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Alesund (Norvége), 13 - 17 octobre 2003

QUESTIONS SOUMISES AU COMITE

QUESTIONS TRANSMISES PAR LA FAO ET L'OMS : EVALUATION DES RISQUES
MICROBIOLOGIQUES LIES AUX ESPECES DU GENRE VIBRIO

1. RAPPEL DES FAITS

1. A I’occasion de la vingt-cinquiéme session du Comité du Codex sur le poisson et les produits de
la péche, la FAO et I’OMS ont informé le comité de leurs activités concernant I’évaluation des risques
liés a la présence d'especes du genre Vibrio dans les poissons et les fruits de mer. Ces travaux sont
effectués en réponse & une demande du Comité du Codex sur I’hygiéne alimentaire. Lors de son
examen, le Comité sur le poisson et les produits de la péche a identifié plusieurs questions liées aux
stratégies de gestion des maladies d’origine alimentaire dues a V. parahaemolyticus et a V. vulnificus,
susceptibles d’étre prises en compte lors de I’élaboration de « I’avant-projet de norme pour les
mollusques bivalves vivants, surgelés ou en conserve ». Ces questions ont été soumises a la FAO et a
I’OMS, afin d’étre traitées comme faisant partie integrante des travaux d’évaluation des risques. Ces
questions ont été étudiées lors d’une consultation d'experts sur I'évaluation des risques liés a la présence
d’espéces du genre Vibrio dans les poissons et les fruits de mer et d’espéces du genre Campylobacter
dans les poulets de chair, qui s’est tenue, en ao(t 2002, au Bureau régional de la FAO pour I’Asie et le
Pacifique, a Bangkok. Ces questions ont a nouveau été analysées par le groupe de rédaction composé
d’experts de I’évaluation des risques liés aux espéces du genre Vibrio dans les poissons et les fruits de
mer. Une réponse a ces quatre questions est présentee ci-apres. Elle est fondée sur I’avis des participants
a la consultation d’experts tenue a Bangkok et sur les travaux effectués par la FAO et I’OMS dans le
cadre de I’évaluation des risques liés a la présence d'espéces du genre Vibrio dans les poissons et les
fruits de mer.

2. REPONSE AUX QUESTIONS POSEES PAR LE COMITE DU CODEX SUR LE POISSON
ET LES PRODUITS DE LA PECHE

2. Question 1: Les mesures suivantes de contréle avant la récole (test/contr6le des paramétres
suivants et interdiction conséquente de la zone de récolte) sont-elles efficaces pour maitriser Vibrio
parahaemolyticus et Vibrio vulnificus chez les mollusques bivalves:
o Test sur la chair de mollusques bivalves en vue de détecter la présente éventuelle de Vibrio
parahaemolyticus et de Vibrio vulnificus;
e Contrdle de la température des eaux d’élevage;
e Test de I’eau en vue de détecter la présence éventuelle de Vibrio parahaemolyticus et de
Vibrio vulnificus;
e Contrdle de la salinité.
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3. Réponse: Les concentrations de V. parahaemolyticus et de V. vulnificus chez les mollusques et
les crustaces peuvent étre mesurées directement ou prévues grace au contrdle de la température et de la
salinité. Il n’y a pas nécessairement de lien direct entre ces variables subrogatives et les concentrations
mesurées de vibrions pathogenes pour une zone donnée, car les modeles actuels sont caractérisés par les
incertitudes qui y sont liées et par leur variabilité. Les capacités prévisionnelles des modeles pourraient
étre ameliorées en incorporant a ceux-ci des données locales et en tenant compte d’autres facteurs
comme les effets hydrodynamiques et l'insolation. En ce qui concerne la maitrise de la maladie,
I’efficacité de ces mesures dépend de la mise en ceuvre d’une mesure adaptée d'atténuation de I’impact
(ou de plusieurs mesures), qui ne se limite pas a l'interdiction de la zone de récolte.

4. Comme les modeles actuels ne comprennent pas de modules liés a la concentration de ces deux
pathogenes dans I’eau de mer, il n’est pas possible d’évaluer s’il est utile de mesurer ces concentrations.
Si des données pertinentes étaient recueillies, il serait alors possible d’étoffer les modéles en ce sens.

5. Question 2 Les techniques suivantes de traitement apres la récolte, qu’elles soient utilisées
seules ou parallelement, sont-elles efficaces pour éliminer partiellement ou totalement
V. parahaemolyticus et V. vulnificus chez les mollusques bivalves:

e pression hydrostatique;

o refroidissement rapide;

e irradiation;

o traitement thermique modéré (pasteurisation);

e congélation et decongélation;

e dépuration.

6. Réponse: Ces techniques se traduisent toutes par une baisse de la charge en vibrions
pathogenes, mais leur efficacité varie selon les conditions d’utilisation et il pourrait étre nécessaire
d’établir un équilibre entre I’obtention d’une réduction optimale de la charge en bactéries et le fait de
faire en sorte que les consommateurs continuent a accepter le produit ou le processus. Une évaluation
qualitative des techniques susceptibles de réduire la contamination par Vibrio chez les huitres a été
entreprise (Tableau 1). Une analyse des articles publiés a également été effectuee en vue d’essayer de
déterminer, de maniére plus quantitative, I’efficacité de ces mesures d’atténuation. Certaines de ces
mesures d’atténuation font également I’objet d’une analyse et d’une évaluation dans le cadre de
I’évaluation des risques liés a la présence d’espéces du genre Vibrio dans les poissons et les fruits de
mer entreprise par la FAO et I’OMS, qui sera rendue publique en 2004.

Tableau 1: Efficacité comparée de plusieurs stratégies d’atténuation axées sur la réduction des
populations d’espéces du genre Vibrio.

Atténuation de I’impact Réduction des populations Vibrio :
efficacité comparée

Pression hydrostatique +++
Refroidissement rapide +/++
Irradiation +++
Pasteurisation +++
Congélation et décongélation ++
Dépuration +/-
Reparcage en eaux a salinité ++
élevee
Traitement thermique +++
commercial

- pas d’effet

+ réduction minime

++ réduction modérée

+++ réduction considérable



7. Parameétres réglementaires relatifs aux mesures d’atténuation: Ces derniéres années, deux
pays au moins, le Japon et les Etats-Unis, ont pris des mesures réglementaires visant a atténuer I’impact
des vibrions sur les mollusques et les crustacés. Au Japon, la réglementation rend impossible la récolte
d’huitres pendant les mois chauds, en fixant une limite de 100 MPN/g de V. parahaemolyticus dans les
poissons et fruits de mer destinés a étre consommés crus. Aux Etats-Unis, le tableau durée/température
établi par le Programme national de salubrité des mollusques (NSSP) pour V. vulnificus impose, dans
tous les Etats, aux ostréiculteurs ayant déja signalé au moins deux cas confirmés de V. vulnificus, de
réfrigérer les huitres dans les 10 heures suivant la récolte pendant I’éte, selon la température de I’eau.
Dans la pratique, cette réglementation s’est traduite par une réduction d’un facteur 10 des niveaux de
V. parahaemolyticus, par rapport aux huitres n’ayant pas été réfrigérées dans les 20 heures suivant la
récolte.

8. En ce qui concerne V. parahaemolyticus, aux Etats-Unis, la Conférence inter-Etats sur la
salubrité des mollusques (ISSC) a mis en ceuvre un plan de contréle intérimaire, fondé sur le contrdle de
la date et du lieu des contaminations antérieures; la détection de V. parahaemolyticus pathogéne (tdh+)
chez les huitres entraine I’interruption de la récolte jusqu’a ce que les contrdles confirment I’absence du
pathogene.

9. En plus des réglementations visant a prévenir la croissance des vibrions ou a interrompre la
récolte lorsque la teneur en vibrions est trop élevée, plusieurs interventions sont effectuées en vue de
diminuer les teneurs en vibrions dans les huitres. La quasi-totalité des mesures d’atténuation ont été
élaborées aux Etats-Unis en raison de I’inquiétude grandissante concernant en particulier V. vulnificus.
Par I’intermédiaire de I’'ISSC, I’industrie des mollusques et des crustacés a tenté de déterminer des
approches permettant de minimiser les maladies causees par les vibrions : sensibilisation des personnes
a risque, limitation de la récolte de mollusques certaines périodes de I’année, raccourcissement du temps
écoulé entre la récolte et la réfrigération des mollusques, traitement apres récolte, etc.

10. Les types de recolte et les interventions apres récolte traités dans le présent document sont les
suivantes:

Refroidissement rapide;

Transformation a pression hydrostatique élevée;

Irradiation;
Pasteurisation eau chaude/choc hypothermique;
Congélation;
Reparcage dans des eaux a salinité elevée;
Dépuration.
11. La norme définie par I’'ISSC pour un traitement post-récolte efficace est une réduction

logarithmique de 5 logarithmes des vibrions avec un seuil de non détectabilit¢ (<3 MPN/g pour
V. vulnificus et <10 CFU/g pour V. parahaemolyticus). Aux Etats-Unis, les industriels qui transforment
les mollusques et obtiennent ces niveaux sont autorisés a apposer sur leur produit une étiquette prouvant
sa salubrité.

12. Refroidissement rapide: Les vibrions se développent dans la chair et dans le liquide
intervalvaire de certaines huitres. Sur la cote du Golfe du Mexique (Etats-Unis), entre avril et octobre,
les densités en C.virginica, V. vulnificus et en V. parahaemolyticus chez I’huitre de I’Atlantique
augmentent de 10 a 100 fois en I’espace de 10 h aux températures ambiantes habituelles. C’est pourquoi
il a été déterminé que le refroidissement rapide était un point de contréle pour prévenir la multiplication
et pouvait servir de directive réglementaire (ordonnance Modele de I’ISSC), de sorte que, lorsque la
température de I’eau dépasse 28°C, les huitres récoltées dans les eaux d’Etats ayant signalé au moins
2 cas confirmés de contamination par V. vulnificus doivent étre réfrigérées (10°C) au moins 10 h apres
la récolte (DHSS, 1999).



13. Toutes les huitres ne favorisent pas la croissance de vibrions apres la récolte. Ainsi, I’huitre
creuse d’Australie (Crassostrea commercialis) présente une durée de conservation commerciale de
quelques semaines a température ambiante (15-20°C), ce qui implique que la numération bactérienne
n’augmente pas de maniere significative.

14. Non seulement les températures de réfrigération empéchent la croissance, mais elles ont un
pouvoir vibriocide grace auquel le refroidissement des huitres pendant 14 jours entraine une réduction
logarithmique de 0,8 logarithme (Gooch et al. 2002).

15. Les effets du refroidissement rapide sont également étudiés dans le cadre de I'évaluation des
risques liés a V. vulnificus effectuée par la FAO et I’OMS, qui sera rendue publique au début de I’année
2004. Pour I’instant, un résumé des travaux figure au rapport de la consultation FAO/OMS d’experts sur
I’évaluation des risques liés a la présence d’especes du genre Campylobacter dans le poulet de chair et
d’espéces du genre Vibrio dans les poissons et les fruits de mer, qui s’est tenue a Bangkok en ao(t 2002.
Ces rapports peuvent étre consultés a partir des pages web de la FAO et de I’OMS
(ftp://ftp.fao.org/es/esn/food/cv_02e.pdf et
http://www.who.int/fsf/Documents/Bangkok _Campy_02_En.pdf).

16. Pression hydrostatique: Le traitement & haute pression, que I’on appelle également traitement a
ultra-haute pression, trouve son utilité en tant que procédé permettant de diminuer le nombre de vibrions
chez les huitres jusqu’a des niveaux non détectables (Tableau 2). Il existe aujourd’hui des machines
permettant de traiter des volumes relativement importants (150 1) de produits. Il a été montré que des
huitres soumises & une pression de 200 a 300 mPa pendant jusqu’a 300 s voyaient leur charge en
vibrions diminuer de 3,5 a 6 logarithmes, sans aucune perte de qualité sensorielle (Berlin et al., 1999;
Calik et al., 2002: Cook, sous presse).

Tableau 2: Effets du traitement (durée et pression) sur les vibrions chez des huitres contaminées de
maniére naturelle.

Pression/durée (mPa/s)  Réduction Référence
logarithmique

V. vulnificus 241/120 >4.8 Cook (sous presse)
200/600 6 Berlin et al. (1999)

V. parahaemolyticus  275/180 3,5 Cook (sous presse)
300/120 4
345/30 6 Calik et al. (2002)

17. Le traitement a haute pression est désormais utilisé comme procédé commercial de

décontamination des huitres aux Etats-Unis et en Australie. Pour les huitres du Golfe du Mexique, des
couples pression/durée sont utilisés pour entrainer une réduction logarithmique de 5 logarithmes de la
charge en V. wvulnificus, alors qu’en Australie, les couples 265mPa/45s pour le décoquillage et
265mPa/180s pour « I’allongement de la durée de conservation » sont utilisés. Aucune étude sur la
réduction des taux de contamination des huitres par des vibrions n’a été effectuée en Australie, mais on
estime que le couplage pression/durée entraine une réduction de 5 logarithmes des vibrions.

18. Irradiation: Il a été montré que des doses de 3 kGy permettaient d’éliminer V. cholerae dans
des crevettes surgelées (Rashid et al. 1992; Ito et al. 1993). Plus récemment, Jakabi et al. (2003) ont
confirmé qu’une dose de 3 kGy entrainait une réduction logarithmique de 5 a 6 log de Salmonella
Enteritidis et de V. parahaemolyticus chez les huitres non décoquillées. Le traitement n’a apparemment
entrainé ni perte des qualités sensorielles ni mortalité chez les huitres.

19. Pasteurisation par eau chaude/choc hypothermique : Il a été montré que la pasteurisation a
basse température permettait d’éliminer des vibrions dans la chair d’huitres (Cook et Ruple, 1992) et
dans les huitres en écaille, alors qu'une réduction de 5 log de V. vulnificus et de V. parahaemolyticus a
également été obtenue chez des huitres en écaille vives du Golfe du Mexique, en appliquant 50°C
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pendant 10 & 15 minutes (Andrews et al., 2000). Ces derniers ont également démontré une mortalité
massive de vibrions aprés entreposage dans la glace, méme si la durée d’entreposage était probablement
plus longue que celle généralement appliquée dans la filiere commerciale. Aucune différence n’a été
relevée quant a la qualité sensorielle entre les huitres pasteurisées et les huitres crues.

20. Plus récemment, Andrews et al. (2003) ont étudié les effets de cette technique sur
V. parahaemolyticus O3:K6, souche pathogene présentant une résistance accrue a la chaleur. Les
chercheurs ont montré qu’une exposition de 6 minutes a des températures de 50-52°C permettait de
passer d’une contamination de 4 log a des niveaux non détectables (<3 MPN/g). Lorsque le pathogéne
est présent a des niveaux de 5-6 logarithmes, une durée de chauffage de 22 minutes était nécessaire pour
atteindre des niveaux non détectables. Les auteurs constatent que, bien qu’elle n’ait pas encore été isolée
dans les eaux américaines, la souche O3:K6 était incriminée dans I’épidémie de 1998 ayant frappé les
huitres de la baie de Galveston (Etats-Unis).

21. Hesselman et al. (1999) ont décrit une technique consistant a plonger les huitres dans des
conteneurs remplis d’eau a 67°C pendant environ 5 minutes, puis a les arroser d’eau froide pendant
environ une minute, afin de faciliter le décoquillage. Lorsque cette technique est associée aux
procedures commerciales habituelles, comme la réfrigération, I’emballage et I’entreposage sous froid,
des réductions des taux en V. vulnificus de l'ordre de 2 a 4 logarithmes ont été enregistrées, selon le
niveau originel de contamination, mais elles n’ont pas été suffisantes pour atteindre des niveaux non
détectables (<0,3 MPN/g).

22. Il a également été montré que cette technique était efficace pour d’autres bivalves. L’arche du
Pacifique (Anadara granosa) chauffée dans une eau a 99°C a atteint une température interne de 42 a
58°C apres 10 s et de 56 a 69°C apres 30s, la derniere étape entrainant une réduction logarithmique de
5 log des V. cholerae inoculés (Liewe et al. 1998). A noter qu’en Thailande, A. granosa est également
connue sous le nom d’arche granuleuse. Les détails de I’évaluation des risques liés a la présence de
V. parahaemolyticus dans I’arche granuleuse sont inclus dans I’évaluation FAO/OMS des risques lies
aux espéeces du genre Vibrio pour les poissons et les fruits de mer.

23. Congélation et decongélation: Il est établi qu’en général, les vibrions ne survivent pas bien a
des températures inférieures & leur température de croissance. A des températures de réfrigération, ils
subissent un choc thermique, alors que les tempeératures de congélation représentent un second élément
d'inactivation. Muntada-Garriga et al. (1995) ont étudié I’inactivation de V. parahaemolyticus dans la
chair d’huitre a différentes températures d’entreposage commercial sous froid. Ils ont constaté une
mortalité massive proportionnelle a la durée, qui était plus rapide a des températures de congélation qu’a
des températures de réfrigération. L’étude montre que la technique est plus efficace pour la chair des
huitres congelées entreposées pendant plusieurs mois et qu’il est peu probable qu’elle permette
d’abaisser les niveaux des organismes a des niveaux non détectables chez les huitres en écaille pendant
des durées normales de commercialisation, a des températures de réfrigération (<2 semaines).

24. La congélation et I’entreposage sous froid ont également diminué de I'ordre de 3 a 4 logarithmes
la numération de V. vulnificus dans la chair d'huitres au bout de 70 jours, I’organisme succombant plus
rapidement sous vide, par rapport & un emballage traditionnel (Parker et al., 1994). Cook et Ruple
(1992) ont étudié la survie de V. parahaemolyticus dans les huitres a -20°C; au bout de 30 jours, ils ont
constaté une réduction logarithmique de 2 log, les souches tant pathogénes que non pathogenes
réagissant de facon semblable a I’entreposage sous froid. Les effets de la congélation et de la
décongélation sont également étudiés dans le cadre de I’évaluation des risques liés a la présence de

V. vulnificus dans les huitres, effectuée par la FAO et ’OMS.

25. Reparcage dans des eaux a salinité élevée: En Australie, Son et Fleet (1980) ont montré une
réduction efficace des bactéries pathogénes lorsque des huitres (C. commercialis) sont transférées
d’eaux d’estuaire vers des eaux a salinité élevée. Aux Etats-Unis, Kaspar et Tamplin (1993) ont montré
que lorsque la salinité chute en dessous de 25 parties par billion, la numération de V. vulnificus
augmente dans I’eau de mer, alors que, pour des salinités élevées (30-38 parties par billion), la
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numeration diminue de I’ordre de 1 a 2 logarithme. Les effets du reparcage des huitres dans des eaux a
salinité élevée ont également été démontrés par Motes et DePaola (1996). Ces derniers ont montré que
le transfert de C. virginica d’eaux a salinité faible vers des eaux a salinité élevée (30-34 parties par
billion) pendant 1 a 2 semaines entrainait une réduction de I'ordre de 3 a 4 logarithmes. Le reparcage, en
tant que mesure d’atténuation, est également étudié dans le cadre de I’évaluation des risques liés a la
présence de V. parahaemolyticus et de V. vulnificus dans les huitres, effectuées par la FAO et I’OMS.

26. Dépuration: La dépuration est un procédé qui permet aux mollusques et crustacés d’éliminer
des microorganismes ingérés comme aliment, en «lavant» le systéme d’ingestion et le systéme digestif
du mollusque avec de I’eau non contaminée. Les vibrions font partie du microbiote naturel des
mollusques et crustacés et, chez les huitres, se trouvent souvent dans les visceres, les hémocytes et les
tissus du manteau (Olafsen et al., 1993). Par conséquent, en ce qui concerne I’élimination des espéces
du genre Vibrio dans les mollusques bivalves, la dépuration est relativement inefficace (Tamplin et
Capers, 1992).

217. Il a été montré que la dépuration n’était pas efficace pour réduire la charge de
V. parahaemolyticus et de V. vulnificus dans I’huitre creuse d’Australie contaminée de maniere naturelle
(Eyles et Davey, 1984). Desmarchelier (1997) mentionne des rapports montrant que la dépuration n’est
pas efficace contre V. cholerae, V. parahaemolyticus et contre V. vulnificus. Jackson et Ogburn (1996)
présentent une analyse détaillée de la question, qui étaye les conclusions générales susmentionnées. Ces
derniers signalent également que plusieurs études montrent une augmentation du nombre de Vibrio dans
les mollusques et crustacés pendant la dépuration. La dépuration est étudiée dans le cadre de
I’évaluation des risques liés a la présence de V. parahaemolyticus et de V. vulnificus dans les huitres
effectuée par la FAO et ’'OMS.

28. Synthese de I’efficacité des techniques d’inactivation: Le tableau 3 présente une synthése du
niveau d’inactivation des vibrions susceptible d’étre atteint chez les huitres grace aux techniques
mentionnées précédemment.

Tableau 3: Inactivation des vibrions dans les huitres grace a différentes techniques d'intervention.

Inactivation Réduction Observation
logarithmique
Traitement a haute pression 4-5
Irradiation >5
Pasteurisation par eau chaude/chic 5 réduction de 4 log obtenue pour la
thermique souche O3:K6
Congélation 3-4
Reparcage dans des eaux a salinit¢ 3-4
élevée
Dépuration Aucune/incertai
ne

29. Conclusions: L’analyse qui précede montre qu’il existe plusieurs pratiques et interventions
commerciales visant & atténuer le risque d’infections par vibrions liées & la consommation d’huitres
crues. Tout d’abord, la pratique qui consiste a réfrigérer les huitres rapidement apres la récolte permet
d'éviter une augmentation de 1 a 2 logarithmes de ces especes, qui favorisent la croissance bactérienne,
par exemple celle de C. virginica. Ensuite, les interventions telles que le traitement a haute pression ou
la pasteurisation & basse température entrainent une réduction de 5 logarithmes. Le reparcage dans des
eaux a salinité élevée et la congélation entrainent également une inactivation significative des vibrions
contaminants. Enfin, I’entreposage sous froid lors de la filiere commercialisation-consommation
pourrait également entrainer une réduction de I’ordre de 1 logarithme.

30. Ainsi, il existe des pratiques et des interventions qui, lorsqu’elles sont appliquées parallélement,
peuvent eliminer de maniére efficace les risques d'infection par Vibrio des personnes vulnérables ayant
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consommé des huitres récoltées méme pendant les mois chauds, dans des eaux ou les vibrions
pathogenes existent a I’état naturel. Par conséquent, ces pratiques et ces interventions devraient étre
intégrées dans les plans de sécurité sanitaires des aliments par les éleveurs et les transformateurs.
S’agissant des étapes considérées comme des points critiques a maitriser, il convient d’abord de valider
leur efficacité, puis de vérifier la prise en compte de ces points critiques au cours du processus.

31. Question 3 : Concernant Vibrio parahaemolyticus — Les maladies d’origine alimentaire sont-
elles causees par la toxine résistante a la chaleur produite par le pathogéne ou par le pathogene lui-
méme?

32. Réponse: La maladie est causée par la toxine, mais seulement si celle-ci est produite dans
I'intestin suite a une colonisation par une souche produisant de I’hémolysine thermostable directe (TDH)
et de la TRH ou les deux toxines.

33. Question 4: Quelles sont les méthodes d’analyse disponibles pour le géne de la toxine de Vibrio
parahaemolyticus (tdh) ?

34. Réponse: Les geénes tdh et trh peuvent étre détectés au moyen d’une amplification par la
polymérase avec les amorces appropriées et grace a des méthodes de filtration-hybridation de la
membrane avec des oligonucléotides non isotopiques ou des sondes créées par PCR. En ce qui concerne
la quantification, les méthodes par PCR peuvent étre appliquées sous format MPN, alors que la
filtration-hybridation de la membrane peut étre utilisée pour un comptage direct des colonies. Les
procédures PCR et d’hybridation des colonies peuvent également étre utilisées pour le géne de
I’hémolysine thermolabile (tlh) afin de déterminer V. parahaemolyticus. Comme pour les méthodes
traditionnelles, rien n’empéche la normalisation ou la définition des rendements relatifs des méthodes
appliquées actuellement.
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