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Resumé

Vibrio est un genre bactérien autochtone de I'environnement aquatique. Certaines
especes bactériennes de ce genre sont considérées aujourd'hui comme des pathogénes
émergents, sont impliquées dans les infections d’origine alimentaire chez ’homme aprées

ingestion des produits de mer contaminés, causant ainsi un probleme de santé publique.

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

étude en vue d’évaluer la prévalence de contamination des produits de mer par les Vibrio

spp.

Au total 93 échantillons (80 moules, 10 poissons et 3 échantillons d’eau de mer) ont
été prélevés pour la recherche des vibrios pathogenes. Les résultats obtenus montrent que
trois espéces de vibrio pathogénes sont été isolées, a savoir vibrio cholerae qui a été isolé a
partir d’'une vingtaine d’échantillons de moules avec une prévalence de 21.5% dans la région
tonique a Bousmail, en mois de septembre, vibrio fluvialis qui a été isolée a partir de 'eau de
mer dans la méme région avec une prévalence de 1.07% et vibrio alginolyticusqui a été
isolée dans les moules récoltées de la pécherie de Tipaza durant la saison hivernale.

Nous avons pu isolés d’autre bactéries tel que: les Enterobacters ,Shewanella
Putrefaciens , Aeromonas Salmonidicea , Pseudomonas Aerogenosa .

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

sanitaire lie a la manipulation ou a la consommation de ces produits cru ou mal cuites.

Les mots clés : contamination, moule, eau de mer,vibrio, Tonique, Algérie.



Abstract

Vibrio bacteria are autochthonous and natural inhabitants of marine, estuarine
environments.

Bacterial species of Vibrio groups are considered as emerging pathogens, and can
cause human infections. Infections are generally acquired through consumption of

contaminated seafood’s, and cause an important public health problem.

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

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

93 samples (80 mussels 10 fish and 3 seawater) we recollected for microbiological
analyzes. The result obtained show that three species of pathogenic vibrio have been
isolated, namely vibrio cholerae which has been isolated from about twenty mussel samples
with a prevalence of 21.5 % in the tonic region of Bousmail, in September . vibrio fluvialis
was isolated from seawater in the same area with a prevalence of 1.07 %. Vibrio
alginolyticus that was isolated from mussels brought back from the Tipaza fishery during the

winter season.

No bacterial contamination was detected in fish samples by species of the genus
vibrio.
We were able to isolate other bacteria such as: Enterobacter, SChewanella

Putrefaciens

,Aeromonas Salmonicidea , Pseudomonas Aerogenosa.

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

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

Key-words : contamination , mussels , seawater,vibrio, Tonique, Algeria
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Liste des abréviations :

AFSSA : Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments

°C

CC
CHO
Cm
CNRVC
ENSP
EPA
E.coli
FAO
FMAT

INO
ISO
Kg

LDC

Mg
mg/I
M
NAG
NCV
oDC
OIE

OMS
ONDPA
ONPG

: Degré Celsius

: centimetre cube

: Cellule d’ovaire de Hamster chinois

: Centimetre

: Centre National de Référence des Vibrions et du Choléra
: Ecole Nationale de la Santé Publique

: Eau péptonée alcaline

: Escherichia coli

: Food and Agriculture Organization of the United Nations
: Flore Mésophile Aérobie Totale

: Gramme

: Heure

. Inositol

. International Standarisation Organisation

: Kilogramme

. Litre

: Lysine DéCarboxylase

: Métre

: Milligramme

: milligramme par litre

> Millilitre

: Non Agglutinating Vibrio

: Non Cholerea Vibrio

: Ornithine DéCarboxylase

. Office International des Epizooties (Organisation Mondiale
de la Santé Animale)

: Organisation Mondiale de la Santé

. Office National de Développement et de Protection Aquacole

: OrthoNitroPhénylGalactopyranoside



PCR
PH
SOR
TCBS
TCP
TDH
TIAC
TRH
TSI
TSC

VP
um

: Polymerase chaine reaction

: Potentiel hydrogéne

: Sorbitol

: Thiosulfate-Citrate-Bile Salt-sucrose agar
: Toxin-Coregulated Pilus

: Thermostable Direct Hemolysin

: Toxi-Infection Alimentaire Collective
: TDH-apparentée

: Triple sugar iron

: trypticase sulfite cycloserine

: Vibrio

: VogesProskauer

: Micrometre
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Introduction

Les bactéries appartenant au genre Vibrio sont considérées comme natives des écosystémes
aquatiques marins et estuariens. Comme conséquence, la contamination naturelle des produits
de la mer est communément admise. Avant la commercialisation, cette contamination initiale
peut étre amplifiée pendant le stockage, si les bonnes conditions de conservation et les bonnes
pratiques hygiéniques ne sont pas respectées.

Plus de 10 espéces de Vibrio connues provoquent des maladies humaines (West,1989;Lesne et
Fournier, 1998). Selon les espéces de Vibrio impliquées, les manifestations cliniques sont
Différentes. Elles s’étendent des gastroentérites aux septicémies consécutives a I’infection de
plaies occasionnées par des blessures (FAO/WHO, 2002;Gopal et al., 2005). Les Vibrio sont
également des bio-agresseurs majeurs des stades larvaires et juvéniles des produits de la mer.
L’incidence des infections aux vibrions pathogénes est en constante et réguliere progression
dans le monde (FAO/WHO, 2002;Hara-Kudoet al., 2003; Gonzales et al.,2004). Cette
progression pourrait étre directement liée a I’augmentation de la concentration de ces
bactéries dans les eaux cotiéres et estuariennes et qui est consécutive a I’anthropisation du
littoral et au réchauffement planétaire(McLaughlin et al., 2005).

La consommation des produits de la mer et notamment des produits crus ou sommairement
cuits, ainsi que la mondialisation des échanges commerciaux des produits alimentaires
pourraient contribuer, de facon substantielle, a la recrudescence des infections dues a ces
germs pathogens (Tantillo et al., 2004; Gerner-Smidt, 2001; FAO/WHO, 2011).

Malgré ces risques potentiels, peu d’études ont été réalisées dans notre pays afin de
mieux estimer la prévalence des vibrions pathogénes dans les produits de la péche ; C’'est pour
répondre a cette préoccupation que nous avons entrepris cette étude qui comporte deux

parties distinctes :

Une parie bibliographique qui synthétise des données relatives aux espéces de vibrio et une

partie pratique qui a pour objectifs :



La recherche de la présence des vibrio dans les produits de la mer a Tipaza ( la
pécherie).
Identification et caractérisation des souches isolées

Identification et caractérisation d’autres bactéries isolées sur milieu GNAB.



| 1 Historique :

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

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

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

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

L'espece Vibrio alginolyticus a été décrite en 1968, elle est tres abondante dans le milieu
marin mais rarement isolée chez 'Homme.A partir du début des années 70, des cas
d’infections extra-intestinales associant des nécroses et cedemes tissulaires, des formes
septicémiques d’infection avec parfois mortalité brutale sont apparues aux Etats-Unis.

L'agent isolé a été dans un premier temps confondu avec Vibrio parahaemolyticus ou appelé



vibrion non-cholérique. Reconnu comme étant une nouvelle espéce par MAURINC,
1976(Reichelt J.L et all, 1976), ils ont proposé de placer cet organisme dans le Genre
Beneckea et de lui donner le nom d’espéce vulnificus pour « blessure » en latin. En 1979,
FARMER a suggéré que cette bactérie soit placée dans le genre Vibrio, beaucoup de
microbiologistes ayant contesté cette précédente classification, et en 1980, 'organisme a

pris pour nom officiel Vibrio vulnificus.

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

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

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

immunodéprimés (Fournier et Quilici, 2002).

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

cas d’infections extra-intestinales uniqguement (FAO/WHO, 2002).

I_2 Taxonomie :

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

proteobactéries (Giovannoni& Rappé, 2000).

Il est impossible de présenter une classification claire des Vibrionaceae car ils subissent

régulierement des modifications importantes. Les quatre principaux genres considérés



comme proches sont les genres Vibrio, Photobacterium, Aeromonas, Plesiomonas (classé

depuis 1986 dans la famille des Enterobacteriaceae), ces deux derniers comptent des

especes connues pour étre la cause de diarrhées et d’infections septicémiques chez
I'Homme.Le genre Vibrio compte aujourd’hui 51 especes (tableau II-1), ceux qui sont
pathogenes pour 'homme et d’autre qui ne sont pas, mais peuvent I'étre pour les poissons
(Vibrio anguillarum) ou les crevettes (Vibrio penaeicida). Seuls les vibrions cholériques sont
adaptés a I’'Homme. Les autres especes sont des bactéries ayant pour habitat principal le
milieu marin et plus particulierement les eaux cotiéres et estuariennes, elles sont retrouvées
également a la surface et dans le contenu intestinal des animaux marins (Fournier et Quilici,
2002).

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

speces considéréescomme pathogénes
pour I'Homme Autres especes
Espécesfréquemment V. aerogenes V. navarrensis
isolées : V. aestuarianus V. nereis
Vibrio cholerae V. albensis V. nigripulchritudo
Vibrio parahaemolyticus V. anguillarum V. ordalii
Vibrio vulnificus V. campbellii V. orientalis
Vibrio alginolyticus V. costicola V. pectenicida
Espéces rarement isolées : V. cyclitrophicus | V. pelagius
Vibrio fluvialis V. diabolicus V. penaeicida
Vibrio hollisae V. diazotrophicus | V. proteolyticus
Vibrio mimicus V. fischeri V. rumoiensis
Espéces dont lapathogénicité est V. gazogenes V. salmonicida
douteuse : V. halioticoli V. scophthalmi
Vibrio carchariae V. harveyi V. splendidus
Vibrio cincinnatiensis V. ichthyoenteri | V. succinogenes
Vibrio damselae V. iliopiscarius V. tapetis
Vibrio furnissii V. logei V. trachuri
Vibrio metschnikovii V. marinus V. tubiashii

V. mediterranei V. viscosus

V. mytili V. wodanis




V. natriegens

| 3 Les caractéres morphologiques :

Les Vibrio sont des bacilles a Gram négatif, droits ou incurvés, d’un diameétre compris

entre 0,5 et 0,8 um et d’une longueur comprise entre 1,4 et 2,6 um. Ils présentent,
habituellement une mobilité polaire due a un seul flagelle, mais certaines souches possedent
plusieurs flagelles latéraux lorsqu’elles poussent sur un milieu solide en particulier pour
I’especeVibrio parahaemolyticus. Vibrio cholerae présente un flagelle « engainé » dans la

paroi caractéristique (Twedt R.M., 1989).

| 4 Les caractéres biologiques:

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

gaz, sauf V. fluvialis (Holt et al, 1994).

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

al, 1994).

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

29/10/2014).



I_5 Les variétés des espéces de genre Vibrio pathogénes a ’homme :

5-1- Vibrio cholerae:

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

V. cholerae appartenant aux sérogroupes O1 et 0139 sont les deux seuls considérés comme
étant les agents du choléra d’aprées la définition donnée par I'Organisation Mondiale de la
Santé (OMS). Ces sérogroupes sont détectés grace a des antisérums O1 et 0139. La
prévalence de ces sérogroupes dans les environnements aquatiques semble inférieure a
celle des autres sérogroupes de V. cholerae. Le nombre de sérogroupes O recensés continue
d’augmenter et actuellement plus de 206 sérogroupes O sont reconnus ( Shimadaet
al.,1994).

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

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

I’arrivée d’une nouvelle souche .

5-2-Vibrio parahaemolyticus :



En 1965, une remarque importante concernant la distinction des souches pathogenes de
Vibrio parahaemolyticus a été faite. En effet, il a été observé que les isolats provenant des
cas cliniques de gastro-entérites étaient hémolytiques (hémolyse de type B) sur un milieu
spécial contenant des érythrocytes humains (gélose Wagatsuma), tandis que ceux provenant
de I'eau de mer et des poissons ne I'étaient pas. L’hémolysine extracellulaire thermostable
(TDH) responsable de cette différence est désignée comme « phénoméne Kanagawa » afin
de le distinguer des autres phénomenes hémolytiques présents chez les espéces du genre
Vibrio. Plusieurs études ont montré que 96 % des souches isolées chez les patients atteints
de diarrhée sont positives au test Kanagawa, tandis que seulement 1% environ des souches
issues des produits et de I’eau de mer sont positives (Twedt R.M 1989).
GHOSH A.R. et SEHGAL S.C, 1998 (Ghosh A.R. et Sehgal S.C 1998 ) ont complété une étude
réalisée par HONDA T et al, 1988 (Honda T 1988) qui avait mis en évidence une autre
hémolysine thermostable, appelée TDH-apparentée (TRH) décrite pour des souches de
Vibrio parahaemolyticus négatives au phénomeéne Kanagawa. Elle est connue pour jouer un
réle important dans 'origine des diarrhées. Les genes TDH et TRH de ces deux hémolysines
sont aujourd’hui connus et considérés comme d’importants génes de virulence. (Honda T.
1988)
5-3-Vibrio vulnificus :
Concernant Vibriovulnificus, trois biogroupes sont distingués. Le biotype 1 a été décrit a
I'origine comme étant un Vibrio « lactose-positif » ; Une étude récente a mis en évidence
gu’environ 85% des souches cliniques associées a des cas de maladies humaines étaient «
lactose-positives ». (Oliver J.D 1997 )
Les souches appartenant au biotype 2 ont été impliqué en tant que pathogéne opportuniste
de facon sporadique dans des cas d’infections humaines. (Oliver J.D 1997)
En 1996, des cas d'infections chez I'Homme ont été attribués a de nouvelles souches de V
vulnificus, regroupées au sein d’un nouveau biotype (biotype 3). (Oliver J.D 1997)
5-4-Autres especes :

Huit autres especes de vibrions ont été isolées de cas cliniques humains. 11 s'agit de V
alginolyticus, V cincinnaliensis, V damsela, V fluvialis , V jarnissii, V hollisae, V mimicus et V

melschnikovii. Toutefois, leur implication dans les différentes pathologies observées apparait



beaucoup moins claire, et le nombre établi de cas cliniques en relation a ces vibrions reste

limité (Janda, J.M 1988) , (Tantillo, G.M. 2004).

I_6 Ecologie et facteurs de développement :

Ceux-ci ont surtout été étudiés pour les pathogénes majeurs pour ’'Homme, a savoir

Vibrio cholerae, Vibrio alginolyticus et Vibrio fluvialis.

De maniére générale, les espéces du genre Vibrio sont anaérobies facultatives, mésophiles,
tres sensibles a la chaleur et a I'ionisation, certaines sont moyennement halotolérantes (V.

cholerae, V. mimicus) et d’autres sont halophiles.
6-1-Vibrio cholerae:

La température minimale de croissance des V. choleraea été estimée a 10°C, la température
maximale a 43°C, le développement de V.cholerae est optimal a 37°C; il survit bien a de
faibles températures dans une variété d’aliments. (ICMSF 1996)

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

minimale =0,970).(ICMSF 1996 )

Tableau2 :Facteurs de développement de Vibriocholerae (Madden J.M. et Mc Cardell

B.A 1989 ).

Optimum Extrémes
Température (°C) 37 10-43
PH 7.6 5.0-9.6
Activité de I'ean ay 0.984 0.970-0.998
Atmosphere Aérobie Aéro-anaérobie
NaCl p.100) 0.5 0.1-4.0
Sensibilité & la chaleur Dgpec =48°C

2 .65min
Sensibilité i I'1onisation 0.5 KG”\-" =0, 1kGy

6-2-Vibrio parahaemolyticus :



Vibrio parahaemolyticus peut se multiplier sur une large gamme de températures, la
température optimale est de 37°C. La température minimale est de 5°C mais elle peut étre
modifiée selon les valeurs du pH et la concentration en NaCl (Fournier et Quilici2002). Il est
assez sensible au froid : le taux de mortalité est maximal entre 0 et 5°C. Le micro-organisme
est modérément sensible a la congélation et peut ainsi persister dans des produits de la mer
congelés pendant de longues périodes.(ICMSF.1996)

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

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

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

Optimum  Extrémes

Temperature (°C) 37 543

pH 7.8-8.6 48-11

By 0,981 0,940-0,996
Atmosphere Aérobie Aéro-anaérobie
NaCl (p.100) 3 0,5-10

6-3-Vibrio vulnificus :

La température optimale de croissance de Vibrio vulnificus est également de 37°C mais il se
développe bien a 30°C et 35°C également (Bang W2002); cet organisme est sensible aux
basses températures et a la chaleur. BRYAN P.J et al [74] ont montré que V. vulnificus est
plus résistant a une congélation a -78°C s’il a subi auparavant une adaptation a 15°C avant
d’étre conservé a 6°C. La mort cellulaire ou la perte de cultivabilité de V. vulnificus a 5°C a
été étudiée pour des cellules stressées par le froid auparavant et non stressées (Bang W
2002).

Vibrio vulnificus est halophile obligatoire, la concentration optimale en NaCl se situe entre 1
et 3 p.100 (aw de 0,980) ; il ne peut croitre pour une concentration inférieure a 0,1% ou
supérieure a 5% (Oliver J.D 1989 ).

Tableau 4 : Facteurs de développement de Vibrio vulnificus (Oliver J.D 1989) :
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Optimum Extrémes

Température (°C) 37 13-43

PH 7.8 5-10

Aw 0.98 0.96-0.997
Atmosphére Aérobie Facultatif
NaCl (p.100) 2.5 0.5-5.0

6-4-Vibrio alginolyticus :
Vibrio alginolyticus de ce groupe est le plus halophile tout comme il est capable de
croitre dans des concentrations de 3, 6, 8 et jusqu'a 10% de NaCl. Sont fréquemment
isolés dans les eaux coétieres tempérées et tropicaux, en particulier lorsque la
température de l'eau est supérieure a 17 2 C. Le réservoir de cet organisme est
constitué d'eau (principalement sel) et des fruits de mer ou contaminés par I'eau de

mer .

I_7 Les réservoirs :

7-1 L’Homme :

Vibrio cholerae est sans doute, depuis son origine, un habitant des eaux douces et
saumatres. Grace a l'acquisition des genes de la toxine cholérique et d’autres facteurs de
pathogénicité, des isolats appartenant au sérogroupe O1 de cette espéce ont pu coloniser
I'intestin humain. L'Homme colonisé sert donc a la fois de milieu de culture et de moyen de
transport pour le Vibrio cholérique, permettant ainsi a ce dernier de disséminer dans le
monde entier, méme dans les régions ou il n’existe vraisemblablement pas de réservoir
environnemental . (Fournier et Quilici 2002).

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

sang.(Twedt R.M 1989).
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7-2 L’environnement:

Vibrio spp sont, dans la plupart des cas trouvés comme bactéries planctoniques libres dans
I’environnement mais dans des structures complexes de biofilms multi-especes attachées a
divers surfaces biotiques et abiotiques. ( Ighinosa, E.O 2009 ;- Donlan, R.M 2002 ;Schembiri,
M.A 2002). On les trouvé aussi souvent attachées a [I'exosquellette chitiné du
zooplancton(Costerton, J.W 1995 ; Schembri, M.A 2002) .les biofilm contrubuent a la survie
des communautés bacteriennes en favorisant la cooperation metabolique et genetique
entre les especes ainsi que la protection contre divers stress environnementaux , tels que la

famine et la prédation. (Costerton, J.W 1995 ;Watnick, P 2000 ).

Il a été constaté que les vibrio spp peuvent survivre longtemps pendant la famine par les
changement séquentiels dans la physiologie cellulaire et des changements graduels dans la

morphologie. (Albertson, N.H 1990 ; Ostling, J 1993)
7-3 L'animal:

Les espéces du genre Vibrio sont tres courantes a la surface et dans le contenu Intestinal des
animaux marins (Holt J.G 1994).,Vibrio cholerae et Vibrio parahaemolyticussont souvent
associés aux organismes présentant un exosquelette constitué de chitine tels que les
crevettes, les crabes. Vibrio parahaemolyticus est a trés fréquemment isolé des mollusques
marins et de poissons. Les niveaux de prévalence naturelle dans les poissons et fruits de mer
est généralement faible (en dessous de 103 par gramme) excepté dans les eaux
habituellement chaudes dans lesquelles la densité de cette bactérie peut alors atteindre 106

par gramme. (ICMSF1996 ).

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

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

Vibrio vunificusest surtout isolé dans les huitres dont le mode de nutrition par filtration
contribue a concentrer la bactérie mais La bactérie a également été isolée de crabes,
palourdes, poissons et plancton. (Oliver J.D1997). Alors que Vibrio alginolyticus était la plus
souvent présente dans les sédiments et les crevettes (Bhaskar N 1998).

I_8 Facteurs de virulence et pathogénie :
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8-1 Vibrio cholerae :

Il exsite 2 formes :

8-1-1 Le cas du choléra :

Les vibrions cholériques, responsable du choléra, population constituée de souches
appartenant a 2 sérogroupes — 01 et 0139 —de I'espéce V. cholerae. Ces souches se sont
adaptées a ’lhomme. Le pouvoir pathogene de la bactérie s’explique par la libération de la
toxine cholérique analogue a celle de la toxine LT d’E. coli et des pili de la bactérie. La
bactérie contamine les personnes saines par le biais des aliments contaminés (les poissons,
les fruits de la mer, les fruits et légumes).Le choléra peut aussi résulter d’'une contamination
de personne a personne. La dose infectieuse déterminée expérimentalement est de I'ordre
de 108 a 1011 bactéries. Elle est tres sensible a I'acidité stomacale. Il a été démontré que
lorsqu’on neutralise I'acidité stomacale par du bicarbonate de soude, la dose infectante est
de I'ordre de 104 a 106 bactéries seulement. Les germes qui y échappent, arrivent au niveau
du l'intestin gréle et se fixent a la partie proximale. lls colonisent ainsi I'intestin gréle grace a
différents facteurs de pathogénicité comme la TCP (Toxin coregulated pilu), les différents
hémagglutinine, les facteurs accessoires de colonisation. La toxine cholérique est produite
lorsque la bactérie adhére a I’épithélium intestinal par des pili . La conséquence est le
passage de I'eau et des électrolytes, des cellules vers la lumiéere intestinale, pouvant
atteindre jusqu’a 15 litres par jour qui entraine une déshydratation sévére et mortelle. Les
selles ne sont jamais sanglantes sauf en cas d’association avec une autre pathologie comme
une shigellose ce qui sous entendra que les agents responsables ne sont pas invasifs. Le
choléra se manifeste ainsi par deS fortes diarrhées, des vomissements, des crampes, des
yeux enfoncés dans les orbites donnant I'aspect au visage une allure cyanosée. On ne
remarque toutes fois pas d’élévation de température. A c6té de ces formes cliniques
typiques, il existe de rares cas <<sec>> entrainant la mort par collapsus sans aucune
manifestation de diarrhée.(Don J. Brenner2005 ;Quilici Marie-Laure.2011 ; Nair G.B. et

Bartram J2001 ;Guegan Jean Francois . (2003-2006) ).
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-, 1* Arrivée de Vibrio cholerae O1 ou 0139 dans le duodénum

Lumieére ot (tolérance & 'acide, mobilité et chimiotactisme)
2* Traversée du mucus o~ 5
(neuraminidase, mucinase)

Mucus

3° Adhésion (récepteurs spécifiques dont le TCP) et
multiplication, générant une inflammation locale

4° Production in situ de toxines

Pole apical
(principalement la toxine cholérique CT)

Sortie massive

d’eau et de sodium
zoT 1 Jonction étanche

Entérocytes
Protéine kinase A

T

AMPc
Protéine Gg

1

Adénylate cyclase

Pole basal

Figure 01 : etapes de la pathogenese de la vibrio cholerae.
8-1-2 Autres pathologies non cholérique :

D’autres souches de I'espéce V. cholerae appelées Non-O1 et Non-0139, interviennent
dans certaines pathologies humaines. Des souches Non —01, Non O-139 ont été isolées dans
des cas de diarrhées, de septicémie (présence du pathogéne dans le sang), des infections
auriculaires et aussi dans certaines plaies. Les personnes saines sont contaminées par I'eau
et les aliments contaminés. (-Dalsgaard A 2000)

Les facteurs de pathogénicité pour les souches Non-01, Non-0139 sont actuellement mal
définis mais il s’est avéré que ces souches ne possedent pas le géne de la toxine cholérique
ainsi que I'llot de pathogénicité CTX®. Les souches Non-0O1, Non-0139 ont une forte
activité protéolytique, cytotoxique, entérotoxique non cholérique. L’activité entérotoxique
intervient dans le cas des diarrhées non cholérique qui se caractérisent contrairement au
choléra par une forte invasion et une Iésion de I'épithélium intestinal. La diarrhée serait dlie
a une forte sécrétion de facteur de colonisation qui induit une forte accumulation de fluide
par un mécanisme actuellement mal connu. Ainsi les personnes atteintes de ce type de
diarrhée ont des crampes ainsi qu’occasionnellement de la fiévre. Quant a la cytotoxicité et
la protéolyse, elles interviennent principalement dans le cas de septicémie et les infections
auriculaires. (Don J. Brenner 2005 ; Dalsgaard A 2000 ; Dibinost C 2004 ; Nicholas A.
Daniels2000). Ainsi les souches les plus retrouvées sont : V. cholerae 0-10 ; 0-19 ; 0-15; O-

152 ; O-26. (Dalsgaard A 2000)
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8-2 Vibrio.fluvialis :

*Pathogénie :

Les symptomes de la maladie entérique attribué a v.fluvialis sont similaire a ceux causés par
v.cholera. (Huq, M.l 1980). Les patients souffrent généralement de diarrhée aqueuse avec
des vomissements douleur abdominales déshydrations modere a sévere et souvent une
fievre une difference notable par rapport au cholera est la presence frequente des selles
sanglantes dans les infections a v.fluvialis . a partir de test d'immunosorbant lié a une
enzyme, Chikahira et Hamada.( Chikahira, M1988; Wall, V.W 1984) ont rapporté que
plusieurs souches de v.fluvialis isolés de sources environnementales et humaines
produisaient une enterotoxine impossible a distinguer immunologiquement de la toxine
cholerique. V.fluvialis produits plusieurs toxines pouvant jouer le role important dans la
pathogenie notament une substance de type enterotoxine lipase protease cytotoxine et
hemolysine.(Kothary, M.H 2003 ; Rahim, Z 1996 ; Wong, H.C 1992).Contrairement aux
autres vibriosspp qui causent couramment des infections extra-intestinales , v.fluvialis est
uniguement associee a la gastro-enterite , de rare cas d’infection extra-intestinale tels que

la cellulite hemorragique. (Huang, K.C 2005; Lee, J.Y 2008 )
*Facteurs de virulence :

Malgré de nombreuse recherche publiées pour élucider les facteurs de virulence de
V.fluvialis qui sont responsable du processus inflammatoire de la maladie , trés peu
d’information définitives ont été obtenus. Plusieurs facteurs de virulence ont été identifies
chez v. fluvialis mais la majorités d’entre eux ne sont que partiellement caractérisés et leur

roles précis dans la virulence reste a connaitre .

L’activité des endotoxines de v.fluvialis a été demonté in vitro a 'aide de cellules
CHO(ChineseHamesterOvary) . lockwood et al (Lockwood, D.E 1982 ) ont signalé la presence
d’au moins 4 substances biologiquement actives dans les surnageants de culture de la
souche 5489 de v.fluvialis . le facteur d’elongation cellulaire CHO , le facteur de destruction
cellulaire CHO (CKF)et la cytolysine active contre les érythrocytes de lapin ont été identifies

lors de la croissance de la bactérie . sanslincomycine
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Enfin, la toxine de contournement des cellules CHO, connue pour étre une protéase , a été
découverte . la CKF était intériorisée et le mort cellulaire induite par une perturbation de la

fonction cellulaire. ( Wall, V.W 1984).

Parmi les nombreux facteurs de virulence produits a partir de v.fluvialis , ’hemolysine était

considerée comme la plus haute importante .

8-3 Vibrio. parahaemolyticus :

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

isolées des selles de patients atteints de gastro-entérites (jusqu’a 95 %). (M. P. Malle , 2009).

8-4-Vibrio.vulnificus :

En 1981, Kreger et Lockwood ont été les premiers a décrire la production d’'une toxine
extracellulaire et thermolabile par Vibrio Vulnificus. (Oliver J.D 1997) . Elle posséde une
activité cytolytique sur des érythrocytes de mammiferes, une activité cytotoxique sur des
cellules d’ovaires de Hamster chinois (CHO) et elle est |étale pour la souris. Cette hémolysine
est produite par toutes les souches de V. vulnificus, gu’elles soient d’origine humaine,
alimentaire ou environnementale, ce qui constitue une différence avec V. parahaemolyticus.
D’autres substances produites par V. vulnificus et pouvant jouer un réle dans la virulence de
cette bactérie incluent des protéases, des élastases, collagénases, ADNases, lipase...Toutes
possedent une activité hémagglutinante et peuvent adhérer aux cellules épithélio-buccales

humaines. (Oliver J.D 1989 ).
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La virulence de V. vulnificus a été associée aussi a sa résistance a la phagocytose. Celle-ci a
été attribuée a la possession d’'un composant de surface antiphagocytique qui a été identifié

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

I_9 La voie de contamination des VIBRIOS et leur caractéres cliniques :

Tableau 5: Pathologies associées a différentes especes de Vibrio (Pavia AT., 1989).

Syndromes cliniques
Espéces Gastro- Infection Infection Septicémie Septicémie
_entérite | de blessure | de Porcille | primaire | secondaire
V. cholerae Q1 - +
V. cholerae non O1 - ++ + + +
V. mimicus ++ +
V. fluvialis e
V. parahaemolyticus | 4+ - + +
V. alginolyticus (+) 4+ “++ +
V. hollisae ++ -
V. vulnificus + ++ -+ ~+—+
V. furnissi (+)
V. damsela 4
V. metschnikovii (+) (+)
| V. carchariae 2

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

9-1Vibrio.cholerae :

a) Cas de cholera:

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

(West P.A., 1989).

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

1981).
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b) Cas de non cholera :

Il est responsable de gastro-entérites. Les symptomes les plus fréquents sont des diarrhées,
parfois sanglantes, accompagnées occasionnellement de vomissements et de crampes
abdominales. La durée des symptomes est de un a deux jours. Des cas d'otites ou
d'infections de blessures sont également signalés. Des septicémies ont été observées mais

surtout chez des individus immunodéprimés, atteints de cirrhoses par exemple.

Les facteurs de risque sont principalement |’exposition au milieu marin ou la consommation

de produits de la mer (DePaola, A., 1981).
9-2 Vibrio. fluvialis :

les manifestations liée au v. fluvialis se caractérise par une gastro-entérite, des nausées une
perte d’appétit, des vomissements, diarrhée sanguinolentes, des crampes abdominales et
une fiévre importante, déshydratation modéré a sévére , une hypokaliémie, une acidose
métabolique occasionnellement un choc hypovolemique peuvent survenir en 4 a 12 heures
si les pertes liquidienne ne sont pas remplacées. Les selles sont incolores avec petite taches

de mucus et contiennent de forte concentration de sodium, potassium chlorure et
bicarbonate .

Et dans I’ infections de la plaie ( cellulite) causée par inoculation directe de la bactérie dans
la peau ou I'exposition d’une plaie a I'eau contaminée( Huang, K.C 2005 ). La bactérie et ses
toxines associées provoque rapidement une nécrose tissulaire local associe a des bulles des

érosions hémorragiques. ( Huang, K.C 2005).
9-3-Vibrio.parahaemolyticus :

il provoque des gastro-entérites, caractérisées par des diarrhées, des douleurs abdominales,
des nausées, des vomissements, des maux de téte et une fievre modérée. Les symptomes
persistent de trois a quatre jours. Ce vibrion peut étre également responsable d'infections

cutanées et de septicémies.

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

produits de la mer. ( Wong H. C 2000).
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9-4- Vibrio.vulnificus :

: Trois types de symptomes cliniques peuvent étre associés acette espéce de vibrions( Lee C.

€ 1997) :

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

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

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

les symptomes peuvent persister plus d'une semaine.

La consommation des produits de la mer (huitres, crabes, anguilles) est la source de

contamination la plus courante. Les personnes a risque sont celles souffrant de désordres

hépatiques (alcoolisme ou surcharge en fer), le taux de mortalités peut atteindre 24 %. Ces

infections sont observées en été et au début d’automne. (Lee C. C 1997).
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Chez poissons :
Tableau 6 : Les espéces de Vibrio pathogénes de poissons (Austin, B. and Austin, D.A 1999)

f\géﬁm;éa | Référence | li;’eceﬁiﬁles I Pathologies associées |

—d - S - —_ —

— — — — = — .
Sparus aurota, Epinephelus

1" alginolyticus Colorni et al | 1981 Septicémie hémorragique
malabaricus

=¥ - = -
1 anguillarum Bergman, 1909 Majorité des poissons marins Septicémae hémorragique

- — — — - ) S— - — -

| ) o
Plecogiossus altivelis,

V. cholerae non O1 Kilyuka ¢r af , 1992 Septicémie, Iésions de la peau
Larassiusy auwraia

V. damsela Love ef al., 1981 Chromis punciipinmis Léssons de la peau

I Sparus aurata, Scophthalmuy
V. fischeri Austin & Austin, 1999 Tumcurs viscerales
maximuy

— — - - — — -
Hémorragies intemes,
V. furnissii | Esteve eral, 1995 inguilla anguilla -
hypersécrétion de mucus
- —t—— — - — — - — 1
Infections localisees, lésions |
V. harvew Austin & Austin, 1999 | Majorité des poissons marins

hemorragiques

Paralichihys olivaceus Nécroses du ractus digesef

V. ichimoenter! Kim et al , 2004

I_10 Diagnostic :

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

actuelle de la réglementation sanitaire concernant ces produits.

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

I'espéce et il est souvent nécessaire de recourir aux techniques moléculaires (Hirsch M,

2002).

I_11 Prophylaxie :

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

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

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

Dans le cas des produits de mer consommeés crus ou insuffisamment cuits, le fait d’empécher

une multiplication des Vibrions entre le site de récolte et I'assiette du consommateur est un
moyen efficace de prévention, facile a mettre en ceuvre, notamment par le respect de la
chaine du froid. Nous proposons I'entreposage a basse température comme moyen de
maitrise des vibrions pathogénes dans les aliments. Toutefois, cette méthode n’est pas
suffisamment fiable pour pouvoir étre appliquée dans la pratique commerciale (N. Cohen, H.

Karib, 2007)

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

le Vibrio.

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

2007).
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La partie expérimentale

Matériel et Méthodes :
Matériel
1)- Matériel biologique :

Les produits utilisés pour la recherche des vibrions sont :
» Les moules (élevage et moulieres naturelles), prélevées au niveau de
différentes régions :

o Ain tagourait;

o région “’tonique’’Bousmail ;

PhotoO1 : photo prise sur googlemaps de le region Tonique Bousmail

o la pécherie de Tipaza.
» Un échantillon d’eau de mer a été prélevé également au niveau des
mémes sites.
» Les poissons ( Sparusaurata ) qui sont prélevés au niveau de la région de

Ain tagourait.

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

stériles et une glaciere.

2)-Matériel de laboratoire :

2-1- Equipements:
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Etuves a37°C
Portoirs

Bec Bnsen

Anse de Platine

Pince

Bain Marie

Tubes a essais stériles
Flacons stériles
Lames et Lamelles
Pipettes pasteur
Microscope optique
Microscope numérique

Matériels et Méthodes

2-2- MILIEUX DE CULTURE

*Eau Péptonée Hyperalcaline

*Gélose Nutritive

*Gélose Nutritive Alcalinebillier -GNAB
*Bouillon nutritif

*Milieu Kligler-Hajna (KIA)

*Milieu Mannitol-Mobilité

*Milieu Citrate de Simmons

*Milieux moéler (Témoin, ODC, LDC, ADH)
*Eaux distillée stérile

*Milieu Urée —indole
*Huile de Vaseline

*Huile de paraffine
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2-3-

Réactif de Kovacs

Réactifs

Réactif VP | Alpha naphtol a 6%

Réactif VP 11 KOH a 40%

Nitrate réductase | acide sulfamilique (en solution a 8 o/0oen acide acétique 5N)

Nitrate réductase 11 Naphtylamine (en solution a 6 o /ooen acide acétique 5N)

Réactif TDA solution de per chlorure de fer

Méthode

1 -L’Echantillonnage

Tableau 7 : Un échantillonnage aléatoire de moules, poissons et d’eau de mer a été

réalisé pendant un mois par saison dul2 aout 2018 au 19 mai 2019.

Date
d’échantillonnage

Site de prélevement

Type de préléevement

Nombre
d’echantillon

12-08-2018 Fermed’élevageAintagourait | Les poissons (la dorade | 5
(Sparusaurata))
L’eau de mer 1
26-08-2018 Fermed’élevage Ain Les moules 20
tagourait Les 5
poissons(Sparusaurata)
L'eau de mer 1
23-09-2018 Région toniqueBousmail Les moules 20
L'eau de mer 1
09-12-2018 La pécherie de Tipaza Les moules 20
19-05-2019 La pécherie deTipaza Les moules 20

1- Les préléevements :
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Les prélevements sont placés dans des sachets stériles et transportés dans une

glaciére le plus rapidement possible au laboratoire et analysés sans délai.

Photo 02 : les prélevements de moules, de poissons et de 'eau de mer dans une

glaciére.

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

dans des flacons en verre préalablement stérilisées de 500 ml.

Tous les échantillons sont ensuite conservés dans une glaciere transportable pour
des analyses microbiologiques.
2- Protocole d'analyse microbiologique

L’étude a été réalisée au niveau du laboratoire d’hygiene wilaya de Tipaza.

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

(aspect qualitatif).
3- Protocole pour la détection de Vibrio.spp

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

Vibriospp. Présumés pathogénes par voie digestive.
4-1- Les moules

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

stomacher.

Photo 03 : nettoyage et flombage des moules .

4-2- Les poissons
La recherche de Vibrio Spp est faite en trois phases :

1¢ jour:
Enrichissement :

25g de I"échantillon ont été prélevés aseptiquement et dilués dans 50ml d’eau péptonée

alcaline (EPA) a 2 % de NaCl et homogénéisés a I'aide d’un stomacher.

- Incubation 24 h a 37°C.

28Me jour :
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28me aprichissement

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

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

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

Photo 04:ensemencement a partir d’'un 2 eme enrichissement.
3éme jour :
Lecture et isolement

- Isolement et observation des colonies bactériennes du milieu GNAB 1
- un autre ensemencement du 28 enrichissement est effectué sur un milieu

GNAB 2
4™ jour :
Identification bactérienne par :

a) I'étude des caractéres phénotypiques :
e test d’oxydase
e test de catalase

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

b) un repiquage des colonies dans les tubes suivants :

e Tube ODC
e Tube ADH
e TubeLDC
e TSI

Incubation a 37°C pendant 24h.

5€Me jour :
Lecture des résultats et identification de la bactérie par les galeries API 20 E,

kit commercial (Biomerieux, Marcy I'Etoile, France).

4-3- L’eaude mer:

1-Premier Enrichissement :

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

a analyser au moment du prélevement.

Ce dernier sera par la suite incubé a 37°C pendant 18 a 24 heures.

Photo 05 : premier ensemencement d’un échantillon de I'eau de mer.
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2- Deuxiéme enrichissement et Isolement :

Ce flacon fera I'objet :

e d’une part, un deuxieme enrichissement sur milieu EPA en tubes a raison de 1 ml

e d’autre part, un isolement sur gélose GNAB 1.

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

3- Lecture des boites et Identification :

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

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

transparentes caractéristiques.

4-ldentification morphologique et biochimigue :

e Etat frais (bacilles, mobilité),

e Coloration de Gram (bacilles Gram négatifs),
e Oxydase (positive),
e Ensemencement d’un tube de TSI qui sera incubé a 37°C, 24 h

(Saccharose, Glucose, Gaz et H2S),

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

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

e Tableau 8 :une mini galerie comparative

LDC ODC ADH
Vibrions + + -
Pleisiomonas - - +
Aéromonas + + +

e Confirmation biochimique Par la galerie APl 20E
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Les résultats

Les tests microbiologiques réalisés sur les 93 échantillons ont montré que 41 échantillons(
40 échantillons de moules et un échantillon d’eau de mer ) ont été contaminés par les

bactéries du genre vibrio, soit une prévalence total de 44.08 %.

2 souches de vibrio cholerea ont été isolés a partir d’une vingtaine d’échantillons de moules
pendant la saison automnale avec une prévalence de 21.5 % ,prélevés au niveau de la région
tonique a Bousmail, et une souche de vibrio Fluvialis a été isolée a partir d’un échantillon
d’eau de mer ramené de la méme région avec une prévalence de 1.07%. Alors que pendant
la saison hivernale nous avons isolé 3 souches de vibrio Alginolyticus avec une prévalence de

21.5 % a partir de 20 échantillons de moules qui ont été ramenés de la pécherie de Tipaza.

Aucune contamination bactérienne par les vibrio n’a été détectée dans les échantillons de

poissons.

Dans cette étude, nous avons pu isolés d’autres bactéries que vibrio.spp sur GNAB tel que :
les Enterobacter, Shwenella Putrefaciens , AeromonasSalmonicidae et les Pseudomonas

Aerogenosa.

Tableau 9 : un tableau d’echontillonage

Saison Echantillonnage | Bactéries Site de
o, i Préléevements
isolées Prévalence
Eté 10 poissons Les 20% La ferme Ain tagourait
enterobacter
20 les moules Shwenella 22.5%
.putrefaciens
2 flacons de I'eau / /
de mer
Automne 20 moules -v. cholerea 21.5% Tonic bousmail
-Aeromonas. 12.5%
Salmonicidae.
1 flacon de l'eau | V. fluvialis 1.07%
de mer
Hiver 20 moules V. alginolyticus | 21.5% lapécherie de Tipaza
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Printemps

20 moules Pseudomonas. 11.82%

aerogenosa

lapécherie de Tipaza

Tableau 10 : Caracteres biochimiques des bactéries isolées sur milieu GNAB :

Les vibrions ont un aspect transparent sur milieu GNAB .

Bacteries Test d’oxydase Coloration de Test de catalase | Etat frais(
gram mobilité)
v. cholerea + - + +
v.fluvialis + - +/- +
v.algenolyticus + - - +
Tableau 11 :caractéres biochimiques de Vibrio Alginolyticus
Résultats de la Galerie API 20 E
Caracteres Observation Résultats
biochimiques
ONPG Pas de changement de couleur (transparente) -
ADH Changement de couleur vers le jaune -
LDC Changement de couleur vers le rouge +
oDC Changement de couleur vers le jaune -
CIT Changement de couleur vers le jaune -
H2S Pas de Changement de couleur -
URE Changement de couleur vers le jaune -
TDA Pas de changement de couleur aprés I'ajout -
d’une goute de réactif chlorure de fer Il
IND changement de couleur vers le rose apres +
I'ajout d’une goute de réactif Kovacs
VP changement de couleur vers le rose apres +
I'ajout d’une goute de réactif VP1 et VP2
GEL Pas de Changement de couleur -
GLU Changement de couleur vers le jaune +
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MAN Changement de couleur vers le jaune +
INO Changement de couleur vers le bleu -
SOR Changement de couleur vers le bleu -
RHA Changement de couleur vers le bleu -
SAC Changement de couleur vers le jaune +
MEL Changement de couleur vers le bleu -
AMY Changement de couleur vers le bleu -
ARA Changement de couleur vers le bleu -

Tableau 12 :caractéres biochimiques de Vibrio Fluvialis

Résultats de la Galerie AP1 20 E

Caractéres Observation Résultats

biochimiques

ONPG changement de couleur vers le jaune +
ADH Changement de couleur vers le rouge +
LDC Changement de couleur vers le jaune +
oDC Changement de couleur vers le jaune -
CIT Changement de couleur vers le vert +
H2S Pas de Changement de couleur -
URE Changement de couleur vers le jaune -
TDA Pas de changement de couleur aprées I'ajout -

d’une goute de réactif chlorure de fer Il

IND Pas changement de couleur -
VP Pas changement de couleur -
GEL Changement de couleur vers le noir +
GLU Changement de couleur vers le jaune +
MAN Changement de couleur vers le jaune +
INO Changement de couleur vers le bleu -
SOR Changement de couleur vers le bleu -

RHA Changement de couleur vers le bleu -
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SAC Changement de couleur vers le jaune +
MEL Changement de couleur vers le bleu -
AMY Changement de couleur vers le bleu -
ARA Changement de couleur vers le jaune +
Tableau 13 : caracteres biochimiques de Vibrio Cholerea
Résultats de la Galerie AP1 20 E
Caracteres Observation Résultat s
biochimiques
ONPG Changement de couleur vers le jaune +
ADH Pas Changement de couleur -
LDC Changement de couleur vers le rouge +
oDC Changement de couleur vers le jaune +
CIT Changement de couleur vers le jaune +
H2S Pas de Changement de couleur -
URE Pas changement de couleur -
TDA Pas de changement de couleur aprées I'ajout -
d’une goute de réactif chlorure de fer Il
IND changement de couleur vers le rose apres +
I’'ajout d’une goute de réactif Kovacs
VP changement de couleur vers le rose apres +
I’'ajout d’une goute de réactif VP1 et VP2
GEL Changement de couleur vers le jaune +
GLU Changement de couleur vers le jaune +
MAN Changement de couleur vers le jaune +
INO changement de couleur vers le bleu -
SOR Changement de couleur vers le bleu -
RHA Changement de couleur vers le bleu -
SAC Changement de couleur vers le jaune +
MEL Changement de couleur vers le bleu -




AMY

Changement de couleur vers le bleu

ARA

Changement de couleur vers le bleu

Tableau 14 : Les résultats de la mini galerie des vibrions

Bacterie Temoin ADH LDC OoDC
V.Alginolyticus | Changement de | Résultat négatif -> | Résultat negatif | Résultat négatif
couleur vers le | Couleur jaune : - -> Couleur

jaune : témoin
de bon

pas de
dégradation de

>Couleurjaune :
pasdégradation

jaune : pas de
dégradation de

déroulement de | I'Arginine Di- de I’Arginine Di- | I’Ornithine
I'incubation hydrolase hydrolase Décarboxylase
V.Fluvialis Changement de | Resultatpositif — Résultat negatif- | Résultat négatif
couleur versle | couleur > Couleur -> Couleur
jaune : témoin | rouge:degradation | jaune : pas jaune : pas de
de bon de I’Arginine Di- dégradation de | dégradation de
déroulement de | hydrolase I’Arginine Di- I’Ornithine
I'incubation hydrolase Décarboxylase
V. cholerea Changement de | Résultat négatif -> | Résultat positif- | Résultat négatif
couleur vers le | Couleur jaune : > Couleur -> Couleur
jaune : témoin | pas de rouge : jaune : pas de
de bon dégradation de dégradation de | dégradation de
déroulement de | I’Arginine Di- I’Arginine Di- I’Ornithine
I'incubation hydrolase hydrolase Décarboxylase

Tableau 15 : Caracteres biochimiques et microbiologiques des bactéries autres que vibrio

isolées sur milieu GNAB :

Enterobacter Shwenella. Aeromonas Pseudomonas.
Putrefaciens aerogenosa
Oxydase - + + +
Coloration de - - - -
Gram
Catalase +/- +/- + +
Etatfrais +/- + + +
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Tableau 16 :Les caractéres biochimiques sur galeries API 20 E des bactéries autres que

vibrio isolées sur milieu GNAB

Enterobacters Shwenella AeromonasSalmonid Pseudomonas.
.putrefaciens ae. Aerogenosa

ONPG + - + -
ADH + - + +
LDC - - - -
oDC + + - -
CIT + + - -
H2S - + - -
URE +/- - - +
TDA - - - -
IND - - . +
VP - - - -
GEL - + - +
GLU - + +
MAN + - + +
INO . - - .
SOR - + - -
RHA - +/- - -
SAC + - + +
MEL - +/- - -
AMY + - - -
ARA - - - -
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Tableau 17 : Les caractéres biochimiques sur les acides aminés (mini galerie) des bactéries

autres que vibrio isolées sur milieu GNAB

Enertobacter Shwenella. Aeromonas Pseudomonas
putrefaciens Salmonicidae. Aerogenosa
ADH + - + +
LDC - - - -
oDC + + - -

Photo 06 : une boite positive de vibriocholera .

36

Photo 07 : une galerie API20E de la bacterieV.Fluvialis




Photo 08 : une galegrie API20E d’une souche de vibrio.cholerae.
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Discussion

Dans notre étude, trois espéces de vibrio pathogénes on tété isolées, a savoir Vibrio

cholerea, vibrio Fluvialis et vibrio Alginolyticus avec une prévalence totale de 44.08%.

Deux souches de Vibrio cholerea et une souche de vibrio Fluvialis ont été isolées pendant la
saison automnale en mois de septembre, cela pourrait étre attribué a la pollution de la
région de Bousmail par les déchets du groupe tonique ainsi qu’aux conditions favorables du
milieu notamment |'augmentation de la température et de la salinité qui favorisent la

multiplication et la transmission de ces germes.

Vibrio cholerae a été isolé juste apres I'apparition de I'épidémie du choléra en Algérie, avec
une prévalence de 1.07 %, en mois d’aout, cela pourrait étre expliqué par la contamination
d’oued de Mazafron qui se diverse directement dans I'eau de mer de Bousmail par les

déchets et les selles des personnes malades.

Nos résultats sont en accord avec une étude antérieure menée au Maroc sur la Prévalence
des vibrions potentiellement pathogénes dans les produits de la péche commercialisés a

Casablanca, vibrio choleraea été isolé a partir des moules a une prévalence de 4% (N.
Cohen 2007) et Plusieurs auteurs ont signalé la présence de Vibrio cholerae dans le milieu

marin et estuarienne cétiére au Cote d'lvoire. (Traore Sylvain Gnamien 2012-2013)

Selon de nombreuses études, l'isolement de formes cultivables des vibrions parait difficile
pendant la saison hivernale, attribué aux conditions défavorables du milieu notamment la
baisse de la température et de la salinité(la diminution de la salinité, suite aux fortes pluies) .

(Janda J.M. 1987 ; Oliver J.D 1995; Thompson J.R 2004; Lhafi S.K 2007 ; Laurence
Miossec 2002 ;Aubert M1966). Alors que, dans notre étude on a pu isolé vibrio alginolyticus
pendant la saison hivernale a une prévalence de 21.5% chez les moules prélevées a Tipaza (
la pécherie ); Cette situation pourrait étre expliquée par une légere augmentation de la

température en mois de décembre, ce qui a favorisé la croissance des vibrions en hiver.

Vibrio alginolyticus a été isolée aussi dans plusieurs pays ; En Algérie DIB A, 2008(Dib
Amira2008), en France, durant 1999, et dans des produits de la mer importés de 9 pays
(chine, équateur, inde, Iran, Madagascar, Sénégal, Tanzanie, Thailande et Viét-

Nam).(European commission 2001)
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En ce qui concerne les autres bactéries isolées sur la gélose TCBS, la présence de ces
bactéries dans les produits de la mer pourrait étre expliquée par les rejets des eaux usées et
les rivieres qui se déversent directement dans I'eau de mer, mais n’exclut pas la

contamination par les manipulateurs, les pécheurs et les vendeurs des produits de mers.
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CONCLUSION

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

ressources aquatiques.

Cette étude a montré la présence de vibrion dans les moules avec une prévalence de 43.01
% et 1.07 dans I'eau de mer. Ces résultats sont difficilement interprétables du fait du peu
d’études consacrées a la problématique des vibrio dans les moules et I’eau de mer ainsi les
autres espéces mais aussi de la méthode de détection sur milieu GNAB. Nos résultats
justifient pleinement la nécessité d’utiliser un milieu chromogénique préconisé dans les

normes actuelles.
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RECOMMANDATIONS

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

recommandations .

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

moules.

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

chaque vente.

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

avec de la glace pour maintenir leur température de vente.

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

germes et les autres aliments.

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

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