CONTHIBUTION A L’ETUDE DIE SATMONELLA DUBLIN.
NOUVELLLS VARIETES BIOCHIMIQUES.
CLASSIFICATION.*

par n. NEEL, K. JORGENSEN, L. LE MINOR et A. MACHOUN

Sous le nom de Salmonella dubl:in, on réunit & Mewmie aciv.
clle des bacilles qui, tout cn ayant ure »lrocture anugénique ide -
e s I, INCXIY - g, p, ont un comporiemen! enzymatique dilférent,

Trois vaviélés biochimisgues ont él$ ainsi individualisées:

Salmonella dublin - B. Vinte 192¢ (1),

Salmoneila dublin varié'¢ ceere - F. KAUFFMANN 1941 ou S.
Jdullin 2 {2).

Salmonella dublin variété coeln - . {aurrmann 1941 ou S.
dublin 3 (2).

Le Tableau I, emprunté a4 Kavrermany - 1951 (3), en résume
les principaux caracléres diflérentiels:

TABLEAU 1
Variétés biochimiques de S. dublin

Variété ‘Arabinose| Dulcite |Rhamnose Stern

Salmonella dublin X v + +
S. dublin ~v. accra + + + +
S. dublin ¥, coeln X + -+ 4

Glucides : X tardivement et irrégulierement positil ou négatif.
v : types biochimiques divers.
+ 1 positif en 24 heures.
— +: faiblement positif en 2 3 4 jours.
Stern-glvcérol : + couleur pourpre aprés 8 jours d'observation,
4+ + : couleur lilas en 1 & 8. jours d'observation.

Annales de I'lnstitut Pasteur. 1952, 83.
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L’action sur les milieux de Simmons et les milieux aux acides
organiques est pratiquement identique pour les trois variétés. De
plus, la majorité des souches utilisent tardivement et irrégnliécrement
arabinose, ’

Or, nous avons eu récemment l'occasion d'isoler 65 souches
iranicnnes de S. dublin. Si Paction sur les milieux de Simmons et
ceux aux acides organiques a montré que ces souches se comportaient
de facon classique, en dehors de quelques diilérences minime:, et si,
12 encere, quelques unes d’enire clies seuizment ont attaqué ruprge-
trent Parabinose, 'ensemble du comporternent vis 4 vis des trows glu-
¢ides différentiels et du Stern-glycérol pous a permis d'individualise
deux voriélés nouvelles évidemment intéressantes du dovble point cc
vue bactériologique ci épidémioicgi-jue.

A - ORIGINE DES SOV LHES.

La provenance de ces 65 souches est trés diverse.

1°) Veau - La majorité d’entre elles: 50 souches, ont été isolées
chez le veau, le plus souvent a partir de la rate, plus ravement a
partir de la moélle osscuse et des fcces.

Il existe, en effct, depuis plusieurs anndes, dans la région de
Téhéran et dans celle ’Hessarelk, une trés srave toxi-infecltinn des
trés jeunes veaux, it allure enzoolique, caractérizée cliniquenent par
unc diarrhée proluse avec septicéiie terminale. Dans la plupart des
cas l'alfeclion est morlclle. En raison de Pabscnce presque totale $'hy-
giene dans les élevages, la morbidité eost trés devie, attciznanl 28 9
dans cerlains cas. Jusqu'a préseut, dans lous les foyers, nous »vouns
mis en évidence, comme agenl ‘flinlogique, Sulmonclla diiiin. AMais,
comme on l'a obscervé depuis longleinps dans des enzeolios de ce
genre (1), cette Salmonelle n'est pas o senl agent nathogéne e cause:
c’est ainsi que nous avons trouvé piv: rarement Selmonella bovis mor-
bificans el que nons peisons qu'llscierichia coli joue pentl &tre un rdle
non négligeable.

2) Chien - Six souches ont ¢i¢ obtennes par coprocuiture chez
des chiens de berger. Ces derniers so noarrissent des cadavees dos veaux
qui sont laissés sur place. Le ohieit ne présente aucune Iésion de

Salmoeucliose commoe novs Pavons vérilié par Vavlopsie de ceoax auid
avaicnl présenté une coproculing nod’i

Fouooetre divers cussnen-
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cements dc contedle (sang du cocur, rate, foie) reslérent négatifs.
L'animal wiéherge done (ue transitoirement le bacille dans le tractus
intestinat,

nnn, au covrs Jde recherchies sur les Salimionella en Ivan,
nous avons retrouvé S. dublin dans les circonstances suivantes :

J°) Enfant - six fois, par hémocullure ou coproculture, au
cours de syndrome typhoidique ou gastro-centérite.

4°) Vache - une fois, par adénocullure mésentérique, chez un
animal sain, desliné & la consommation (porteur de germes).

d°) Porc - une fois. par adinoculture mésentérique. chez un
animal sain destiné a la consommeation (norteur de gernies). Co pore
prevenait d'un élevage dir Mazandéran, ce qui est en faveur de la large
diffusion géographique de cetie Fafmiouclle en Iran.

Ge) Clievreau - enlir nne {oic chez un chevreau alteist de
diarsl:ée mortelle avee séptics:nie Ceile soucne a &ié isels- Lar héme-
cultuie par i le Or Kawed 41 a bien voulwn nous la oonfier. Nous
lc remiercions bien vivement pour son obligeance. '

Kemarque : toutes ces souches serent désigudes a9 cours de cc travail, sous teur
nuwé o d'inscription an souchier de I'lnstitut ¥ uzi (Institut d’Etat des Sérums et
Vaccms - Hessarek - Iran).

En outre, pour ciaicer nos souca. - incaleg, nous avons étudié enm.pava-
tiven:cot trois souchies de collection, correspondaat chacune aux trois variétés de
S. dublin déj
FMANN que nous remercions infiniment pour son amabilité. Nous leur avons con-
servé le numéro de la Collection du Centre International des Enterobacteriaceac
(Pr Kaurrmany - Institut Sérothérapique - Copenhague - Daremark). Ce sont :

S. dublin N° 65 (dulcite +). )

S. dublin v. accra Ne 228,

S. dublin v. coeln N° 221,

i décrites. Ces souches nous ont été envovéec par Ar le Pr Kaur-

B-CARACTERES GENERAUX,

Nous n’avons observé aucune anomalie dans la constifulion
antigénique de nos souches. Leur formule antigénique est donc:
I, IX, XII - g. p.

Cellc identification a reposé essenticllement sur les épreuves

‘agelulination sur lames ou en tubes avec les différents sérums spé-
cifiques. Ces dillérents tests ont été complétés pour chacune des cing
souches téle de série hiochimique (N° 481, 412, 411, 531 et 468) par la
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saturation fractionnée d'un sérum polyvalent de lapin. Le résultat de ces
diverses saturations ont confirmé la structurc anfigénique précédente.

Les caractéres biochimiques généraux ont été dans ’ensemble
ceux du genre Salmonella et de I'espéce S. dublin.

Nitrate. . . . + Gaz en glucose . . +
Urée . . . . —14 H2S . . . . . . +
Indet . . . . - Gélatine. . . . . -.30

MR, o 00+
v.P. . . . . -

Lactose . . . = &) Glucose . . . . . 41
Saccharose . . — 30 Maltlose R |
Acéomite . ., =30 Mannite . N |
-Salicine . . . =15 Soiuile + 1
Innest - 50 Trghalose . . o . o+ 1

Xylose : + 1 ou - 50,

Signalons les variantes indicide les svivantes:.
— aguzogénes - deux souches humaines (N° 552 et 333) n’ont pas pro-
duait do gaz. ’ -
- £I28 négatives - quatre souches n'oni pas produit d’hydrogéue <ullurdé
dans les 24 Licures. Par la suile la production ¢'H28 a ét¢ tidés faible.
Mentionnons qu'a l'isolement nous avons observeé:
— la coexistence de colonies naines et de colonies normales de type
S, sur trois coprocultures pratiquées sur gélose lactosée bromothimolée.
-—la présence de colonies de type R, & U'exclusion de colonies de type
S, sur treis isolements.
— une souche cnfin était contaminée par un phage.

C - CARACTERLS DIFFERLNTIELS

Les diverses variélés de §. dublin ot loy espéces v
Groupe D (antigéne commun g) sont diliérencides bioch!
par leur comporiement vis a vis:
— de I'arabinose, de la dulcite ¢i du rhamnose,
— du Slern-glycérol,
— des milienx de Sinnnons,
-—des milieux aux acides organiques.

[°) Glucides -

Pour les Lrols glueides jedeités, ainst qua noue Lous fes placida
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utilisés dans la recherche des caractéres biochimiques d’ensemble,
nous nous sommes servis du milicu suivant ;

Peptone . . . . . . . . . . . 10g
Chlorure de sodium. . . . . . . b5¢g
Glucide . . . . . . . . .. . 10¢g
Eau distillée. . . . . . 11

Bleu de bromothymol sodique a 1 p.500 q.s.
pH: 7,3 2 7,4

Glucide et indicateur sont ajoutés aprés la siérilisation du
milieu 4 110°. L’ensemencemext cst pratiqué avel i goutte d’une crltuse
de 24 heures dans une eau peptonie ifdeniique, mais sans gluaide ni
indi-ateur.

Leclure : elle a été journaliére jusqu'au 30° jour.
Nous avons obse~ve Jdenx type. de véaclion :
— rénclion positive sves virage wun jeure fraac,
--réaction négative, le milieu restent bleu ou prenant vne teinte
bien-verte.

Remarque : Kaurrmann (3) signaie pour cerw:ses variétés de O. enteritidic ei de
&. dvtlin, pour S. moscow et S. blegdam des réactions iaiblement positives en
2 3 4 jousrs fen abréviatior — +).

Conune nous n'avicus pas rencontre = type de réaction, nous avons
ensemencé ics souches suivantes de la Collectior «iu Centre !atciinational des
Enterobacteriaceae (Pr KaAUFFMANN) :

N° 225 S. enteritidis v. chaco,
N° 226 S. enteritidis v. essen,
en eau peptonée rhamnosée,
Ne 227 8. dublin v. coeln,
en eau peptonée dulcitée.

Avec les deux premidres souches, la réaction a été positive (virage au
jaune) au 4¢ jour, avec la troisi¢me le milicu n'a présenté aucune moditcation.

Nous avons donc supprimé ce type de virage qui tombe dans le cadie
des virages tardifs (voir ci-dessous).

Interprélation des résnltats : la rapidité du virage joue un réle capital
dans le diagnostic des diflérentes variétés de S. dublin et dans celui
des Salmonelles voisines (2, 3).

Le virage rapide en un jour (ou +) est un caractére constant
quelque soit le glucide attaqué. Nous avons obscrvé aussi des réac-
tions positives rapides légéremenl retardées: le virage ne se preduit
qu'en 30 a 40 heures, principalement avec les souches de la variété 1
et en rhamnose ; aprés vérification, ce virage élait du type + précédent.

Le virage tardif, en 3 4 30 jours, est irrégulier, comme on
I'a observé depuis longtemps et comme nous I'avons vérifié pour un
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grand nombre de nos souches. Nous désignerons ces réactions tardi-
ves et irréguli¢rement posilives ou négatives, qui s’observent avec
I'arabinose, la dulcite et le rhamnose par le signe x .

Le virage positif en 2 jours est soit un virage rapide retardé
comme nous l'avons dit plus haut (ou +), soit un virage tardif anor-
malement précoce (ou X). En préscnce d'une telle réaction, il est né-
cessaire de pratliquer une réaction de controle pour ciasscer de facon
précise ce iype de virage.

Les virages constamu:~n! négatifs (ru -) ne s’observent pas

avec ces trois sucres ou seraient a ).»> peut-étre exceptionnels. En =ilet
avee caelques souches négativ.s, nous n’avons obtenu un résuliat
positif quau 3°, 4 et méme 5° ecssai.
Varietss brochiv.yges: Paction conbinée sur les irnis glucides précités
permet d’individualis~r 5 variétés de souches local=s, dont 3 corres-
poudent ~na vaiiélés déja décoit~r. Wous y reviendrons plus loin
dans la discussion linale.

La répariition des souches £:~it la suivante:

Variété 1 : 32 souches, (S. diblin). *

a Variélé 3 : 1 souche . £5. dublin v. coeln).
' Variété 4 : 25 souclcs. '
Variété¢ 5 : 1 souche .
Variété 6 : 6 souches. (S. dublin v. accra).

20) Stern-glycérol -

Pour la composition du milien, nous renvoyons a la publi-
cation de Kaurrmanx (3). A la place d’Extrait Liebig, nous avons eu
rccours a4 la macération double de viande de boouf. La préparation
du milicu est délicate et aprés décoloration on doit obtenir une teinte
jaune sans reflets rosés. Mais, pas plus dans la publication originale (5)
que dans celles de Kavrrmany (2, 3) aucune indication n’est donnée
pour le mode de stérilisation. La scnsibilité varie suivant que I'on
stérilise a4 Pautoclave ou par filtration. Des essais comparalils nous
ont fuit adopter la stérilisation & 105° pendant 20 minules. Aprés re-
froidisseiment rapide, e milien doit élre trés légcrement rosé, Conservé
en glacicre, a i'abri de la lIumicre, il doit élre utilisé rapidement,
Malgiré Peplol d'un tobe témoin non ensemencé, nous pensons qu'un
contréle du lot avee des souchies éprouvées Slerm —, 4+ el 44 est
neccessuire.

Lectire . ctie a donne iteu a4 de nombreuses inlevprétalions.

f.o mode de lecture précenisé par Kauremany cen 1941 (2) et
celui de NvigrENsen of BoinEN (2) pratent & conflinsion et nous oblenions
avee nos wouctes des résulials eonliadicloires, pour une mémo variélé,
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Nous aurions préféré Pinterprétation suivante qui évite les
causes d'erreur usnus Ja zone du rouge et qui n’est qu'une simplifica-
lion Jde la netation de Kavrryaxx 1951
-— virage au vioirl en 1 & 8 jours: réaction posilive,

— virage au rouge cu identique au tibe téuioin ; réaction négative,

Cependant pour resier en accord avec KAUFFMANN, nous avons
adopté le procédé de lecture déerit en 1951 (3):

— lecture journalicre pendant § jours,

— virage au violel: réaction posilive forte ou ++.

— virage au pourpre: réaction posilive faible ou +.

— pas de virage ou virage au rouge peu accenlué: réaction négative.

Reésullals: dans ces coudx*m 18 les souchzs témoins nsus ont donngd
des résullals conformes av Tablzau 3a de Kaurrmann (3) ou Stern +,
andis que {oules les souches locnles ont été Stern --+.

3e) Milicuy de Sinunons -

Nous avous suivi ies 'chniques de preperation ! d'ensemen-
cement données par KaUFFMANN (3). La lecture joarntiiire a €i¢ pro-
longée jusqu'au 8§ jour. I8 souches seulemcni ont été &luditcs sur
milisux gélosés non citratés ct sur milieux liquides.

Milicue gélosés: sur gélose cilraléz et glucosée, les résullats on! été
er gendéral paralléles. La malorité ar2 s~aches a cultivé faildement
et tardivement. Le virage au bleu ou au jcune a commencé en gé-
néral vers le 3° jour. Liintensii¢ de la coloraiion linale est relative-
ment [aible mais trés nette dans la plupart des cas. Celle aclion po-
sitive faible s’oppose au virage rapide et de couleur bleu roi que l'on
observe avec la pluparl des souches de S. enferitidis. Illle se diffé-
rencie aussi neltement des r(,sultats négatifs que nous ont donné
quelques souches de §. dublin.

Avec l'arabinose, la dulmte ct le rthamnose toutes les souches
ont é1¢ négatives.

Miliena: liquides: en dehors de quelques exceptions s’étanl [)l‘OdLIll
avec le cilrale el le glucose, les réactions sont négatives.

4°) Milienx aunx acides organiques.

Les techniques de préparation, d’ensemencement et le mode
de leclure ont ¢été ceux indiqués par Kavrrmany (3). Nous n'avons
ulilis¢ que quatre des cing sels préconisés: d et I-tartrate, cilrate et
mucate. Le test & T'acétate de plomb a été pratiqué journellement.
Toules les souches ont été ensemenccées sur d-lartrale et citrate, 18
seulement sur les deux autres milicux.

A lexceplion de 3 souches d-tartrate encore négatives au 7°
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jour (variantes individuelles), les résultats obtenus sont du inéme ordre
de grandeur que cecux observés jusqu'a présent avec S. dublin, la
positivité étant loujours obtenue en moins de 3 jours.

3°) Résum? des aclions précédentes.
Le Tableau II donne les caractéres diflérentiels biochimiques
de quelques unes des souches iraniennes et ccux des souches témoins.

D - DISCUSSIOM, FICATION.

Vo5 aunvars milienx difi¢ientiels ne présentent pas tous le
ménis iutérét, '

1°) Milieux de Simmous.

Les géloses de Simuons avec glucose, arabinose, dulcite et
rhrmnese n'ont qu'une valcur d’nppoint sceeadaire pour séparer uni-
quement §. dublin des especcs anligéniguement voisines da groupe 1.

Seule, on le sait, la gélose citratée est d'un usage courant et
présente un certain intérét dans l'orientation du diagnoslic, surtout si
Pon lient compte des réactions positives faibles qul caractérisent
nombre de souches de S, dublin.

Le schéma fermentatil sur les géloses a 'ammenium est le

sunivant:

Citrate i+t oou —.
Gluacose : +t ou —.
Arabinose : —.
Dulcite e
Rhamnose: —.

4+t 1 positii tardifl

20 ) Milieunr cox acides crienriques,

Les différences légéres conslatées avee Jes dbfhents wele

d'acides organiques ne peuvent sersiv & ocaractipiser les dhyere. cari-
élés de &, dublin méme seconduiremert.
Pav contre len sésndirats ohenus prenneat towle lenr vaelour

en temps que «type fermenlatils d'ensembic permetiunt doprposes
8. dublin aux espéces voisines, 5. rosock exes
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Caraciérez difJ*rentiels de quelques souches locales et témoins

1] e B <. . ‘o A
Variété Arab. | Dule. l\’ham.l Xyl Stern --—-Ml“'e.l" du Simmons Acides organiques Observations
! Cuir i Glrc. l Ar-DI-Rh. d l 1 | c | m
Variélé 1 X + + +,-F+ ‘ _
Ne 65 +i + + + + ] 44 43 - +2 | +1 ]+t ]+
Ne 481 + 4+ + + ++ | +3 | +3 — +2 | +2 ] +t | +!
Ne g +120 + | + | - ++ | +4§ 43 — +2 | +3 | +2 | +)
Ne 535 +3 |+ + 1 - ++ § +3] 42 - +3 | +3 ] +2 | +1
Variété 3 X + x ++
Ne 227 7] + - + , ++ - - - +2 +1 ] +1
Ne 412 +9 1 + [ =16f + | -+ | +3] 43 - w1l +2 ] 1 ]+l
Variélé 4 X X X ++
Ne 411 +22 147 |-+ j ks | 3] A - +2 1 +2 | +1 ] +!
Ne 466 - [+2 48 | + l ~+ | +3 ] +3 - +2 | +2 | +2 | +1
Ne 532 +4 - - + o +2 1 3 - +2 1 +2 | +i | +! | Gaz: -
Variétd 5 + + > ++
No 3 | + | + 1+ 0 ++ | 3] 45 - | +2 ) +2 ] +1 | +1 | H2S: traces
Variélé 6 + + + ++ ,
Ne 228 + + 4 + ] 4 1 441 43 - +1 ) +2 | +! 7 +I
No 468 + + = + L+ - - - +1 | +2 | +1 ] +1
N En0 - + + + 4+ +3 | +3 - +2 1 42 | +! |+
A S e D B B Il w2 | 43| 2] +1 | HIS: traces
R BHITERON v v v +,— = F-+ +t,— — +1,3 +1,3 +1,2 +1

Pour tous les milieux le chiffre indique le jeur du virage.

Glucides :

+ ¢ positif 1 jour.
7N

vV : 4+ ou X.

: irrégulidrement positif ou népatif.
: ndgatif 30 jours.

S'mmons :

Stern-glycérol ;

+ : pourpre au 8° jour.

++

+t : positif tardif faible.

: négatif.

: violet en 1 a 8 jours.

J128 : tr : négatit le 1° jour, positif faible par la suite.
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Conformément a Kavrrymaxn (2), le lype fermentatif de
S. dublin est:

d-tartrate : +.
1-tartrate : +.
i-tartrate : —.
citrate : o+
arucate : +.
14

+ : positif .
— :négatif 14 jou~;
‘-tartrate : d’apr’s KKAUFFMANN (3).

mucate : excepaons d’aprés KAuFryMany (3);

N

S Thelldes - Stern,

Conun= no . Pavors poioisé pus Lavt, ' comportement en
arabin<se. anlaite et “hamnose a pov.uis de elasser nos souches locales
en 3 variétés, dont 3 correspond~ient a celles déja décrics par
IAUFUMANN. '

I.e Tableau III en dc.nce ia liste et la clé d’identificaiion,
aivsi que le comportement st Stern-glycérol. '

TABLEAU I

Variélés biochimiques de S. dublin

Variété Arabinose| Duleite Mhamnosc| Stern
' A
< . . K . : + b
Salmonella dublin | ! 5
2., X ped + i .
S. dublin 3 ou v. coeln. X + e { -
S. dublin 4 ou v. {eheran X X > } i
S. dublin 5 ou v. hessarel + + X II q
S. dublin 6 ou v. accra. . N + 4 : v
1
—r
Formule générale v v v Lo
- — ' — e —
Glucides : -+ ¢ posiiif 1 jour.
v : types biochimiques divers.
X ¢ tavdivement et irrézaiilvement pesitit or udéeatil !
Stern : 4 : counleur pourpire au 8¢ jow, 1
++ : ceuleur violette sn i a8 jours. !

ko) Compenloires -

) Suivant le tableau 87 e lavrvn oy (50 5 dJihT asd
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duleile v ¢’»st & dire types biochimiques divers. Daprés ce que nous
avons il de Paclion ¢e celte Salinonelle sur les trois ghicides diflé-
renlicls, le signe v ne peut s'interpréter que deux facons + ou X.
32 de rox souches loenles ot la souche téinoin n® 85 se rangeaient
dans cetie varicté S. dublin proprement dite et étaient dulcite +.

Nous avons demandé a Mr le Pr Kavrryany une souche du
type dulcite X. Comme il n’en avail pas isolé ces derniers temps,
nous avons pour mdémoire inclus sous le nom de §. dublin 2 un {el
type de réaction.

b) Les souches des variéiés 1 et G (acera) locales élaient
ioutes Stern ++4 alors que ies souches d:crites aniérieuremeni seul
Stern +.

¢} Nous avons cu 20 souches xylose négalives. Elies on
toutes f~it partic de la variéié 1. Nous nv pouvons affirmer si cette
aclion parliculiére est propre a celte variés

o e

d) Mentionnons l'origine deas variétds lehercn et hessare.::
veriéié 4 : veaun et chevreau, atteints de diayrhée avec <épiizémie ter-
minaic, chien (porteur de gurinegs) el eniant (syndrome typheidiavej.
variété 5: veau (diarrhée avec séplicénue’.

CONCLUSION

A l'occasion de rccherches sur la Salmonellose des bovidés
et sur les Salimonelles en Iran, nous avons ¢été amenés & faire I'étude
bactériologique de 65 souches de Salmonella dublin.

A co6té de la mise en évidence de variantes biochimiques
individuelles, nous avons reliouvé en Iran les trois variétés biochimi-
ques décrites 4 ce jour:

S. dublin, s. dublin v. coeln et s. dublin v. accra.

Un certain nownbre de souches présentaient des caractéres
biochimiques les différenciant des variétées précédentes. Nous avons

¢ié amendés A les grouper en deux variétés nouvelles:
S. dublin v. teheran et §. dublin v. hessarck.

Institut d'Etal des Sérums et Vaccins
(Institut Razi) - Hessarek.
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