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RESUME

Bakhrouf Amina, S. Zaafrane, R. Mzoughi, K. Maatoug, M.J. Gauthier, 1994 - Dérive des caractéres phénotypiques de sal-
monelles provenant de porteurs sains dans I’'eau de mer. Mar. Life, 4 (2) : 3-8.

Il est maintenant bien établi que les entérobactéries subissent dans I'eau de mer des modifications qui aboutis-
sent a des formes difficiles a retrouver par les techniques classiques de recherche et d’identification. Nous avons
incubé quinze sérotypes de salmonelles mineures isolés de porteurs sains dans des microcosmes d’eau de mer
et nous avons suivi les modifications de leurs principaux caractéres phénotypiques durant une année. La plupart
des sérotypes ont perdu les caractéres-clef utilisés pour I'identification traditionnelle au genre Salmonella. Ils
ont développé des activités B-galactosidase et uréase et sont devenus capables de produire de I'acétoine (réac-
tion de Voges-Proskauer positive). Dans de rares cas, des souches réduisant le nitrate jusqu’en azote ont été iso-
lées des microcosmes. L’apparition de microcellules capables de filtrer a travers des membranes a pores
de 0,45um a également été observée pour toutes les souches étudiées. L’incidence de ces biais d’identification
aux plans sanitaire et épidémiologique est évoquée.

ABSTRACT

Bakhrouf Amina, S. Zaafrane, R. Mzoughi, K. Maatoug, M.J. Gauthier, 1994 - [Phenetic modification of salmonellas isolated
from healthy carriers in seawater]. Mar. Life, 4 (2) : 3-8.

In seawater, enteric bacteria evolve towards a stressed state difficult to identify due to major alterations of their
phenotype. Fifteen Salmonella serotypes isolated from healthy carriers were incubated in seawater and their
main phenotypical traits were monitored over one year. Most of these bacteria lost characteristics usually used
to identify salmonellas. Cells became progressively smaller and filterable on filters of 0.45 ym porosity. They
used glucose via the butanediol way (Voges-Proskauer reaction positive) and exhibited in most cases B-galacto-
sidase and urease activities. Some strains reducing nitrate to nitrogen were also isolated from seawater micro-
cosms. The epidemiological and medical implications of these identification bias are outlined.

piques accompagnent leur évolution vers un état
dormant, viable mais non cultivable au laboratoire,
mis en évidence dans des microcosmes incubés a
I’obscurité (Xu et al., 1982 ; Roszak et al., 1984 ;

INTRODUCTION

Il est maintenant connu et bien documenté
que les bactéries entériques, pathogénes ou non,

subissent dans I’eau de mer des modifications struc-
turales et métaboliques trés importantes (Chai,
1983 ; Kjelleberg et al., 1987 ; Munro et al., 1987 ;
Gauthier et al., 1989). Ces changements phénoty-

Colwell et al., 1985 ; Roszak et Colwell, 1987 ;
Colwell, 1987 ; Mc Kay, 1992) ou a la lumiére (Bar-
cina et al., 1989). D’autres travaux ont par contre
démontré que certains mécanismes de résistance
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aux stress, et en particulier au choc hyperosmo-
tique, peuvent conférer a ces germes une forte résis-
tance aux conditions marines (Munro et al.,1989).
Quelles que soient la nature et les causes de cette
évolution, il semble que la dérive phénotypique des
espéces pathogénes comme les Salmonella puisse
étre un écueil a leur recherche et a leur identifica-
tion par les techniques classiques utilisées lors du
contrble sanitaire des eaux et produits d’origine
marine. Ceci a été antérieurement démontré dans le
cas de S. paratyphi B (Bakhrouf et al., 1992).

Le but de ce travail a été de vérifier le degré de
variabilité phénotypique au sein du genre Salmonella
pendant une période d’incubation dans I'eau de mer
d’environ un an. Il a porté sur quinze sérotypes de
Salmonella différents, isolés chez des porteurs sains,
dont les caractéres culturaux et biochimiques ont été
suivis périodiquement a l'aide de galeries d’identifi-
cation rapide et de tests traditionnels.

MATERIEL ET METHODE

Souches bactériennes et milieux de culture

Quinze sérotypes de Salmonella mineures
(non S. typhi, non S. paratyphi), isolés chez des por-
teurs sains dans le Service d’Hygiéne de la ville de
Sousse (Tunisie), ont été utilisés au cours de cette
étude : S. wien (S1), S. agona (S2), S. livingstone
(S3), S. bovismorbificans (S4), S. infantis (S5), S.
agona (S6), S. braenderup (S7), S. virginia (S8), S.
corvallis (S9), S. lindenburg (S10), S. anatum (S11),
S. cerro (§12), S. enteritidis (S13), S. mbandaka
(S14), S. zanzibar (S15).

Ces bactéries ont été maintenues et cultivées
a 37°C en bouillon Trypticase Soja (TSB, Bio-
Mérieux, Marcy I’Etoile, France) ou sur gélose nutri-
tive (GN, Institut Pasteur, Paris), sur GN additionné
de 23 g de NaCl/l (GNNaCl) et sur GN préparée a
I'eau de mer (GNEM).

Tests de survie

Les cellules de chaque souche ont été culti-
vées en TSB pendant 6 heures a 37°C, puis lavées
trois fois par centrifugation dans de I’eau usée filtrée
sur papier filtre et autoclavée. Cette eau usée est
d’origine domestique, elle ne passe pas par la sta-
tion d’épuration mais ne contient pas d’effluents
industriels ou agricoles particuliers. Aprés filtration,
le dernier culot a été mis en suspension dans de
I’eau de mer naturelle provenant d’une zone cétiére
non polluée de Monastir, filtrée sur membranes a
pores de 0,2 pm (Millipore Corp., Bedford, Mass.).
Cette suspension a été inoculée dans des flacons
contenant 600 ml de cette méme eau de mer filtrée
jusqu’a I'obtention d’une concentration de 104 A
10° unités formant colonies (ufc/ml). Les flacons ont
été incubés a la température du laboratoire (25°C
environ) et a la pénombre.

Caractérisation phénotypique

Les modifications des caractéres phénoty-
piques de ces souches dans les microcosmes d’eau
de mer ont été suivies pendant environ un an.

L’apparition de cellules naines filtrables a été
étudiée par filtration sur membranes a pores de
0.22 pm (Millipore) des filtrats de I’eau des micro-
cosmes sur membranes a pores de 0,45 pm, en
triple exemplaire pour chaque souche. Les filtres a
pores de 0,22 pm ont ensuite été déposés sur GN,
GNNaCl ou GNEM et I"apparition de colonies
notée aprés 48 h d’incubation a 37°C.

Les caracteres biochimiques, déterminés sur
des clones isolés des microcosmes sur GNEM, ont
été analysés immédiatement apres |'isolement, a la
fois sur galeries Api 20 E (Api-Systems, Bio-
Meérieux) et dans les milieux traditionnels commer-
cialisés par I'Institut Pasteur.

L’antibiorésistance des souches initiales et
des clones isolés des microcosmes d’eau de mer a
été déterminée pour les douze antibiotiques sui-
vants : acide nalidixique, association triméthopri-
me-sulfaméthoxazole, céphalotine, céphotaxine,
chloramphénicol, érythromycine, gentamycine,
kanamycine, pénicilline, pristinamycine, tétracycli-
ne et tobramycine. Les antibiogrammes ont été réa-
lisés selon la méthode de Chabbert (1963) en milieu
solide (Mueller-Hinton).

RESULTATS

Modifications morphologiques

Tous les sérotypes étudiés ont donné des cel-
lules filtrables (CF) traversant les membranes a
pores de 0,45 pm au cours de la quatrieme semaine
d’incubation en eau de mer. Dans le cas de S. wien,
analysé de maniere plus quantitative, le taux de CF
est resté faible par rapport au nombre total des bac-
téries (Tableau 1). Ces CF ont montré un meilleur
potentiel de culture sur GNEM.

Modifications culturales

Avant leur inoculation en eau de mer, toutes
les souches donnaient sur milieux GN et GNNacCl
des colonies typiques des salmonelles : lisses, lége-
rement transparentes, non pigmentées et a contour
régulier. Sur GNEM, les colonies étaient petites,
opaques, bombées et a culture lente (72 h a 37°C).
Aprés 20 jours d’incubation en eau de mer, I'aspect
des colonies n’a pas changé sur GN et GNNacCl.
Sur GNEM, par contre, on notait une dissociation
en trois types de colonies : petites opaques, grandes
opaques et petites transparentes. Apres sept mois
puis un an d’incubation, I’aspect des colonies déve-
loppées sur GN et GNNaCl, opaques, a bord irrégu-
lier et surelevé, était comparable a celui observé
antérieurement pour Salmonella paratyphi B placée
dans les mémes conditions (Bakhrouf et al., 1992).
Sur GNEM,, les trois types de colonies observées des
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Tableau | - Variation du nombre de cellules cultivables et de cellules filtrables de Salmonella wien
(souche S1) dans I'eau de mer en fonction de la durée d’incubation et du milieu utilisé pour le
dénombrement./Variations in the number of culturable cells and filterable cells of S. wien (strain S1)
in seawater as a function of the duration of exposure to seawater and the medium used for enumera-

tion.

Durée d’incubation
dans |’eau de mer

Milieu de dénombrement 2

(jours) GN GNNaCL GNEM

byFC bcr UFC CF UFC CF
1 106 0 2 x 106 0 1,5x106 0
20 2x105 10 105 10 4x 105 2x103
29 1,5x 105 10 45x105 1,5x102 8x 105 1,5 x 103
24 2x105 1,7x102 2X104 1 1,4x 104 103
210 103 2 103 7 1,7x103  1,5x102

a GN, gélose nutritive préparée a I'eau distillée ; GNNaCl, GN additionnée de NaCl (23 g/l) ;

GNEM, GN préparée a I'eau de mer.

b UFC, unités formant colonie ; CF, cellules filtrables.

20 jours ont été retrouvés. La coloration de Gram a
montré qu'il s’agissait bien de germes a Gram néga-
tif trés pléomorphes, comprenant de trés petits cor-
puscules ronds associés a des bacilles.

Modifications métaboliques

Aprés un an d’incubation dans I’eau de mer,
d’importantes modifications biochimiques ont été
notées chez toutes les souches testées apres leur iso-
lement des microcosmes d’eau de mer (Tableau II).
Une activité B-galactosidase, absente chez la plupart
des salmonelles (Le Minor, 1989), est apparue, alors
que I"activité arginine dihydrolase, normalement pré-
sente chez les souches lors de leur inoculation, a dis-
paru dans la plupart des cas. Certains sérotypes (S.
wien, S. livingstone, S. virginia) ont développé une
activité uréasique, non détectable au début des tests.
Comme chez S. paratyphi B (Bakhrouf et al., 1992),
les 15 sérotypes analysés sont devenus capables de
dégrader le glucose par la voie butanediolique avec
formation d’acétoine (réaction de Voges-Proskauer
positive) alors que ce caractére est réputé absent
chez les salmonelles. Dans de rares cas, des colonies
capables de réduire les nitrates en azote ont été
observées. Il est important de noter que les carac-
teres originels des souches étaient restaurés par plu-
sieurs repiquages sur GN.

Les 15 sérotypes étudiés ont conservé le
méme profil de résistance aux antibiotiques apres
une année d’incubation en eau de mer (données non
présentées).

DISCUSSION

Les modifications morphologiques observées
pour les 15 sérotypes de salmonelles testés étaient
analogues a celles décrites pour E. coli (Munro et al.,
1987), S. typhlmurium (Morita, 1982) et S. paratyphi
B (Bakhrouf et al.,1990). Elles ont conduit a |’appari-
tion de cellules naines capables de traverser les

membranes a pores de 0,45 pm, telles que celles qui
sont utilisées pour la stérilisation des liquides a usage
médical ou pour le dénombrement des bactéries des
eaux. Il s’agit donc d’un important écueil au dénom-
brement et a la recherche des germes a intérét sani-
taire dans les milieux naturels, soupgonnés dés 1962
par Brisou. Ce biais est particulierement important
dans le cas des salmonelles car leur recherche
nécessite une étape initiale de concentration des
échantillons par filtration. L’existence de micro-
formes bactériennes dans les milieux aquatiques
n’est toutefois pas spécifique des bactéries d’origine
entérique. Elle est fréquente dans les eaux douces et
marines oligotrophes (Morita, 1982) et considérée
comme le résultat d'une adaptation normale de la
microflore bactérienne a la carence alimentaire
(Morita, 1982 ; Kjelleberg et al., 1987).

L’évolution du profil biochimique, qui
implique I"apparition ou la disparition de certaines
activités enzymatiques, résulte de processus métabo-
liques et génétiques encore inconnus. Son explica-
tion demeure encore trés spéculative. Elle est sans
doute une conséquence de la pression exercée par
les nouvelles conditions environnementales sur
I"activité des cellules et, au plan le plus fondamental,
sur |'expression de leur génome. On sait que la syn-
theése d’enzymes d’adaptation dépend des substrats
mis a la disposition des bactéries dans un nouveau
milieu et que, selon le principe d’économie, I'adap-
tation a une situation donnée s’accompagne généra-
lement de la perte des fonctions devenues inutiles.
Par ailleurs, il a été montré au cours des cinq der-
nieres années que les situations de stress, et plus par-
ticulierement la carence nutritionnelle, ont un fort
effet inducteur sur I'expression de nombreux génes
silencieux dans les conditions de croissance expo-
nentielle (Jenkins et al., 1988, 1990 ; Matin, 1991 ;
McCann et al., 1991 ; Jouper-Jaan et al., 1992 ;
Hengge-Aronis, 1993). Il est donc possible que les
activités enzymatiques qui apparaissent dans |’eau
de mer résultent de I'activation de génes qui ne sont
pas exprimés dans les milieux de culture et les
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conditions du laboratoire. Certaines activités méta-
boliques sont effectivement induites chez les entéro-
bactéries dans les milieux salés (Brisou, 1980). Ici
encore, cette dérive n’est pas particuliére aux germes
entériques : un changement trés significatif du phé-
notype de bactéries marines hétérotrophes a Gram
négatif soumises a des repiquages successifs sur des
milieux traditionnels apres leur isolement a été rap-
porté récemment (Grimes et et al., 1993). Quels que
soient les mécanismes mis en jeu chez les especes
entériques et leur analogie avec ceux qui sont déve-
loppés par les bactéries marines, on peut voir la un
exemple supplémentaire du potentiel adaptatif des
bactéries d’origine humaine, pathogenes ou non,
dans des milieux qui leur sont a priori particuliére-
ment hostiles.

Sur un plan plus pratique, les résultats obtenus
au cours de cette étude démontrent que le séjour des
salmonelles dans I'eau de mer peut conduire a une
sous-estimation de leur nombre a la fois par biaisage
de leur caractérisation phénotypique et par défaut de
concentration. Les modifications biochimiques
observées touchent en effet a des caractéres clefs uti-
lisés pour leur identification. Ainsi, la production
d’azote a partir des nitrates est un caractére qui est
suffisant pour éliminer ces salmonelles de la famille
des Entérobactéries. La production d’acétoine, la
présence d’une uréase et, dans une certaine mesure,
de B-galactosidase conduisent également a I'exclu-
sion des souches du genre Salmonella. De telles
modifications phénotypiques rendent donc plus aléa-
toire le dénombrement des salmonelles par la
méthode classique a partir d’échantillons d’origine
marine, ce qui pose un probléme épidémiologique et
sanitaire non négligeable.
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