meme
auteur (125, 126), ceci serait dli au fait que les 2 enzymes (mucinase
et neuraminidase) sont sous le méme contrdle génétique. Ce contrdle

génétique est donc le méme chez les 2 groupes de vibrions choleériques.

Nous pensons que le fait d'avoir trouve un pourcentage de souches
produisant une association des 3 enzymes et une association mucinase-
neuraminidase supérieur chez les vibrions cholériques O1 a celui re-
trouvé chez les vibrions N.A.G. est di au fort pourcentage de souches
productrices de neuraminidase parmi les vibrions cholériques O1 et non
pas a une plus grande fréquence de ces associations chez les vibrions

cholériques O1.

3. - ETUDE OOMPARATIVE DE LA PRODUCTICN DE LA TOXINE
ET DES ENZYMES EN FONCTION DE L'ORIGINE DES SOUCHES

Le nombré de cas de porteurs sains est connu pour étre plus impor-
tant au cours des épidémies a Vibaio cholerae biotype cholerae (110).
Le biotype eltor serait donc moins pathogene que le biotype cholerae
et 1'état de porteur sain di a des facteurs inhérants aux souches.
Le fait également que chez les porteurs saing, le nombre de vibrions
cholériques excrétés dans les selles est inférieur & celui retrouve
dans les cas cliniques (respectivenment 102 et 106) (5, 31) vient a

1'appui de cette hypothése.
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Or, le mécanisme de pathogénicité des vibrions cholériques dépend de
1'adhésion des germes (dont les facteurs ne sont pas bien déterminés)
d'une part, et de la production; de la fixation et de l'action de la
toxine, d'autre part. La différence entre les souches hautement patho-
genes (isolées de sujets hospitalisés pour syndrdmes cholériques) et
celles qui le sont moins (isolées de porteurs sains) pourrait donc étre
die soit a la synthése de la toxine soit & d'autres facteurs et notam-
ment la production des enzymes incriminées dans la pathogénicité des
vibrions cholériques .

3. 1. - Production de la toxine

Il est surprenant de constater que la moitié des souches seulement
(51 %) dont la pathogénicité est incontestable (isolées de sujets pré-
sentant un syndrome cholérique) soit productrices d'exotoxines mises en
évidence sur intestin ligaturé de lapin (Tableau 8).

En fait, diverses explications peuvent &tre données a ce phénomeéne :

- selon Chitnis et Coll. (22), il faut, pour déclencher un syndrdme
diarrhéique, une quantité de toxine beaucoup moins importante lorsqu'elle
est produite in situ par les germes que lorsqu'elle est injectée dans un
filtrat de culture. C'est pourquoi, certaines souches, bien que leur
filtrat de culture ne donne pas de réaction positive dans les tests in
vivo, produisent un syndrdme diarrhéique lorsquelles sont injectées vi-
vantes. Ceci a été observé aussi bien avec les vibrions cholérigues O1
qu'avec les vibrions N.A.G. (33). Les souches gui nous ont donné des
résultats négatifs pourraient étre de faibles productrices de 1'exoto-

Xine in vitro.



- I1 semble de plus en plus que la pathogénie du choléra n'est
pas die uniquement a l'action de 1'exotoxine. D'autres substances peu-
vent intervenir ; c'est ainsi que d'aprés O'Brien et Coll. certaines
souches de vibrions cholériques sont productrices d'une toxine ressem-
blant a celles du Bacille de Shiga (106) gque l'on ne retrouve pas dans
le surnageant de culture. Elle n'est obtenue qu'aprés lyse des bactéries.
C'est cette toxine qui serait responsable de la symptomatologie observée.

- Certaines souches, ne produisant aucune toxine, peuvent cependant
provoquer un syndrdme diarrhéique. Ces souches dites entéropathogenes
ont été retrouvées aussi bien parmi les vibrions cholériques Ot (90},
que parmi les vibrions N.A.G. (8). Elles ont un mecanisme de pathogéni-

cité particulier dans lequel aucune exotoxine n'intervient.

L'étude comparative de la production de toxines par les souches
isolées de sujets hospitalisés et celles isclées de sujets contacts ne
montre aucune différence signif?cative entr'elles ; ceci en ce qui con-
cerne aussi bien la production de 1'entérotoxine (souches positives par
les deux techniques) que les toxines mises en évidence uniquement par
la technique d'intestin licaturé de lapin (Tableau 8 et 10).

Or, d'aprés Blake (8), il y aurait une relation entre la produc-
tion de 1'entérotoxine et la gravité de 1'infection, en particulier,
chez les vibrions N.A.G. En effet, les malades chez lesquels on a isolé
des souches produisant 1'entérotoxine présentent des syndrdmes plus sé-
véres que ceux observeés chez les malades dont on a isolé des souches

non enterotoxinogenes.



Mais le fait que nous n'ayons pas observé de différence significative
entre les souches en fonction de leur origine laisse plutdt penser que

la toxine n'est pas seule a incriminer pour expliquer la graviteé de
1'infection.

I1 est fort possible cependant, que cette différence ne soit pas
observable in vitro mais qu'elle existe in vivo. Comme le suppose
Finkelstein, 1'état de "porteur sain” serait dl au fait que le milieu
intestinal de certains individus ne favorise pas 1'élaboration de la
toxine par les germes (44).

3. 2., - Production des enzymes

3. 2. 1., - Production de chacune des enzymes

D'apres les reésultats que nous avons obtenus, il n'y a pas de
différence signficative entre les souches en fonction de leur origine
qu'elles soient des vibrions cholériques 01 ou des vibrions N.A.G., pour
1a productlon de la mucinase et de la lécithinase (Tableaux 15 et 18).
En ce qui concerne la neuraminidase, nous retrouvons une différence
statisthuement significative uniquement chez les vibrions N.A.G.
(Tableau 21) et sur le plan qualitatif.

¥ la mucinase

Freter (53) ayant retrouvé la mucinase aussi bien chez les sou-
ches isolées de cas mortels de cholera que de cas moins graves con-
clue que cette enzyme n'a pas de rdle dans la pathogénicité des vi-
brions cholériques.
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Nous pensons plutdt que le fait gue cette enzyme soit produite par

un pourcentage élevé de souche indépendamment de leur origine, s'ex-
plique par le r8le que lui attribuent certains auteurs {67, 125) dans
le phénomeéne de 1'adhésion des bactéries : en détruisant la barriére
constituée par le mucus, elle facilite 1'adhésion des germes sur
1'épithelium aussi bien chez les cas cliniques que chez les porteurs

sains,

* fa Lécithinase

Certains auteurs (91) suggeérent que la lécithinase des vibrions
cholériques correspond a 1'hémolysine et qu'elle intervient dans la
pathogénicité des germes comme c'est le cas chez Vibaio parcahaemoly-
Lcus qui est une espéce du méme ganre (76) ; cependant, 1'étude que
nous avons faite (résultats non rapportés ici) nous a montré que des
souches productrices de lécithinase ne sont pas toutes hémolytiques et
que des souches hémolytiques se sont révélées non productrices de 1é-
cithinase. La lécithinase mise en évidence est donc différente de 1'hé-
molysine et ne semble pas puer de rdle dans la pathogénie.

En effet, d'une part elle n'est produite que par environ la moitié
des souches (iableau 18) et d'autre part, il n'y a pas de différence
significative entre les souches en fonction de leur origine ; méme 1'é-
tude quantitative ne fait pas ressortir de différence (Tableau 19).

* [a neuwramindidase

La relation entre la production de la neuraminidase et la patho—
génicité des germes a été retrouvée chez plusieurs especes bactériennes
(101).
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Par exemple, chez les streptocoques du groupe B et de type III,
Milligan et Coll. (94) ont rapporté qu'il y avait plus de souches pro-
ductrices de neuraminidase parmi celles isolées de cas cliniques que
parmi celles isolées d'infections asymptdmatiques.

Chez les vibrions cholériques nous n'avons trouvé de différence
significative entre les souches en fonction de leur origine que chez
les vibrions N.A,G. Par contre, chez les vibrions cholériques 01, le
pourcentage de souches productrices de neuraminidase est élevé quelque
soit 1'origine des souches sans différence entr'elles (Tableau 22).

Si 1'on considére les résultats obtenus chez les vibrions N.A.G.,
il semble qu'il y ait une relation entre la production de neuraminidase
et le pouvoir pathogéne des souches. Ces résultats confirment ceux que
hous avons observes dans 1'étude comparative de la production de cette
enzyme par les vibrions cholériques O1 et les vibrions NA.G. (indépen-
damment de leur origine) (Tableau 20) a savoir que la neuraminidase est
retrouvée plus souvent chez les souches pathogenes (vibrions cholériques
O1) que chez celles qui le sont moins (vibrions N.A.G.). Le fait que les
vibrions N.A.G., bien que retrouvés plus souvent dans les eaux (facteur le
plus fréquent, de transmission du choléra)gue les vibrions chelegiques 01,ne
solent que rarément responsables de syndréme cholérique, démontre qu'ils
sont moins pathogenes que les autres. D'apres Spira (134), ceci serait
di & des facteurs de transmission. En raison des résultats que nous
avons obtenus, nous pensons que la neuraminidase, puisque c'est la seule
substance pour laquelle nous avons trouvé une différence significative
d'une part entre les souches de vibrions cholériques O1 et les vibrions
N.A.G., d'autre part entre les souches de vibrions N.A.G. en fonction
de leur origine, serait le facteur déterminant la pathogénicité des
vibrions N.A.G.



I1 est possible que le pouréentage de souches de vibrions N.A.G. pro-
ductrices de cette enzyme, trouvées dans 1l'eau, donc susceptibles d'étre
transmises, soit peu important, ce qui expliquerait dans une certaine
mesure le peu de cas de choléra dis & ces germes.

Chez les vibrions cholériques 01, le fait que nous n'‘ayons pas
trouvé de différence dans la production de neuraminidase entre les sou-
ches en fonction de leur origine et qu'elle soit produite par un taux
élevé de souches quelque soit leur origine (Tableau 21} laisse penser
Que dans ce groupe cette enzyme n'influe pas sur la gravité de 1l'infec-
tion sans pour autant dire qu'elle n'a pas de rdle dans la pathogénici-

té de ces germes.

Les résultats discordants obtenus chez les vibrions N.A.G. et les
vibrions cholériques 01 pour la relation entre la production de la neura-
minidase et le pouvoir pathogéne peuvent également &tre dfis au fait que
la neuraminidase produite par les vibrions N.A.G. a un mécanisme d'action
différent de celle produite par les vibrions cholériques O1. Tous les
travaux effectués pour déterminer le rdie de la neuraminidase dans la
pathogénicité des vibrions cholériques 1'ont été A 1'aide d'une neura-
minidase produite par les vibrions cholériques O1. Il ressort de ces
travaux que la neuraminidase, bien que capable d'hydrolyser les di et
tri-sialosyl-gangliosides pour donner des monosialosyl—-gangliosides
(62, 70, 101, 137) n'agit pas sur ceux trouvés au niveau de 1'épithé~
lium intestinal intact (71). Il existerait, en effet, au niveau de
1'épithélium intestinal un mécanisme de défeqse, rendant les ganglio-
sides inaccessibles a l'action de la neuraminidase {71) . Pour qu'elle
puisse agir, il faudrait 1'intervention d'une autre substance, jusque
1a non déterminée, pour démasquer au préalable les gangliosides.
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D'autre part, selon Shneider (126), la neuraminidase pourrait agir non pas
au niveau des sites recepteurs de la toxine mais, en synergie avec la mu-
cinase, pour dégrader les mucines de 1'épithélium intestinal, facilitant
ainsi 1'adhésion des bactéries. Ceci pourrait donc expliquer le fait que
nous n'ayons pas trouvé de relation entrela production de chacune des
enzymes et le pouvoir pathogéne ou du moins la gravité de 1'infection lors
de 1l'étude des vibrions cholériques 01.

3. 2. 2. - Production d'une association d'enzymes

Comme exeption faite de la production de neuraminidase par les
vibrions N.A.G., nous n'avons pas trouvé de relation entre la production
de chacune des enzymes et l'origine des souches, nous avons recherché
1l'existence d'une telle relation lorsqu'il y a production d'une association
d'enzymes.

D'apres nos résultats, nous ne retrouvons de différence significative
entre les souches en fonction de leur origine que pour la production des
trois enzymes a la fois : en effet, 34 % des souches isolées de sujets hos-
pitalisés et 18,6% de celles isolées des sujets contacts sont positives
(tableau 24). Ces.résultats laisseraient a penser que les trois enzymes
 agissent en synergie pour influer sur la gravité de 1'infection.

Mais comment expliguer dans ce cas, le fait que 66 % des souches iso-
lées de cas séveres (sujets hospitalisés) ne produisent pas les trois enzy-
mes a la fois et que 18,6 % parmi celles isolées'de cas asymptOmatiques en
produisent ? La question reste posée.



)
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4. - INFLUENCE DES ENZYMES SUR L'ACTIVITE DE LA TOXINE

Certains auteurs ont soulevé 1‘'éventualité de 1'existence d'une
relation entre la production de certaines enzymes et la production ou
l'activité de la toxine cholérique. C'est ainsi que Guhathakurta (69)
ayant observe une augmentation de la production de la lécithinase apres
passage sur animal, tout comme c'est le cas pour la toxine, pense que
cette enzyme pourrait étre le facteur qui influe sur sa production.

La neuraminidase, d'autre part, favoriserait une augmentation de
l'activité de la toxine en augmentant le nombre de sites récepteurs
aprés hydrolyse des di et trisialosyl-gangliosides, ce qui augmenterait
le nombre de molécules de toxine fixées (70).

Nous avons pensé que, si ces enzymes avaient de telles actions,
nous trouverions une relation entre leur production et la réponse sur
intestin ligaturé de lapin & la suite de 1'injection des surnageants de
cultures. Or, statistiquement, nous n'avons trouvé aucune différence si-
gnificative entre la production de chacune des enzymes par les souches
toxinogenes (positives sur intestin ligaturé de lapin) et les non toxi-

nogenes (Tableau 26).

Les reésultats obtenus avec la mucinase ne nous étonnent guere vu
le rdle qui lui est attribué & savoir son influence sur 1'adhésion des
bactéries : ce rdle semble &tre confirmé par les travaux de certains
auteurs. Lorsqu'on neutralise l'activité de cgtte enzyme par des anti-
corps spécifiques (126) ou lorsgu'on utilise des souches mutantes non
productrices de mucinase (125), on observe une absence d'adhésion des
bactéries. Nos résultats confirment donc le fait que, si la mucinase
avait un rdle dans la pathogénicité des vibrions cholériques, son action
ne se situerait pas au niveau de 1'activité ocu de la production des

toxines.



I1 n'y a donc aucune relation entre la production de 1l'une des
enzymes étudiées ou d'une association d'enzyme et celle de la toxine.

Notre étude de la réponse de l'intestin ligaturé de lapin & 1'in-
jection des surnageants de culture aprés inhibition de chacune des enzy-
mes semble confirmer les premiéres conclusions ; en effet, d‘'apres les
tableaux 29, 30 et 31, le rapport "volume du liquide/longueur du segment"
obtenu apres administration de surnageants contenant les enzymes et apres

inhibition de chacune d'elles est le méme.

Cependant, comme il nous a été difficile de trouver des inhibiteurs
chimiques pour chacune des enzymes et qui ne le soient ni pour les deux
autres ni pour la toxine, il est fort possible que ceux que nous avons
utilisés et surtout le Ph, peuvent ne pas agir in vivc c'est-a-dire qu'ils
peuvent y étre modifids. En fait, le meilleur moyen d'inhiber 1l'activiteé
de chacune des enzymes serait d'utiliser des anticorps spécifiques ;
pour cela, il faudrait au préalable une purification de chaque enzyme.
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CONCLUSION
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Le travail que nous avons entrepris visait divers objectifs :

1°) - En raison de la diversité des milieux de culture et des
techniques utilisées pour la production et la mise en évidence de la
toxine cholérique et de certaines enzymes, nous avons voulu déterminer
ceux qui, facilement praticables dans nos laboratoires, nous donneraient
de bons résultats.

I1 ressort de notre travail que :

a) - en ce qui concerne les mileux de culture a utiliser
pour la production de la toxine cholérique, le milieu trypticase soy
broth additionné de 1 % d'extrait de levure est celui qui donne les
meilleurs résultats parmi ceux que nous avons testés. Les milieux riches
sont donc préférables aux milieux synthétiques pour la production de la
toxine, ce qui est également valable pour les enzymes : en effet,
aussi bien pour la mucinase que pour la lécithinase le milieu HIB s'est

montré meilleur que le milieu syncase.

Pour l'étude de la mucinase, lors d'une étude quantitative
le choix d'une solution tampon & utiliser pour les dilutions s'impose.
Parmi les solutions tampons que nous avons testées, le tampon isotonique

salé s'est révéle &tre le meilleur.

b) - Parmi les techniques de mise en évidence de la toxine que
nous avons testées,celle utilisant 1'intestin ligaturé de souris est a
déconseiller pour 1‘'étude d'un grand nombre de souches.



Sur le plan pratique, la technique GM-1 ELISA est plus fa-
cilement réalisable que celle utilisant 1'intestin ligaturé de lapin.
Mais le choix de l'utilisation de 1l'une ou de 1'autre technique dépendra
de la nature de la substance gue 1l'on veut mettre en évidence . Ia pre-
miere est a utiliser chaque fois que 1'on veut mettre en évidence des
substances ayant les mémes sites récepteurs et la méme structure anti-
génique que 1'entérotoxine cholérique qu'elles aient ou non la méme
activité biologique. Par contre, la deuxiéme, celle utilisant 1'intestin
ligaturé de lapin, est & utiliser lorsqu'on veut mettre en évidence des
substances douées de la méme activité biologique que 1'entérotoxine mais
pouvant avoir des sites récepteurs et (ou) une structure antigénique

différents.

2°) - Comme les vibrions N.A.G. posent un probléme quant a leur
rdle comme agents étiologiques du choléra (trés souvent isolés des
eaux,ils ne sont que rarement responsables de syndrémes cholériformes)
nous avons entrepris une étude de la production des substances incrimi-
nées dans la pathogénicité des vibrions cholériques O1 afin de comparer
le mécanisme de pathogénicité des deux groupes. I1 s'est avéré lors de
notre étude que toutes les substances incriminées dans la pathogénicité
des vibrions cholériques, a savoir 1'entérotoxine, les autres exotoxines
et les trois enzymes gue nous avons étudiées (la mucinase, la lécithina-
se, et la neuraminidase), sont produites aussi bien par les vibrions
cholériques O1 que par les vibrions NA.G., bien qu'il y ait parfois
des différences dans les pourcentages des soéches positives. Ceci prouve
donc gue les vibrions N.A.G. ont un pouvoir pathogene potentiel sembla-
ble a celui des vibrions cholériques O1 :ce qui doit nous inciter a
ne pas négliger ces germes et surtout a veiller & prendre les mémes
mesures sanitaires qui s'imposent lorsqu'ils sont retrouvés dans les sel-
les ou dans les eaux, en prévention de 1'apparition éventuelle d'épidé-

mies de choléra dues a ces germes.
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Cependant, ceci ne nous explique pas pourquoi jusqu'a présent
ces germes (les vibrions N.A.G.) bien que plus fréquemment isolés des
eaux (qui est le facteur le plus fréquent de transmission du choléra)
sont beaucoup moins souvent responsables de syndrdmes cholériques que
les vibrions O1. Peut étre que la majorité des souches isolées de
1'environnement ne produit pas les substances incriminées dans la
pathogénicité des vibrions. Pour vérifier cette hypothese, une étude
de la production des substances que nous avons étudides dans le présent
travail doit étre effectuée chez les souches de vibrions N.A.G. isolées
des eaux en comparaison avec celles de vibrions cholériques O1 de méme

origine.

3°) - Le nombre de cas de porteurs sains au cours des épidémies
de choléra étant élevé, nous avons voulu savoir si ce phénoméne n'est
pas d a des caractéres inhérants aux souches et particuliérement a
leur incapacité de produire des substances incriminées dans la pathogé-
nicité des vibrions contrairement aux souches isolées de cas cliniques

de choléra.

Le fait gue nous n'ayons pas trouvé de différence significative
entre les souches isolées de sujets hospitalisées et celles isolées
de sujets contacts en ce qui concerne la production des toxines et des
enzymes étudiées, exception faite de la neuraminidase chez les vibrions
N.A.G., montre que 1'état de porteur sain ne dépend pas de 1l'élaboration
ou non des substances étudiées dans ce travail.
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Cependant, comme nous avons vu qu'in vitro les milieux de culture
influent sur la production aussi bien de la toxine que des enzymes, il
est fort possible qu'in vivo, lés souches ne trouvent pas les mémes
conditions favorables & la production de ces substances chez tous les
individus.

D'apres les résultats que nous avons obtenus lors de 1'étude de
la production de 1'entérotoxine par des souches dont la pathogénicité
n'est pas a mettre en doute (souches isolées de sujets hospitalisés
pour syndrdme cholérique) il semble que le mécanisme de pathogénicité
du choléra n'est pas di uniquement & 1'élaboration de 1'entérotoxine,
mécanisme qui est jusqu'a présent le plus admis et le mieux connu.

En effet, cette toxine n'est produite d'aprés nos résultats que par

29 % des souches. Nous en avons 22 2 qui prcduisent une exotoxine qui
n'a pas lesmémessites récepteurs et (ou) la méme structure antigénique
que l'entérotoxine. Le reste des souches soit 49 % ne semblent produire

aucune exotoxine.

Ces mécanismes de pathogénicité des vibrions cholériques dans
lesquels n'intervient pas 1'entérotoxine soit 71 % des cas, demandent
donc a étre mieux connus afin que l'on en tienne compte dans toute
tentative de mise au point de vaccins. En effet, toute vaccination
cherchant a provoquer une immunité antientérotoxine spécifique ne sera

pas totalement efficace.
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4°) - Comme le rdle de certaines enzymes dans la pathogénicité
des vibrions et leur niveau d'action éventuel sont controversés, nous
avons voulu vérifier les hypothéses de certains auteurs selon lesquels
certaines enzymes joueraient un rdle dans la pathogénicité du choléra
en raison de leur influence sur l'activité de la toxine. Pour cela,
nous avons effectué d'une part, une étude de la relation entre la pré-
sence de ces enzymes et celle de la toxine et d'autre part, 1'influence

de 1'inhibition de chacune des enzymes sur 1'activité de la toxine.

Nous n'avons trouvé aucune relation entre la production de chacune
des enzymes étudiées ou une association de ces enzymes et le pouvoir to-
xinogene des souches; ce qui indique que les enzymes n'ont pas d'influen-
ce sur l'activité de la toxine ; ceci a été confirmé par 1'absence de
modification de la réponse de 1'intestin ligaturé de lapin a 1l'injection

de toxine aprés inhibition des enzymes.

Ces résultats cependant, ne signifient pas que les enzymes n'ont
pas de rOle a jouer dans la pathogénicité des germes. Hormis la lécithi-
nase qui, nous pensons, n'intervient pas dans la pathogénie du choléra
en raison du faible pourcentage de souches qui la produisent, les deux
autres enzymes pourraient avoir un r8le dans 1'adhésion des bactéries.
Ceci demande & étre confirmé par 1'étude de 1'influence de ces enzymes

sur l'adhésion des vibrions cholérigues.
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