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Following a hospital report of suspect botulism on 18 
February 1987, 6 cases have been identified in Vancouver, 
British Columbia. Five of the 6 cases are in hospital, and 
3 of these are on respirators. In addition, there are 3 
suspect and 2 possible cases. All cases ate in the Five 
Sails Restaurant of the Pan Pacific Hotel, a luxury hotel 
on the Vancouver waterfront, on 13, 14, or 16 February. 
A case-control study using 32 controls has shown a highly 
significant correlation with eating chanterelle mushrooms 
(odds ratio infinite, p = 0.000057). 

The suspected mushrooms had been grown on 
Vancouver Island and the hotel received several shipments 
in early October. Later in October, the mushrooms were 
subjected to the following bottling process at the hotel: 
they were rinsed in a dilute vinegar and water solution, 
air-dried on linen cloth, placed in lightly salted boiling 
water for 15 minutes, hand-packed in quart jars which 
were than completely filled with salted boiling water, left 
uncapped for 2-3 hours, then closed and put in boiling 
water for 20-25 minutes, following which the jars were 
placed in a storeroom at room temperature. Apparently 
160 jars had been prepared in this manner and approxima­
tely 3 were used between 13-16 February. 

These chanterelle mushrooms were served as part of 
a dish entitled "Fricassee de Rouget-Barbet and Lobster 
with Wild Mushrooms". This dish contained red snapper 
filet, 4 slices of lobster tail and 2 portions of meat from 
lobster claws, white cream sauce, l cup of saffron rice, 2 
tablespoons of chanterelle mushrooms, l tablespoon of 
oyster mushrooms, and 2 button mushrooms. Each of the 
cases either ate this dish or consumed part of a side order 
of chanterelles. One case consumed one raw bottled 
chanterelle. Hotel records revealed that 31 persons had 
been exposed to this dish between 12-17 February. 

Type A Clostridium botulinum toxin has been identi­
fied by the mouse test in liquid from a pan of mushrooms 
which had been bottled in the restaurant. The salinity of 
the liquid in the bottles was 0.4% and the pH, 5.2. Type A 
toxin has been identified in serum from one patient. 
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Suite a un rapport d'hopital du 18 fevrier 1987 sur un cas 
presume de botulisme, 6 cas ont ete identifies a Vancouver, 
C.-8. Cinq d'entre eux sont hospitalises, la mise sous 
respirateur etant necessaire dans 3 cas. On compte en outre 
3 cas presumes et 2 cas possibles. T ous les sujets vises ont 
mange le 13, le 14 ou le 16 fevrier, au restaurant Five Sails 
du Pan Pacific, un hotel de grand luxe dans le port de 
Vancouver. Une etude retrospective comprenant 32 temoins 
a revele une correlation hautement significative avec la 
consommation de chanterelles (risque relatif infini, 
p = 0,000057). 

Au debut d'octobre, !'hotel avait re(;!u plusieurs 
cargaisons des champignons suspects, lesquels avaient ete 
cultives dans !'tie de Vancouver. Plus tard dans le mois, les 
champignons avaient ete mis en pots a !'hotel, selon la 
methode suivante: ils avaient ete rinces dans du vinaigre 
additionnee d'eau, seches a !'air sur une toile, places dans de 
l'eau bouillante legerement salee pendant 15 minutes, puis 
mis dans des pots d'une pinte remplis jusqu'au bord d'eau 
bouillante salee et laisses ouverts pendant 2 a 3 heures avant 
d'etre plonges dans l'eau bouillante pendant 20 a 25 minutes, 
une fois Jes couvercles en place; Jes pots avaient ensuite ete 
entreposes a la temperature de la piece. On avait ainsi 
prepare 160 pots, dont environ 3 ont ete utilises du 13 au 16 
fevrier. 

Les chanterelles en question entraient dans la 
composition de la "Fricassee de rouget barbet et de homard, 
avec champignons sauvages". Le plat se composait de filet 
de rouget barbet, de 4 tranches de queue de homard et de 2 
portions de chair provenant des pinces, le tout baignant dans 
une sauce blanche et presente sur 1 tasse de riz au safran 
accompagne de 2 cuillerees a table de chanterelles, d'une 
cuilleree a table de pleurotes en forme d'hultre et de 2 
champignons de couche. Tous !es sujets atteints ont soit pris 
la fricassee, soit partage un supplement de chanterelles. L'un 
d'eux a consomme une chanterelle crue en pot. Les dossiers 
de !'hotel ont revele que, du 12 au 17 fevrier, 31 personnes 
avaient ete exposees a ce plat. 

La toxine de Clostridium botulinum de type A a ete 
decelee par le test de la souris dans le liquide d'un poelon de 
champignons mis en pots au restaurant. Le liquide des pots 
avait une salinite de 0,4% et un pH de 5,2. La toxine de 
type A a ete identifiee dans le serum d'un malade. 
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Discussion: Restaurant-associated botulism is rarely 
reported. Public health authorities should heighten 
awareness to the dangers of in-house canning of all low acic;J 
food items that may not follow recommended procedures tb 
protect against botulism<l). The mushroom canning process 
described above is a violation of federal and provincial food 
legislation in Canada. Clinicians are also alerted to thi.s 
outbreak to assist in identifying any unsuspected cases. · ' 
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Discussion: On signale rarement des cas de botulisrne associes a un 
restaurant. Les autorites d'hygiene publique devraient rehausser la 
sensibilisation aux dangers de la mise en conserve non commerciale, 

'tc!'l'it pa'rticulierement pour Jes denrees peu acides, car Jes methodes 
appliquees ne sont pas toujours conformes aux recommandations 
anti-botulisme(l). La mise en conserve de champignons decrite ci­
dei)sous·va,a l'encontre des reglements regissant Jes produits alimen­
taires atT Canada, tant a l'echelle provinciales que nationale. Les 
cliniciens ont egalement ete avises de la presents poussee pour qu'ils 
puissent aider a identifier tout cas non soupi;:onne. 
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ISOLATION OF MYCOPLASMA PNEUMONIAE FROM 
RESPIRATORY TRACT SPECIMENS IN ONTARIO 

BY TWO PUBLIC HEAL TH LABORATORIES 

Toronto and Ottawa Public Health Laboratories are 
culturing specimens for isolation of Mycoplasma pneumoniae 
in patients with respiratory infections. Lately, the number 
of M. pneumoniae isolated has increased. The following 
report presents evidence suggesting that there was a recent 
epidemic of M. pneumoniae. It also indicates that cultural 
confirmation is available as a reference service in Toronto 
and Ottawa. 

Specimens are received in the Toronto laboratory from 
Metropolitan Toronto hospitals and occasionally from 
outlying areas bounded by Timmins in the north and Sarnia 
to the west. Specimens from the eastern part of the 
province, mainly Ottawa, are processed by the Public Health 
Laboratory in Ottawa. From 1983 to 31 December 1986, 
1660 specimens submitted for M. pneumoniae isolation were 
processed (1209 by Toronto, starting in November, 1983 and 
451 by Ottawa commencing in January, 1983). Specimens 
included throat and nasopharyngeal swabs, sputa, aspirates 
obtained by auger suction, and occasionally lung tissue. The 
transport medium used was tryptic soy broth with 0.6% 
bovine serum albumin and 1 ODO 000 IU of penicillin G per 
litre of medium. Transport medium was dispensed in 2 ml 
aliquots into 7 ml vials. The medium was stored at -20°C 
and, if not used within 2 months, discarded. Composition of 
the isolation medium was 2.2 g PPLO broth base (Difeo No. 
0554-01), 0.05 g thallus acetate and 1.0 g Noble agar (Difeo 
No. 0142-01) per 100 ml of water, to which 20% horse 
serum, 10% yeast dialysate, 100 000 IU penicillin G, 4500 IU 
nystatin and 200 µg of amphotericin B were added. 

Approximately 500 µL of specimen in transport 
medium was inoculated onto the surface of the agar. The 
Toronto laboratory used a diphasic isolation medium with 
broth overlay containing all the ingredients of the solid 
medium excluding the agar but with 0.5% dextrose and 
D.002% phenol red. The medium was dispensed into a 25 ml 
tissue culture flask. The flasks were incubated horizontally 
at 36°C with the agar side up. The agar surface of the 
diphasic medium was reinoculated every 3-4 days by 
inverting the flask and allowing the broth to contact the 
surface for 10 seconds. The Ottawa laboratory used the 
same agar medium in a 15 x 50 mm petri dish, and a 
separate broth medium of the same formulation described 
for the broth overlay, both inoculated with the specimen. 
Petri dishes were incubated at 36°C in a candle extinction 
jar and tubes were incubated at 36°C in air. Tubed broths 
were subcultered to agar after 5-7 days incubation. 
Specimens, other than throat swabs, were diluted l volume 

ISOLEMENT DE MYCOPLASMA PNEUMONIAE A PARTIR 
DE SPECIMENS DES VOIES RESPIRATOIRES DANS DEUX 

LABORATOIRES DE SANTE PUBLIQUE DE L'ONT ARIO 

Les laboratoires de sante publique de Toronto et d'Ottawa 
cultivent des specimens pour l'isolement de Mycoplasma pneumonias 
chez des maladies atteints d'infections respiratoires. Dernierement, 
le nombre d'isolements de M. pneumonias s'est accru. Les donnees 
presentees ci-apres donnent a croire qu'on a ete en presence d'une 
epidemie de M. pneumoniae. Le rapport mentionne egalement qu'un 
service de confirmation par culture a Toronto et a Ottawa est offert 
aux interesses en tant que service de reference. 

Les specimens rei;:us par le laboratoire de Toronto proviennent 
des hopitaux de la region metropolitaine et, dans certains cas, des 
regions peripheriques bordees au nord par Timmins et a l'ouest par 
Sarnia. Les specimens qui proviennent de !'est de la province, 
principalement d'Ottawa, sont examines par le laboratoire d'Ottawa. 
De 1983 au 31 decembre 1986, 1660 specimens ant ete etudies en 
vue de l'isolement de M. pneumoniae, soit 1209 par Toronto (a 
compter de novembre 1983) et 451 par Ottawa (a compter de janvier 
1983). Ils s'agissait d'ecouvillonnages de la gorge et du nasopharynx, 
d'expectorations, d'aspirats obtenus par succion Auger et, occasion­
nellement, du tissu pulmonaire. Comme milieu de transport, on a 
utilise un bouillon trypticase soya avec D,6% d'albumine bovine et 
l ODO ODD d'unites de penicillins G par litre de milieu. II a ete 
reparti en portions aliquotes de 2 ml dans des fioles de 7 ml et 
conserve a une temperature de -20°C. En cas de non-utilisation 
dans les deux mois, ii etait elimine. Le milieu d'isolement 
comportait 2,2 g de milieu de base liquide PPLO (Difeo no 0554-01), 
D,05 g d'acetate de thallium et 1 g de Noble agar (Difeo no 0142-01) 
par 100 ml d'eau, additionnes de 20% de serum de cheval, de 10% de 
dialysat de levure et de 100 ODO UI de penicilline G, de 4500 UI de 
nystatin et de 200 µg d'amphotericine B. 

Environ 500 µL du specimen dans son milieu de transport a ete 
inocule sur la surface de la gelose. Le laboratoire de Toronto a 
utilise un milieu d'isolement diphasique dont la partie liquide 
contenait taus les ingredients du milieu solide sauf la geolose, avec 
en plus du dextrose, D,5% et du rouge de phenol, D,002%. Le milieu 
a ete reparti dans des flacons a culture tissulaire de 25 ml, qui ont 
ete mis a l'etuve a 36°C en position horizontale, la face gelosee 
tournee vers le haut. La couche gelosee du milieu diphasique a ete 
reinoculee taus Jes 3 our 4 jours par inversion du flacon et mise en 
contact du bouillon et de la gelose pendant 10 secondes. Le 
laboratoire d'Ottawa a utilise le meme milieu gelose dans une botte 
de Petri de 15 x 50 mm, et un bouillon distinct de composition 
identique a la partie liquide du milieu diphasique decrit ci-dessus, 
taus deux ensemences avec le specimen. Les bo1tes de Petri ont ete 
incubees a 36°C dans une jarre anaerobie et Jes tubes ant ete mis a 
l'etuve a 36°C en aerobiose. Apres 5 a 7 jours d'incubation, Jes 
bouillons des tubes ont ete mis secondairement en culture sur 
gelose. Les specimens autres que !es ecouvillonnages de la gorge 
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in 10, using the broth or transport medium, and cultured as' 
the undiluted specimen. Each new batch of culture media 
was evaluated for growth support with a known concentra­
tion of an infrequently passaged M. pneumoniae strain. 

After 3 days of incubation, the agar surface was 
examined microscopically using lOOX magnification. Subse­
quent examinations were made on alternate days for a 
period of 4 weeks. M. pneumoniae colonies appeared at the 
earliest in 5 days, and generally after 7-8 days. Colonies of 
M. pneumoniae were small, spherical, finely granular with a 
stippled appearance (strawberry-like) and had a faint lemon 
yellow colour. When slightly out of focus, colonies exhibited 
a bright halo with the colony itself remaining dark. Older 
colonies occasionally resembled a fried egg with an inner 
dense circle and lighter edge. Broth cultures were examined 
for acid production with no apparent turbidity. These were 
subcultured to solid medium immediately upon noting a pH 
shift or, routinely, on either day 5, 6 or 7. Dextrose 
fermentation, typical colonial morphology on selective 
media, and hemadsorption characteristics(l) were used for 
identification of M. pneumoniae. The Ottawa laboratory 
used the metabolic inhibition test(2) with M. pneumoniae 
specific antibody for further confirmation. 

Results and Discussion: Of 1660 specimens examined, 179 
(10.8%) were positive for M. pneumoniae: 77 (6.3%) in 
Toronto and 102 (22.6%) in Ottawa. Figure l shows the 
number of M. pneumoniae isolates cultured monthly for the 
4-year period. The Ottawa laboratory recovered no 
M. pneumoniae for the first 3 months of 1983. In April, 4 
isolations were made followed by 57 thereafter throughout 
the year. Fifty-nine percent of the Ottawa strains were 
isolated that year with a peak in July. The numbers 
declined slowly into 1984. Then, in 1986, another peak 
isolation period was experienced there, starting in 
September and continuing through December. The Toronto 
laboratory experienced the same peak as had been seen in 
Ottawa in 1986. In August, more than the usual number of 
specimens were received in Toronto for culture and the 
number of isolates increased to a high in December. The 
number of specimens received was 2.2 to 2.5 times the 
number received for the previous 3 years. The Toronto 
laboratory was not culturing specimens for M. pneumoniae 
in 1983 when Ottawa recorded their first epidemic. These 
combined data show similarity with that presented by Foy 
et al in a Seattle, Washington study(3), Their observations 
demonstrated that M. pneumoniae infection is endemic and 
that epidemic patterns appear cyclinally. In the Seattle 
study, 2 epidemics occurred within a 7 1/2-year period. 
Ottawa appears to have experienced 2 epidemics, one in 
1983 and one in late 1986; the latter was experienced by 
Toronto as well. 

Of the 179 isolates, 39 were obtained from children 
aged 5 to 9 years. The next most commonly affected age 
group was 10-14 years with 36 isolates. The number of 
isolates from age groups 1-4, 15-19, 20-24, 25-29, 30-34, 
35-39 and ~40 were 16, 18, 8, 8, 11, 14 and 15, respectively. 
Patient information accompanying 14 specimens did not 
indicate age. These data are consistent with other reports 
indicatin~ that children aged 5 to 9 are most often 
affected\3,4). 

M. pneumoniae is a leading cause of the atypical 
pneumonia syndrome(5), Pneumonia due to this organism 
occurs at an overall frequency of l to 2 cases per 1000 
population per year. The importance of this organism as a 
cause of pneumonia increases when selected population 
groups are considered. Among armed forces personnel, 
approximately 25% of pneumonia cases are caused by 
M. pneumoniae; during epidemic periods, this incidence can 
triple. University students represent another group in which 
the organism is important because it constitutes the single 
most common etiology of pneumonia in these young adults. 

ont ete dilues au 1/10 au moyen du bouillon ou du milieu de 
transport, puis cultives comme le specimen non dilue. Pour verifier 
que chaque lot nouveau de milieux de culture etait favorable a la 
croissance, on se servait d'une concentration connue d'une souche de 
M. pneumoniae ayant subi tres peu de passages. 

Apres trois jours d'incubation, la surface de la gelose a ete 
examinee au microscope au grossissement lOOX. Les examens se 
sont poursuivis taus Jes deux jours sur une periode de 4 semaines. 
Des colonies de M. pneumoniae sont apparues apres 5 jours au plus 
tot, apres 7 a 8 jours en general. Les colonies de M. pneumoniae 
etaient petites, spheriques, finement granuleuses a aspect pointille 
(comme des fraises), et elles presentaient une couleur jaune citron 
pale. Observees legerement hors foyer, !es colonies s'entouraient 
d'un halo brillant, tout en demeurant elles-memes foncees. Les 
colonies plus agees prenaient quelquefois la forme d'un oeuf sur le 
plat a centre dense et a rebords plus clairs. Les cultures en bouillon 
ont ete examinees du point de vue de la production d'acides, mais 
sans turbidite apparente. Elles ant ete repiquees sur milieu solide 
immediatement apres observation d'un tournage du pH ou, systema­
tiquement, les cinquieme, sixieme ou septieme jours. La fermenta­
tion du dextrose, la morphologie typique des colonies sur milieux 
selectifs et la verification de l'hemadsorption(l) ant ete les techni­
ques utilisees pour !'identification de M. pneumoniae. Le labora­
toire d'Ottawa a eu recours a l'epreuve d'inhibition metabolique(Z) 
avec anticorps specifiques diriges contre M. pneumoniae pour 
confirmer la presence du microorganisme. 

Resultats et discussion: Sur !es 1660 specimens examines, 179 
(10,8%) se sont reveles positifs pour M. pneumoniae, 77 (6,3%) a 
Toronto et 102 (22,6%) a Ottawa. La Figure 1 montre le nombre de 
M. pneumoniae mis en culture mensuellement pendant la periode de 
4 ans. Le laboratoire d'Ottawa n'a isole aucun M. pneumoniae 
pendant !es 3 premiers mois de 1983. En avril, 4 isolements ant ete 
obtenus, puis 57 autres durant l'annee, au cours de laquelle 59% des 
souches ont ete iso!ees, avec un pie en juillet. Les chiffres d'Ottawa 
ant par la suite accuse une lente reduction en 1984 jusqu'a 1986, ou 
l'on a enregistre une autre periode de pointe demarrant en 
septembre et se poursuivant jusqu'a decembre. Le laboratoire de 
Toronto a egalement connu cette me me periode de pointe. En 
aout, ce laboratoire a rec;u un nombre inhabituel de specimens et 
enregistre un pie dans le nombre des isolats en decembre. Le 
nombre de specimens rec;us etait de 2,2 a 2,5 fois plus eleve que 
celui rec;u pendant !es trois annees anterieures. Le laboratoire de 
Toronto ne pratiquait pas la recherche de M. pneumoniae en 1983 au 
moment ou Ottawa enregistrait sa premiere epidemie. Ces donnees 
prises ensemble montrent une similitude avec celles presentees par 
Foy et coll. dans une etude effectuee a Seattle (Washington)(3), Les 
observations de ce dernier ont demontre que !'infection a 
M. pneumoniae est endemique et que des profils epidemiques se 
manifestent de fac;on cyclique. Dans l'etude de Seattle, 2 epidemies 
ant ete constatees sur une periodes de 7 ans 1/2. Ottawa semble 
avoir connu 2 epidemies, l'une en 1983 et l'autre a la fin de 1986, qui 
a aussi sevi a Toronto. 

Sur !es 179 isolats, 39 ont ete obtenus d'enfants de 5 a 9 ans. 
L'autre groupe d'age le plus frequemment touche a ete celui des 10-
14 ans, avec 36 isolats. Le nombre des isolats chez !es groupes d'age 
1-4, 15-19, 20-24, 25-29, 30-34, 35-39 et 40 et plus a ete respective­
ment de 16, 18, 8, 8, 11, 14 et 15. Dans 14 cas, !es coordonnees du 
malade ne precisaient pas !'age. Ces resultats sont compatibles 
avec !es autres rapports qui revelent que les enfants de 5 a 9 ans 
sont !es plus frequemment touch8s(3,4). 

M. pneumoniae est une cause importante du syndrome de 
pneumonie primitive atypique(5), La pneumonie provoquee par cet 
organisme se presente a une frequence globa!e de 1 a 2 CBS pour 
1000 habitants par an. L'importance de cet agent comme cause de 
pneumonie augmente lorsqu'on considere des groupes de population 
choisis, Chez le personnel des forces armees, environ 25% des CBS 

de pneumonie sont imputables a M. pneumoniae; pendant les 
periodes d'epidemie, cette incidence peut tripler. Les etudiants 
universitaires sont un autre groupe chez qui l'organisme est 
important puisqu'il y represente la cause la plus frequente de 
pneumonie. 
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For each case of pneumonia caused by M. pneumoniae, there 
are at least 30 cases of tracheobronchitis, presenting as an 
"influenza-like" illness. The infections can vary from a 
minor febrile upper respiratory illness, with or without 
pharyngitis, to severe tracheobronchitis. Subclinical infec­
tions have also been documented in epidemiological studies. 

Pour chaque cas de pneumonie cause par M. pneumoniae, on 
enregistre au mains 30 cas de tracheo-bronchite, qui se manifeste 
comme une pathologie d'allure grippale. Les infections peuvent 
varier d'une maladie febrile benigne des voies respiratoires supe­
rieures, avec ou sans pharyngite, a une tracheo-bronchite grave. 
Des infections infracliniques ont egalement ete documentees !ors 
d'etudes epidemiologiques. 

Figure I. Montltly Mycoplosme pneumonioa laoletes from 198)·1986 by the Ottawa nnd Toronto Public Health Leboratoriea/ 
Figure}. Iaoleta meneuels de Myeoplasme pr.eumonloo obtenue par les laborutolrea da eant6 pt.Ollque de Toronto ot d'Ottawa ontre 1903 et 1906 
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Culturing of M. pneumoniae is a costly, cumbersome 
procedure available only in a few specialized laboratories, 
The organism grows slowly, requiring 8 to 14 days for final 
identification. Nevertheless, culturing of M. pneumoniae is 
essential in establishing the etiology in atypical pneumonia, 
tracheobronchitis or long lasting "common cold" infections, 
particularly during epidemic "waves". M. pneumoniae 
culturing from respiratory tract specimens is the only 
approach which may answer a number of puzzling questions 
concerning non-viral etiology of "influenza-like" illness. 
Until more rapid techniques, such as nucleic acid probes or 
ELISA, are available for use directly on respiratory 
specimens, culturing of M. pneumoniae remains an 
invaluable reference laboratory diagnostic procedure for 
patients with pneumonia and/or tracheobronchitis. 
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La culture de M. pneumoniae est une technique coOteuse et 
fastidieuse, a la portee seulement de quelques laboratoires special­
ises. Le micro-organisme cro!t lentement et exige de B a 14 jours 
avant identification definitive. Toutefois, la mise en culture de 
M. pneumoniae est essentielle a la recherche de !'agent etiologique 
dans les cas de pneumonie atypique, de tracheo-bronchite ou de 
rhume banal de longue duree, en particulier pendant des "vagues" 
epidemiques. La recherche de M. pneumoniae a partir de preleve­
ments des voies respiratoires est la seule fa9on de resoudre un 
certain nombre d'enigmes entourant l'etiologie non virale d'allure 
grippale. D'ici a ce que !'on dispose de techniques plus rapides 
(comme Jes sondes a l'acide nucleique OU la technique ELISA) 
pouvant etre appliquees directement sur !es prelevements des voies 
respiratoires, la culture de M. pneumoniae demeurera une technique 
diagnostique de reference inestimable pour !es malades atteints de 
pneumonie ou de tracheo-bronchite, ou des deux. 
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