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Résumé

Le lait et la viande sont considérés comme des aliments de base dans
I’alimentation des étres humains. Cependant, ils peuvent étre responsables de
plusieurs maladies d’origine alimentaire. L’objectif de ce travail est I’identification
des bactéries isolées des aliments d’origine animale. Il a porté sur 31 échantillons
de lait cru, 8 échantillons de viande rouge et 8 échantillons de viande blanche
collectés de la ville de Tébessa. Le prélévement de ces échantillons, I’isolement et
I’identification des bactéries ont été réalisés selon les méthodes microbiologiques

usuelles.

Les résultats obtenues ont assuré¢ la dominance des Entérobactéries dans le lait par
52,38%. Les Staphylococcus sont présent par 26,20% . la présence des

streptococcus par 19,05%. Et un pourcentage bas des Moraxellaceae 2,38%.

Dans la viande rouge la dominance a été pour les Staphylococcus par 38,46% ,
suivi par les Bacillaceae 23,07% , les Moraxellaceae 23,07% , et les Entérobatéries
par 15,38% . la viande blanche contient 75% des Entérobactéries et 25% des

Streptocoques.

Le respect des bons conditions d’hygiénes dans toutes les étapes de préparation de

ces aliments réduit possibilités d’avoir des maladies d’origine alimentaire.

Mots clés : Lait cru, Viande , bactériologie , maladies alimentaire .
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Abstract

Milk and meat are considered staple foods in human diets. However, they can be
responsible for several foodborne illnesses. The objective of this work is to identify
bacteria isolated from food of animal origin. It included 31 samples of raw milk, 8
samples of red meat and 8 samples of white meat collected from the city of Tébessa.
The sampling, isolation and identification of the bacteria were carried out according

to the usual microbiological methods.

The results obtained ensured the dominance of Enterobacteria in milk by 52.38%.
The Staphylococcus are present by 26.20%. the presence of streptococcus by
19.05%. And a low percentage of Moraxellaceae 2.38%.

In red meat, the predominance was for Staphylococcus by 38.46%, followed by
Bacillaceae 23.07%, Moraxellaceae 23.07%, and Enterobacteria by 15.38%.

Good hygienic conditions at all stages of food preparation reduce the likelihood of

foodborne illness.

Keywords: Raw milk , Meat , Bacteriology , Food diseases .
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Introduction

Les aliments d’origine animal sont tous les produits issus du corps d'un animal, ils sont
généralement : le lait, les ceufs, le miel, les aliments élaborés a base de viande ou de poisson

(Prache et al.,2020).

Ils jouent un rdle vital dans la satisfaction des besoins alimentaires des populations dans le
monde , cela est dii a la richesse de ces aliments en éléments nutritives nécessaires a la
formation de corps humains tels que : les protéines , Les vitamines , Les acides aminés , Les

lipides , Les ¢léments minéraux et les glucides (Prache et a/.,2020).

Parmi ces aliments , le lait est considéré comme le premier aliment de I’homme ; est le seul a
pouvoir revendiquer en tout temps et tous lieux le statut d’aliment universel, au moins pour la
premicre partie de la vie de I’€tre humain (Onurlubas et Yilmaz ,2013) , sa composition
¢quilibrée en nutriments de base et sa richesse en vitamines et en minéraux le donne une place

nutritionnelle dans 1’alimentation quotidienne de la population (Learoussy,2020).

De point de vue microbiologique, le lait est considére comme substrat instable car il constitue
un milieu de culture favorable a la prolifération d'une flore microbienne variée. Provenant des
mauvaises conditions d’hygiéne de la traite ainsi qu’a 1’état sanitaire de 1’animal(Kherzat
,2007). Plusieurs germes tels que les levures et moisissures, surtout les bactéries, sont
responsables de I’altération de la qualit¢ hygiénique des produits laitiers. Par exemple, les
salmonelles, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes et Escherichia coli (Coulibaly et
al., 2015), pouvant causer des maladies graves telles que la brucellose, la tuberculose ou la
listériose. Le traitement thermique du lait, avec la pasteurisation puis la stérilisation, a permis

de réduire sensiblement I’incidence des maladies dues a la consommation de lait (Claeys et al.,

2013).

A coté du lait , on trouve la viande qui présente une source importante de nutriments car elle
est riche en protéines, en acides aminés, en minéraux et vitamines, relativement aux besoins de
I’homme (Adzitey et al., 2015) , sa richesse par ces gammes des ¢léments nutritives le rend un
aliment indispensable pour une alimentation équilibrée ,Cependant et en raison méme de ses
qualités nutritionnelles, la viande a été traditionnellement considérée comme le véhicule d'un

nombre conséquent de maladies d'origine alimentaire se déclarant chez 'homme a cause de



plusieurs germes qui peuvent le contaminé par exemple : Escherichia coli, Salmonella spp,

Campylobacter spp , et Yersinia enterocolitica (Sadoud,2017).

La transmission des bactéries de ces aliments peut étre la cause de différentes maladies
d’origine alimentaire par exemple : les toxi- infections , les intoxications, et les intoxinations.
Ces maladies ont des symptomes séveéres qui peuvent aller jusqu’a la mort selon la dose

infectante .

La transmission de ces derniers renforce aussi sa résistance aux antibiotiques qui constitue

une menace majeur pour la santé publique (Boer et al.,2009)

Donc , il est plus que nécessaire d’¢tudier les risques de contamination microbienne des
aliments d’origine animal dans les abattoirs et les lieux d’élevage pour évité les maladies

d’origine alimentaires.(Prache et a/.,2020)

L’objectif de ce travail est I’isolement et 1’identification des bactéries a partir du lait cru et de
viande blanche et rouge vendus dans les laitieres , les fermes et les boucheries de la willaya de

Tébessa.

Notre manuscrit est reparti en deux parties, initiées par une synthese bibliographique sur le
lait et la viande , en parlant des bactéries responsables des différentes maladies alimentaires , la
seconde partie sera consacrée a la partie expérimentale qui contient les parties : matériels et

méthode , résultat , discussion
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1-Le lait

Le lait est un liquide de sécrétion des glandes mammaires, glandes spécifiques des
mammiferes, sécrété normalement par la femelle pour la nourriture des petits aprés la mise

bas (Kabir, 2015).

1-1-Composition du lait :

Le lait contient des nutriments essentiels est une source importante d'énergie alimentaire, de
protéines de haute qualité¢ et de matieres grasses. Le lait peut apporter une contribution
significative aux besoins nutritionnels recommandés en calcium, magnésium, sélénium,

riboflavine, vitamine B12 et acide pantothénique (FAO, 2010).

Selon Favier(1985), le lait est une source importante de protéines de trés bonne qualité, riches
en acides aminés essentiels, tout particulicrement en lysine qui est par excellence 1’acide
aminé de la croissance. Ses lipides, caractérisés par rapport aux autres corps gras alimentaires
par une forte proportion d’acides gras saturés. Ils véhiculent par ailleurs des quantités

appréciables de cholestérol et de vitamine A ainsi que de faibles quantités de vitamine D et E.

Tableau 1. composition standard du lait (masse volumique de 1,035 kg/dm?)(Joffin Et Joffin,
2010)

Composants Pour 1 dm?
Eau 900¢g
Lactose 50g
Lipides 35g
Protéines 30g
Ions minéraux 9¢g
Vitamines Traces

1-2- Microbiologie du lait

Les microorganismes du lait sont répartit selon leur importance en deux grandes classes a
savoir, la flore endogene ou originelle et la flore contaminant. Cette dernicre est subdivisée en

deux sous classes : la flore d’altération et la flore pathogéne (Vignola, 2002).



Les microorganismes principalement présents dans le lait sont les bactéries. Mais, on peut
aussi trouver des levures et des moisissures, voire des virus. De trés nombreuses espeéces
bactériennes sont susceptibles de se développer dans le lait dans lequel elles trouvent un

excellent substrat nutritif (Billon et al., 2009).

1-2-1-Flore originelle

Lorsque le lait provient d’un animal sain et qu’il est prélevé dans des conditions aseptiques
il devrait contenir moins de 10000 germes/ml (Cuq, 2007). La flore indigéne des produits
laitiers se définit comme I’ensemble des micro-organismes retrouvés dans le lait a la sortie du
pis. Ces micro-organismes, plus ou moins abondants, sont en relation étroite avec
I’alimentation, la race et d’autres facteurs. Les genres dominants de la flore indigéne sont

principalement des micro-organismes mésophiles tel que le Lactobacillus, le Streptococcus

(Guiraud, 2003).

1-2-2- Flore de contamination

La flore de contamination est I’ensemble des microorganismes contaminant le lait de la
récolte jusqu’a la consommation. Elle peut se composer d’une flore d’altération, qui causera
des défauts sensoriels ou qui réduira la durée de conservation des produits telle que les
Coliformes et les Clostridiums , et d’une flore pathogeéne dangereuse d’un point de vue

sanitaire telle que Staphylocoques et Clostridiums (Essalhi ,2002)

- Flore d’altération
La flore d’altération exploite des défauts sensoriels (goit, d’ardme), ou qui réduira la durée
de conservation des produits laitier. La flore d’altération comporte trois genres : les

coliformes, les levures et les moisissures (Essalhi , 2002).

- Flore pathogéne

La flore pathogéne fait partie de la flore qui contamine le lait. Les bactéries pathogeénes pour
I’homme peuvent étre présentes dans le lait cru, ou dans les produits laitiers qui en dérivent.
Elles sont capables de provoquer des malaises chez les personnes qui consomment ces
produits. Les bactéries les plus importantes de cette flore pathogéne sont le plus souvent
mésophiles (Guiraud , 2003) et les principaux microorganismes pathogeénes associés aux
produits laitiers sont : Salmonella, Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum,

Clostridium perfringens, Bacillus cereus, Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes



Escherichia coli, Campylobacter jejuni, Shigella sonei et certaines moisissures (Vignola ,
2002).

1-3- Sources de contamination du lait

Le lait est généralement contaminé par une grande variét¢ de microorganismes d'origine
diverse. Cette contamination peut provenir de I'animal (intérieur ou extérieur de la mamelle),
de l'environnement (sol, atmosphere, eau ... ),des matériels servant a la collecte du lait
(machines a traire ,filtre, de récipient divers) et aussi de I'homme. Certains microorganismes
constituent un danger pour la consommation du lait cru ou de produits fabriqués avec du lait
cru. D'autre sont seulement des agents d'altération de ces produits , ils dégradent les
composants du lait en donnant des produits de métabolisme indésirable ( Guiraud., 1998 ;
Joffin et Joffin ,2010 ). Le lait contient peu de micro-organismes lorsqu'il est prélever dans
des bonnes conditions a partir d'un animal sein( moins de 5000 germes/ml) (Larpent , 1997).
Le lait cru peut étre contaminée par différents microorganismes avant, pendant et aprés la

traite.

1-4- Principaux facteurs influencant la croissance des germes dans le lait

La croissance des micro-organismes peut étre influencée par divers facteurs du milieu ou de
I’environnement, comme le pH, la température, la quantité d’eau libre, la concentration en
nutriments, la présence de substances antimicrobiennes. Les interactions entre micro-

organismes vont également intervenir (Cécile,2011)

1-4-1-Le pH

La grande majorité¢ des bactéries et champignons ont la capacité de se développer a un pH
proche de la neutralité, correspondant a celui du lait ou a celui trouvé a la surface de

fromages a crofite lavée par exemple (pH 6,5 a 7).(Cécile ,2011)

1-4-2-L’activité de I’eau (aw)

Elle correspond a la quantit¢ d’eau libre dans un milieu, et donc disponible pour le
développement des micro-organismes. La valeur théorique de ’AW peut varier de 0 (milieu
totalement sec) a 1 (eau pure). Tous les micro-organismes n’ont pas les mémes exigences vis-

a-vis de I’aw (r6le par exemple en début d’affinage des fromages). Lorsque les valeurs



sont supérieures a 0,95 (cas des pates fraiches, des pates molles et de certaines pates
pressées), I’aw a peu d’effet sur les micro-organismes. En dessous de 0,91 (cas des fromages

a pate dure), la plupart des bactéries voient leur croissance inhibée. .(Cécile ,2011)

1-4-3-Le potentiel d’oxydoréduction (potentiel redox)

Il résulte d’un équilibre déterminé par la présence dans le lait de réducteurs et d’oxydants et
peut influencer le développement des microorganismes selon leur besoin en oxygene :
acrobies stricts (oxygene indispensable, ex : Pseudomonas, moisissures), micro aérophiles
(faible taux d’oxygene requis, ex : Lactobacillus, Streptococcus), aéro anaérobies facultatifs
ou acrotolérants (oxygene facultatif, ex : coliformes, staphylocoques), anaérobies stricts
(oxygene toxique, ex : Clostridium). Ainsi certains micro-organismes se développeront
mieux (voire uniquement) a la surface des fromages (en contact avec I’oxygeéne, comme
beaucoup de bactéries corynéformes) qu’au cceur, alors que d’autres auront un comportement

inverse (exemple : bactéries propioniques). (Cécile ,2011)

1-4-4-La composition en nutriments

Le lait est composé de lactose, d’une grande variété de vitamines, minéraux, acides aminés,
protéines, matieres grasses... disponibles pour le développement des micro-organismes mais
dont la nature et les concentrations peuvent varier dans le temps et en fonction des pratiques
d’¢levage. Les micro-organismes qui possedent les systemes adéquats pour utiliser

ces composes seront avantages par rapport aux autres. (Cécile,2011)

1-4-5-Les systemes antimicrobiens

Dans le lait, des systémes inhibiteurs, naturels ou non, peuvent agir sur les micro-
organismes. Certains sont liés a la composition physicochimique du lait (lactoferrine, acides
gras libres, systéme lactoperoxydase-thiocyanate-peroxyde d’hydrogeéne) ou a 1’état
immunitaire de 1’animal (anticorps, cellules). D’autres sont des bactériocines, substances
produites par certains germes qui vont inhiber, spécifiquement ou pas, d’autres germes. Des
inhibiteurs, liés a des pratiques a proscrire peuvent aussi €tre présents (ATB , résidus de

produits de nettoyage/désinfection).(Cécile,2011)



1-5-Techniques de stérilisation du lait

Le but de ces traitements est la destruction plus ou moins compléte des microorganismes

pathogénes présents dans le lait. Les techniques sont nombreuses :

1-5-1-La pasteurisation

La pasteurisation est un traitement thermique a des températures comprises entre 60 et
100°C utilisée pour détruire la totalit¢ des micro-organismes pathogénes non sporulés et pour
réduire la flore végétative présente dans le lait. C’est une méthode de conservation limité dans
lequel le produit doit étre conditionné hermétiquement (avec ou sans atmosphere modifiée ou
sous vide) et réfrigéré (le produit pasteurisé doit étre conservé a +4°C de quelques jours a

quelques semaines) (Chillet ,2008)

Selon Joffin et Joffin (2010), la basse pasteurisation (chauffage a 63 °C, 30 minutes) utilisée
dans les fromageries. Et la haute pasteurisation (chauffage a 72 a 75 °C, 15 secondes, ou a 95

°C, quelques secondes) utilisée pour les laits de consommation.

1-5-2- L'ébullition

Elle est surtout ménageére et assure la mort des bacilles tuberculeux lorsqu'elle est
suffisamment prolongée, ou d'autres bactéries pathogénes qui peuvent contaminé le lait
pasteurisé. L’¢ébullition est utile pour le lait cru pour éviter tout risque, mais elle altere les

caractéristiques de goit et de saveur du lait (Joffinet Joffin ,2010).

1-5-3-Upérisation a haute température « UHT »

Le lait obtenu par la technologie UHT est le plus répandu. Lait UHT (Upérisation a Haute
Température ou Ultra-High Température): lait chauffé a minimum 135°C pendant quelques
secondes, permettant de détruire tout micro-organisme, spore viable ou toxines. Il s’agit ici

d’un traitement de stérilisation(Jos¢, 2014).

Le lait peut €tre conservé quelques mois et a température ambiante. L'altération du gott et de

la saveur est moindre que dans 1'¢ébullition prolongée (Jos¢, 2014).



1-5-4-La microfiltration

Elle est issu d’une technique relativement nouvelle qui permet de conserver le lait pendant
2 a 4 semaines au frigo. En effet, la filtration permet de retenir plus de 99 % des bactéries

parmi lesquelles les bactéries pathogenes. le lait microfiltré se conserve 7 jours (Renard, 2014).



2- Viande

Les viandes sont toutes les parties comestibles (les tissus musculaires associés a du gras, des
nerfs et du sang, ainsi que la triperie et les abats). provenant d'animaux de boucherie: bovine,

ovine, caprine, porcine, volailles domestiques , lapins domestiques (Joffin et Joffin ,2010).

2-1-Composition du viandes

La viande est composée d’eau, de lipides, de protéines, d’¢léments minéraux et d’une petite
quantité de glucides. La teneur en eau est inversement liée a la teneur en lipides (Ratsimba ,

2017).

La viande se caractérise par une grande hétérogénéité. Elle est constituée essentiellement de
faisceaux musculaires entourés par un tissu conjonctif, auxquels s’ajoutent du tissu adipeux,

fibres nerveuses et des vaisseaux sanguins (Hui, 2012 ; Lakehal, 2018).

2-2- Hygiene des viandes

La viande sain ne renferme pas de microorganismes, ¢’est un aliment hautement périssable
en raison de la teneur en eau élevée et de la richesse en nutriments qui favorisent la croissance
et la multiplication des microorganismes. La présence de certains de ces organismes dans la
viande peut la rendre toxique et impropre a la consommation humaine (Ogbonnaya et

Imodiboh, 2009 ; Apata et al., 2013).
La présence de microorganismes dans la viande peut avoir plusieurs origines :

2-2-1- Contamination avant l'abattage (ante mortem):

La contamination ante mortem est toujours limitée. Les animaux malades sont en effet
systématiquement ¢liminés par les services vétérinaires lors des controles ante et post mortem.
Par contre, il arrive que des animaux apparemment sains hébergent notamment dans leur tube
digestif des germes dangereux, en particuliers des salmonelles qui lors d'agressions passent

dans le muscle (mauvaise conditions d'abattage, accident, traumatisme

(Bourgois, 1996 ;Guiraud,1998)



2-2-2- Contamination aprés I'abattage (poste mortem) :

L'essentiel des germes est apporté au cours de I' abattage (contamination agonique) et au
cours de la préparation de la carcasse (contamination post mortem) par l'environnement :

matiere fécale, peau, instruments, manipulateurs, etc. (Bourgois ,1996)

Par sa composition, la viande, pauvre en glucides et riche en protéines, est un bon milieu de

culture pour les microorganismes protéolytiques (Bourgois ,1996)

Le hachage et l'attendrissage de la viande sont des transformations favorisant la
multiplication des microorganismes parce qu'ils sont alors introduits dans la structure méme

des tissus (Ait abdelouahab, 2008).

2-3- Facteurs influant sur la prolifération microbienne dans la viande

Les facteurs de la croissance microbienne dans la viande sont notamment I'aw, le rH, le pH,

la température :
2-3-1-Facteurs intrinséques

-Activité de l'eau« a w »
Elle mesure la disponibilit¢ en eau du milieu dans lequel se trouve la microflore. En effet

plus I'aw du milieu est élevée, c'est-a-dire proche de 1, plus la microflore est intense

L'aw de la viande fraiche est de 0,98-0,99 qui est favorable a la multiplication de toutes les

especes microbienne (Bourgois et Mescle,1996).

-Le pH

Le pH diminue aprés I’abattage (transformation du glycogeéne en acide lactique),lorsque
I’animal est fatigué ou bien épuisé ,la réserve de glycogene est faible donc la diminution de
pH ne se produit pas. le pH ¢élevé est favorable a la prolifération des bactéries tandis qu’a pH

bas , elle est ralentie et meme inhibée pour certaines especes (Abdelbaki ,2010).

-Potentiel d’oxydoréduction
Apres la mort, le muscle ayant des réserves en oxygene présente un « rH » profond élevé et

positif qui  est favorable a la  multiplication des germes  aérobies.

10



En suite, les réserves en oxygeéne n' étant plus renouvelées par le sang, le «rH» profond
diminue trés rapidement. Il devient négatif. Les conditions réductrices ainsi crées dans la
profondeur de la viande sont favorables au développement des germes anaérobies de

putréfaction (Bourgois et Mescle,1996 ; Abdelbaki,2010).

-L’humidité
Cette humidité présente sur la surface de viande rend la paroi de viande plus perméable et

donc, I’entré facile des microorganismes sur tout les bactéries et les moisissures (Bourgois et

Mescle ,1996)
2-3-2-Facteur extrinséque :

-Température

En regle général, les germes se multiplient d'autant plus lentement que la température est

plus basse. Nous notons les paliers suivants :
«+ 10°C : Arrét de la toxinogénese de Clostridium botulinum.

«+3°C : Arrét de tout risque de nocivité liée a la croissance des germes ou a 1'élaboration de

toxine .

+0°C : température souhaité pour la conservation des viandes.

»- 1 0°C-18°C : Croissance persistante de moisissures et levures .
*-1 8°C : Arrét de toute multiplication microbienne.

Le maintien continu de la viande a des température voisine le plus possible de 0°C limite la

multiplication des germes (Bourgois et Mescle ,1996).
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3- Bactéries qui contaminent les aliments d’origine animal

Les aliments d’origine animal sont trés riches en éléments nutritives, donc ils sont tres

proches a la contamination par divers types de bactéries tel que :
3-1-Acinetobacter

Acinetobacter sont des bactéries G- ,non sporulées, parfois Capsulées, immobile , aérobie, il
sont ubiquistes et se trouvent dans tous les milieux :eau, Sol , peau, Végétaux . Les
Acinetobacter alimentaire se trouvent dans nombre de produits frais ou altérés : viandes,

Carcasses de volaille ou de mammiferes, poissons, lait et produits laitiers (Federighi ,2005).
3-2-Bacillus

Bacillus sont des bacilles G+ groupé en chainette Leur habitat principal est le sol aérobie

stricte ou aéro-anaérobies facultatifs (Federighi ,2005).

- Bacillus anthracis :c’est une gros bacille G+ sporulé, avec une spore centrale non
déformante, Il est I’agent d’une zoonose grave qui atteint notamment les moutons, les bovins
et les chevaux. La maladie est transmissible & ’homme dans des conditions particuliéres
(Federighi ,2005) , provoque une toxi-infections alimentaires collectives, infections des tissus
mous (abces cutanés, infections osseuses sur plaies traumatiques, infections sur brulure),
endophtalmie , pneumonies, infections systémiques sur terrain d’immuno dépression...

(Bouskraoui et al., 2017)

-Bacillus Cereus : germe Saprophyte pathogéne opportuniste pour ’homme, c’est une bacille

G+ mobile, aéro-anaérobie, Catalase positive, mésophile, sporulé. Les aliments souvent

incriminé sont : la viande hachée, les volailles ou barbecue (Federighi,2005).

-Bacillus Subtilis : germe saprophyte, rarement pathogéne opportuniste pour I’homme , il est a

I’origine de quelques cas de toxi-infections alimentaires lors de contamination a trés fortes
doses de germe [ >1 million de germes par gramme d’aliment ] a partir de viandes froides,

pates, farces...etc. (Federighi ,2005).
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3-3-Brucella

Les Brucella sont des Cocco bacilles a G- non capsulés, non sporulés, immobiles. Ce sont
des bactéries aérobies strictes a croissance lente qui cultivent sur milieux enrichis spécifiques.
Les colonies sont non hémolytiques et apparaissent parfois au bout de 15 jours.
L’agglutination avec des sérums mono spécifiques permet de reconnaitre B.melitensis. Elle

est la cause de Brucellose c’est une maladie a déclaration obligatoire (Federighi ,2005).
3-4-Campylobacter

Campylobacter est un genre compos¢ de bacilles spiralés ou incurvés, G- ,capsulés , non
sporulés, micro aérophiles, mobiles par un ou des flagelles polaires, on les trouve dans le

viande insuffisamment cuite, lait non pasteurisé crue ou Contaminé (Federighi ,2005).

La transmission a ’homme se fait par la chaine alimentaire, et il cause des pathologies
digestives responsable de diarrhée avec douleur abdominal chez I’enfant (Bouskraoui et al.,

2017)
3-5-Clostridium
Clostridium sont des bacilles anaérobies stricts sporulés et non capsulés.

-Clostridium botulinum : est d’agent du botulisme se trouve dans 1’eau, le sol et le tube

digestif (poisson). Des spores sont thermo- résistantes peuvent contaminer les produits
alimentaire (y compris le miel). En Europe, la principale source de contamination humaine

est actuellement (Federighi ,2005).

-Clostridium perfringens : La bactérie revét la forme d'un batonnet rectiligne aux extrémités

ou carrées ou légerement arrondies. Elle se présente isolée ou parfois groupée par paire, et a
G- (0,6-2,4 x 1,3-19 um) .L'espece Clostridium perfringens se caractérise par l'absence de
flagelles, responsables de la mobilité chez la plupart des autres clostridies, par la présence
d'une capsule composée essentiellement de polysaccharides dans trois quarts des souches, et
par sa faible capacité a sporuler in vitro. Les bactéries ne sporulent pas sur milieux usuels,
mais certaines souches forment des spores typiquement clostridiennes dans des milieux

spéciaux de sporulation. Les spores sont ovales, situées en position centrale ou

13



subterminale, l1égérement déformantes. La résistance des spores a la chaleur est variable selon
les souches. Certaines peuvent résister plusieurs heures a 100°C. De plus, les spores de

certaines souches nécessitent un chauffage pour pouvoir germer" (Laurent et al.,1998).
3-6-Staphylocoque

Le genre Staphylococcus appartient a la famille des Staphylococaccae. Ce sont des Cocci
G+ de 0.5 a 2.5 um de diameétre, aéro-anaérobie facultative, isolés ou regroupes en diplocoque
ou en amas, immobiles, non sporulés mais parfois encapsulés. Ils sont pathogénes et peuvent
fermenter le lactose et se développer dans le lait a 15°C pendant plusieurs heures (El Atyqy ,

2008).

Le pouvoir pathogene de Staphylocoques est dii a la formation d’une entérotoxine, elle ne
détruit pas par pasteurisation, I’entérotoxine Staphylococcique étant un métabolite secondaire,
sa fabrication exige une température minimale de 8 a 10°C, elle est produite en fin de phase

exponentielle et au cours de la phase stationnaire (El Atyqy , 2008).

Un nombre minimum des Staphylococcus aureus dans le lait peut entrainer une toxi-

infection alimentaire.
3-7-Streptocoque

Streptocoques sont des cocci G+, non sporulés, immobiles, qui forme des chaines ou des
paires de cellules. Elle utilise pour son métabolisme la fermentation. Elle est catalase (-)
négative et aérobie facultative, et sa croissance nécessite un milieu riche contenant du sang

(Abidigane , 2012).
3-8-Listeria

Listeria sont des bacilles G+ qui contenant ni capsule ni spore, germe ubiquiste de forme
régulicre arrondis aux extrémités, leur croissance est possible entre 0 °C et 45 °C (température

optimale 30°C-37°C), elles sont mobiles grace a des flagelles péri triches.

Listeria monocytogénese d’un germe ubiquiste, il est considéré comme un agent pathogene

alimentaire, c’est I’agent causal de Listériose. (Abidigane, 2012)
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3-9-Mycobactéries

Mycobactéries sont des bactéries ubiquistes G+ pathogénes, responsables de la
Tuberculose, immobiles, aérobie stricte avec ou sans pigmentation. Ne formants pas de
spores, conidies, hyphes aériens ou capsules. Elles ne prennent pas la coloration de gram mais
sont acido-alcoolorésistantes. La pratique courante distingue les mycobactéries tuberculeuse,
pathogénes obligatoires dont le réservoir est [’homme ou certain mammiféres
(Mycobacterium tubercutosis complex) et les mycobactéries non tuberculeuses encore dite
atypiques, présentes dans I’environnement, qui ne sont pas des pathogenes

obligatoires.(Abidigane, 2012)
3-10-Salmonella

Le genre des Salmonella est de la famille des Enterobacteriaceae Ce sont des bacilles a G-,
aéro-anaérobie facultatif, lactose-, B-galactosidase-, Uréase, indole-, H2S+, citrate+ (Guiraud
et Rosec ,2004 ; Bouvet, 2010 ). Sa taille est de 2 a 4 um de longueur sur 0,4 a 0.6 de largeur,

et sont dotées d'une trés grande mobilité (Tanouti , 2016).

-Salmonella majeures : Salmonella Typhi, S. Paratyphi, respectivement responsables des

fievres typhoides et paratyphoidiques. La transmission se fait par les selles des malades apres
infection, I’hémoculture se positive avant la coproculture (passage dans le sang, puis retour

dans I’intestin gréle). (Bouskraoui et al.,2017)

-Salmonella mineures . Salmonella ,yesponsables de gastroentérites(bactéries entéro

pathogénes invasives). Ces germes sont portés par I’homme et I’animal. Les salmonelles
mineures sont impliquées habituellement dans les infections alimentaires. Un manque
d’hygiéne est trés souvent a l'origine de la transmission. Peuvent étre a 1’origine de

bactériémies et de sepsis .(Bouskraoui et al.,2017)

3-11-Escherichia coli

E. Coli est une bactérie a G- de la famille des entérobactéries, oxydase négative, mesurant de
2 a 4um de long et d'un diamétre d'environ 0,6 um. C'est un hote normal de I’intestin de
I'Homme et des animaux retrouvé de maniere trés abondante dans les maticres fécales (10 a

10 bactéries par gramme) ce qui correspond a 80% de la flore aéro-anaérobie chez I’Homme.
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certains sont pathogenes C'est le cas de la STEC (Shiga toxin- producing E coli) qui produit
des shiga-toxines (Stx nom donné a ces toxines a cause de leur similitude avec la toxine

produite par Shigelladysenteriae ). (Guiraud et Rosec , 2004 ; Bouvet , 2010 )
3-12-Shigella

Les Shigella sont des Entérobactéries Bacilles a G- toujours immobiles, asporulés, Aéro-
anaérobies facultatifs Oxydase négative, Lactose (—) saccharose(-) ,H2S (-) LDC (-) Uréase
(-) ,T.D.A (=) ONPG(-) ,Catalase positive (sauf le bacille de shiga)a faible pouvoir
métabolique : fermentent le glucose sans production de gaz sauf certaines souches de S.

flexnerisérovar 06 et S.boydii 14.

Un climat chaud et humide favorise la multiplication des Shigella dans le milieu extérieur.
L’homme est le seul réservoir de Shigella. La transmission s’effectue d’homme & homme par
les mains souillées ou par I’intermédiaire d’eau et d’aliments, responsables de la dysenterie
bacillaire et de diarrhées qui constituent un probléme majeur de santé publique dans les pays

en voie de développement (Janda et Abbott ,2006).
3-13-Klebsiella

Les especes du genre Klebsiella sont des bactéries G- en forme de batonnet, non mobiles et
généralement encapsulées, qui appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae (Janda et
Abbott ,2006). Ces bactéries produisent de la lysine-décarboxylase, mais pas d'ornithine-
décarboxylase. Les membres de la famille des Enterobacteriaceae sont habituellement des
anaérobies facultatifs, et leur taille varie de 0,3 a 1,0 um de largeur et de 0,6 a 6,0 um de

longueur (Abbott ,2007)

3-14-Entérocoques

Les entérocoques sont des bactéries a G+ , non sporulées qui se présentent sous forme de
coques isolés ou arrangés en paires ou en chainettes et dont le génome contient

un faible pourcentage en G+C (37,5 a 44 %) (Isnard ,2017).

Les entérocoques sont des cocci immobiles, non capsulés, disposés en paires ou en

courtes chainettes (Delmas ,2012).
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4- Maladies bactériennes d’origine alimentaire

Une maladie d’origine alimentaire (MA) est définie comme étant une affection, en général
de nature infectieuse ou toxique, provoquée par des agents qui pénetrent dans 1’organisme par

le biais des aliments ingérés. (Njueya , 2006).
En fonction du mode d’action des bactéries pathogenes, on distingue :
4-1- Toxi-infections alimentaires vraies :

Elles sont li¢es a la multiplication des bactéries dans le tube digestif et/ou a la production

concomitante de toxines (Njueya , 2006).

4-1-1- Intoxication :

Selon Guiraud (2000), une intoxication alimentaire est une infection contractée a la suite de
I’ingestion d’un aliment contaminé par certains agents infectieux ou par leurs toxines. En
effet, dans certains cas, la pathologie n’est pas due a la prolifération d’'un microorganisme
dans I’aliment mais a 1’ingestion d’une toxine sécrétée par la bactérie et préformée dans

I’aliment avant son ingestion ; on parle alors d’intoxination.

Les principales causes d'intoxications alimentaires selon (Joffin et Joffin , 2010) sont :
-La présence dans l'aliment d'un produit toxique (secréter par le microorganisme ou provenant
d'actes ou d'intentions criminels, de pollution par l'arsenic, les cyanures, certains ions de

métaux lourds...)

-La présence dans 1'aliment de microorganismes vivants responsables d'une infection d'origine

alimentaire

4-1-2-Intoxinations :

Le terme d'intoxination signifie qu'une toxine (souvent protéique) préformée dans I'aliment
est la cause des manifestations pathologiques et non pas la multiplication du microorganisme

dans 1'aliment ( Joffin et Joffin ,2010).
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Les principaux germes responsables des intoxinations alimentaires :

-Toxine Staphylococcique :

L’intoxication alimentaire a Staphylococcus aureus est uniquement due a 1’entérotoxine et
non au pouvoir invasif (Joffin et Joffin , 2010). Les entérotoxines staphylococciques sont des
toxines thermostables libérées dans les aliments, elles résistent aux protéases digestives
(pepsine et trypsine) et a I’acidité gastrique (Guiraud et Rosec , 2004 ; Joffin et Joffin , 2010 ;
Dromigny , 2012). La dose minimale déclenchant une intoxination est de I’ordre de 0,1 a 1 pg

dans I’aliment ingérés selon les individus (Guiraud et Rosec, 2004).

Beaucoup d'aliments différents peuvent étre un bon milieu de croissance pour S.aureus: le
lait et la créme, les patisseries a la créme, le beurre, le jambon, les fromages, les saucisses, la

viande en conserve (Birembaux, 2017)

Les symptomes sont dominés par I’apparition brutale de céphalées, de nausées, de douleurs
abdominales et de vomissements violents et répétés, en I’absence de fievre et parfois avec une
diarrhée. La maladie est en général courte, avec un rétablissement complet en 1 a 2 jours,

mais éprouvante (Daube, 2007).

Selon Cartier (2007), les principaux mesures de prévention de cette intoxination sont de
respecter strictement les régles d’hygiéne en cuisine pour le consommateur et aussi de

respecter la chaine du froid.

En régle générale, une antibiothérapie adaptée est préconisée pour tenter d'éliminer les
staphylocoques dorés. La pénicilline est la substance ATB privilégi€e, sauf si le patient est
infecté¢ par le Staphylococcus Aureus résistant a la Méticilline (SARM). Dans ce cas
spécifique, un antibiogramme est pratiqué afin de déterminer I'ATB susceptible d'étre le plus

efficace sur la bactérie (Lavent , 2016).
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-Toxine Botulique :

Clostridium botulinum est a I’origine d’une intoxination. La neurotoxine botulique est un
poison puissant (Guiraud,1998) .I1 existe sept types de toxines botuliniques différentes
correspondants a sept types de Clostridium botulinum A, B, C, D, E, F, G ; ils ont des
caractéres biochimiques sensiblement différents (Leyral et Vierling, 2007). Les toxines
botuliques sont des neurotoxines entrainant une paralysie flasque (Guiraud et Rosec, 2004 ;

Madigan et Martinko, 2007).

L’ingestion d’une quantité suffisante de toxines peut provoqué une maladie. Cette toxine
n’est produite que si le spore survit dans 1’aliment pour donner une forme végétative
productrice de toxine. La persistance des spores est favorisée par une mauvaise conservation
de I’aliment et une cuisson insuffisante des aliments (Avril et al., 1992). Les effets des toxines
botuliques se manifestent pour des doses extrémement faibles: la dose minimale mortelle est

de I’ordre de 30 pg /kg (Madigan et Martinko, 2007).

Le botulisme est dii a des aliments de fabrication artisanale ou familiale (Guiraud et Rosec,
2004). Clostridium Botulinum peut étre présent dans dons les produits de la péche et leurs
dérivés, Les produits de charcuterie a base de porc, le plus souvent de fabrication familiale

(Carlier et Poppof,2003)

L’incubation de germe varie de quelques heures a quelques jours (la 2jours) avec des
symptomes de diarrhée ,douleurs abdominales ,fatigue ,troubles oculaires (difficultés
d’accommodation ,diplopie) ,troubles sécrétoires(sécheresse de 1’épithélium buccal et troubles

de la déglutition),troubles intestinale etc. (Ait abdelouahab ,2008)

Comme des traitements pour cette intoxination on trouve :

- L’injections intraveineuses d’antitoxines polyvalente jusqu’a guérison dans le cas d’une
intoxination par botulisme alimentaire (la bactérie se développe dans 1’aliment et sécréte du

toxine qui se transmet par I’ingestion de 1’aliment) (Goossens et al., 1992).

-Les pénicillines, étant donné¢ que la bactérie se multiplie dans 1’organisme (botulisme
infantile ou accidentelle : la colonisation de I’intestin par la bactérie chez les enfants et parfois

les adultes)(Goossens et al., 1992).
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-Toxine émétique :

Bacillus cereus peut produire une toxine trés proche dans ses effets de la toxine

staphylococcique. Son mode d'action n'est pas clair :

Une activation de récepteurs cellulaires pourrait conduire aux troubles. Il n'est pas sir que

cette toxine soit un super antigene.

Elle agit en provoquant la formation d'un canal ionophore au travers de la membrane des
mitochondries ce qui bloque la phosphorylation oxydative. La toxine émétique stimule le nerf

X ou pneumogastrique, déclenchant alors les troubles ( Joffin et Joffin ,2010).

Elle est :

- thermostable (résistant plus de 30 minutes a 121 °C);

- résistante a la proteolyse (insensibilité a la trypsine et a la pepsine);

- stable a des pH compris entre 2 et 11 ;

- synthétisée entre 25 et 30 °C mais pas a 40 °C.
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Partie

expeérimentale




I. Cadre et objectif de d’étude

Notre partie expérimentale est attribuée a 1’étude bactériologique du lait cru et du viande,
Elle est réalisée au laboratoire des analyses microbiologiques de la faculté¢ des sciences
exactes et sciences de la nature vivante — Tébessa, pendant une période de 7 mois allant du

Novembre jusqu’a Mai.

L’objectif de notre travail a été I’isolement et I’identification des bactéries présent dans les

aliments d’origine animal destinés a la consommation (laits crus, viandes).

I1. Matériels et méthodes

I1.1. Présentation de lieu d’étude

I1.1.1. localisation géographique

La Wilaya de Tébessa est issue du découpage administratif de 1974, elle s’étend sur une
superficie de 14.227 Km2 et compte une population estimée a fin 2008 a 648.703 habitants,
(ONS, 2008), soit une densit¢ moyenne de 47 habitants par Km2, située a une altitude variant
entre 800m et 1000m, limitée au nord par la wilaya de Souk Ahras, au Nord-Ouest par les
Wilayas d’ Oum El Bouaghi et Khenchela, a I’Est par la Tunisie (sur 300Km de frontieres) et
enfin au Sud par la Wilaya d’El Oued. Elle compte 28 communes regroupées en 12

Dairas.(Benmahmoud,2012)
I1.1.2.Production animal

La wilaya de Tébessa comporte un effectif important des animaux d’¢levage de 1039000
effectif ovin , et un total de 5000 effectif bovin , 160990 effectif caprin et 2533 effectif

camelin(tableau 1)

Tableau 2. Effectif animal (ovin, bovin, caprin, camelin) de la wilaya de Tébessa (DSA
Tébessa, 2021)

Commune Ovin Bovin Caprin Camelin

Effectif2021 1039000 5000 160990 2533
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11.1.3 Production du lait

Selon la direction de commerce, la willaya de Tébessa comporte deux unités de production

laiticre :

-Milk Tébessa

-El Marai+
A- Milk Tébessa
L’usine de MILK qui se situe a la commune de Tébessa produit environ 15000 litres/jours,
soit 33 tonnes de lait poudre par mois. Cependant, le lait cru ; la ferme de ’usine produit
2000L/jour et recoit 1000L/jour de 28-35 ¢éleveurs de la région. Ce lait est destiné a la

production de beurre, créme fraiche, Yaourt, fromage. ( Milk Tébessa, 2022)
B- El Marai+

Cette unité de production laitiére située a la commune de Cheraia willaya de Tébessa, ne
produise que le lait de vache, avec une capacité de production de 1800 L/jour et deux points

de distribution seulement.

Selon la direction de commerce de la willaya(2022): cette production laitiere

(33tonnes/mois) ne couvre que 30, des besoins de la willaya (1,2 million de litre par mois).

I1.1.4. Production de viande

La willaya de Tébessa comporte 7 abattoirs et 12 tueries, distribués sur tout le territoire de la
willaya( tableau 2). Ces abattoirs et tueries ont une capacité de production théorique de 20486

tonnes/jour, temps que la production réelle est de 185892 tonnes/jour
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Tableau 3 . Les abattoirs et les tueries de la willaya de Tébessa (DSA Tébessa ,2022)

Capacités De | Capacités De Capacités De
Production Production Stockage Dans
Nom Abattoirs Et Tueries Adresse Théorique Réelle Abattoirs Tueries Les O__m::c_,am
Tonnes/Jour Tonnes/Jour Froides
Avicole Sarabile Tebessa Zone d’activite Route Bekaria Tebessa 654 18250 0 1 40m3
Sarl Aridj Abatoire Industriel Route Dhalaa Cheria 14200 42600 1 0 45m3
Sarl Abatoire Oufar Filali Zone d’activite Route d’annaba Tebessa 494 14792 1 0 140m3
Abatoire Avicole Assabirine Zone d’activite Route d’annaba Tebessa 438 13125 1 0 40m3
Abatoire Avicole Almoustakbal Bir Salem Douar Laajailia Tebessa 1500 36000 1 0 40m3
Abatoire Avicole Alfath Zone d’activite Tebessa 1000 18000 1 0 40m3
Abatoire Avicole Daraji Route De Bekaria Tebessa 1000 18000 1 0 60m3
Abatoire Avicole Almazraa Cite Elbaiada Al Jadida-Ouenza-Tebessa 1200 30000 1 0 70m3
Apc Commune Tebessa Tebessa 0 0 0 1 100m3
Tuerie Commune Ouenza Ouenza 0 0 0 1 16m3
Tuerie Commune Bir Later Bir Later 0 0 0 1 100m3
Tuerie Commune Bir Moukadem Bir Moukadem 0 0 0 1 60m3
Tuerie Commune Morsot Morsot 0 0 0 1 45m3
Tuerie Commune Negrine Negrine 0 0 0 1 50m3
Tuerie Commune Laouinet Aouinet 0 0 0 1 95m3
Tuerie Commune Logla Ogla 0 0 0 1 45m3
Tuerie Commune Hamamat Hamamat 0 0 0 1 50m3
Tuerie Commune El Meridj El Meridj 0 0 0 1 50m3
Tuerie Commune Cheria Cheria 0 0 0 1 10m3
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I1.2.1. Prélevement

Des échantillons du laits et de viande prélever de différentes régions de la Willaya de

Tébessa, pendant 15jours dans le mois du Février.
- 31 échantillons du lait ( vaches ,chévres) (tableau3)
-16 échantillons (moutons , poulet) (tableau 3)

Les prélévements sont effectués aseptiquement dans des tubes (lait) et boites (viande)
stériles, le matin a partir des aliments destiné a la consommation. Les échantillons sont

conserveés et transportés au laboratoire dans une glaciére a 4°C .

Tableau 4. Répartition des échantillons selon 1’origine

Type
Origine Nombre Pourcentage
Lait vache 23 74,200 /%
Lait chévre 8 25,8004
Totale 31 10001/,
Viande blanche 50004
8
Viande rouge 8 500V,
Totale 16 10001,

I1.2.2. Etude bactériologique :

Le Protocol de recherche et d’identification des bactéries dans les produits alimentaires

d’origine animal ( lait , viande) s’effectue selon les étapes suivant
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Figure01:schéma récapitulatif en protocole
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I1.2.2.1.Isolement
-Sur gélose au sang

* Le broyage d’un petit morceau de la viande avec quelques gouttes de 1’eau

physiologique stérile a 1’aide d’un mortier stérile jusqu’a 1’obtention d’une suspension

homogene du viande.

Figure02 : Préparation des suspensions de viande

* L’ensemencement du lait cru et des suspensions de viande rouge et blanche est
effectué sur la gélose au sang par stries dans les boites pétri .

* L’incubation des boites dans 1’é¢tuve(24-48h) a 37°C.

Figure03 : Préparation des boites de culture
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Figure04 : Ensemencement du lait et de viande
-Sur Chapman et Hk

1- Avec un anse de platine stérile, prélever une colonie bien isolée sur milieu gélosé , et
I’ensemencer sur les milieux sélectifs suivants :
* Chapman : ¢’est un milieu sélectif pour les bactéries a Gram+ (Staphylocoque,
Streptocoque).
* Hektoen : c’est un milieu sélectif pour les bactéries a Gram![ | (Entérobactéries...).

2- Incuber les boites a 37°C pendant 24heures.

Figure0S : Ensemencement sur Chapman et HK
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Figure06 : Incubation des boites pour la purification

11.2.2.2. Purification

a.Examen macroscopique

Une observation macroscopique permet de décrire la forme, la couleur, et 1’aspect des

colonies sur milieu gélos¢ , ainsi que la modification des milieux de cultures.

Figure07: aspect macroscopique (Chapman ,Hektoen)des échantillons
b.Examen microscopique

Cet examen est basé sur la coloration de Gram (annexe 2) et examen de 1’¢tat frais, qui

permet de connaitre type de paroi, la forme, I’aspect des bactéries (annexe 4)
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11.2.2.3.1Identification

L’identification des souches bactériennes se repose sur une orientation par les tests

biochimiques (Figurel1,12,13,14) ,suivi par une galerie classique Api20E (annexe 03).
a- Test Catalase :

Ce test se fait par 1’adition d’une goute d’eau oxygéné(H202) sur une colonie bactérienne ,

et I’observation d’effervescence , pour I’identification des bactéries Gram+.(annexe 4)

* (Catalase+ : Staphylocoques ou Bacillus.

* (Catalasel | : Streptocoques.

Figurel0 : Test Catalase (résultat positive)
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b-Test Coagulase

Ce test se fait par I’adition de 0,5ml de plasma de sang de lapin a 0,5ml de suspension
bactérienne, suivi par I’incubation de mélange jusqu’a 1’observation de coagulation. (annexe

4)

* Coagulase + : Staphylococcus aureus.

* Coagulase [ : Staphylococcus coagulase [ .

Figure 11 : Les étapes de test Coagulase

Figurel2 : Résultat positive de test coagulase

c-Test oxydase

C’est un test qui se fait en imbibant un disque oxydase par la suspension bactérienne , et

I’observation de virage du couleur de ce dernier. (annexe 4)

* Couleur violet : souche Oxydase +

* Couleur jaune : souche Oxydase —
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Figurel3 : Test Oxydase (résultat positive)

d- Identification biochimique par la galerie API 20

Le Systéme d’Identification API 20E est utilisé pour 1’identification des entérobactéries et
d’autres bacilles Gram négatif qui poussent facilement. Le systéme consiste en une galerie de
20 micro-tubes contenant les substrats déshydratés. Les micro-tubes sont inoculés avec une

suspension bactérienne. (koumba, 2007)
-Préparation de la galerie

-Remplir les alvéoles de fond de la boite d’incubation par I’eau distillée pour créer une

atmosphere humide.
- Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite.
- Déposer stérilement la galerie dans la boite d’incubation . (Debabza,2015)
-Ensemencement de la galerie API 20 E
L’inoculum est la suspension bactérienne préparée a partir d’une culture pure et jeune.

- Introduire la suspension bactérienne dans chaque tube a I’aide d’une pipette stérile, en

¢évitant la formation de bulles d’air :
-Remplir tubes et cupules des tests encadrés CIT,VP,GEL avec la suspension bactérienne .

-Remplir les cupules des tests soulignés ADH, LDC, ODC, H2S, URE avec I’huile de

paraffine
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-Remplir uniquement les tubes (et non cupules) des autres tests avec la suspension

bactérienne.

-Refermer la boite d’incubation et la placer a 37°C pendant 18 a 24 heures a

I’¢tuve.(Debabza,2015)
-Lecture de la galerie

Apres incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de lecture (

annexe 3).

Si trois tests ou plus (test GLU + ou -) sont positifs, noter sur la fiche de résultats toutes les

réactions spontanées puis révéler les tests nécessitant I’addition de réactifs :

* Test TDA : ajouter une goutte de réactif TDA. Une couleur marron-rougeatre
indique une réaction positive a noter sur la fiche de résultats.

* Test IND : ajouter une goutte de réactif JAMES. Une couleur rose diffusant dans
toute la cupule indique une réaction positive a noter sur la fiche de résultats.

* Test VP : ajouter une goutte de réactif VP1 et VP2. Attendre au minimum 10
minutes. Une couleur rose ou rouge indique une réaction positive a noter sur la
fiche de résultats. Une faible coloration rose apparaissant aprés 10 minutes doit

étre considérée négative.

Note : le test de la recherche de production d’indole doit étre réalisé¢ en dernier, car cette
réaction libere des gaz qui risquent d’altérer I’interprétation d’autres tests de la galerie. Ne pas

remettre le couvercle d’incubation aprés I’ajout du réactif.
-Interprétation

L’identification a été selon le guide de I’ Api20E(annexe 4)
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Conclusion

Les résultats obtenues indiques la présence de plusieurs types des bactéries a G- et d’autres
a G+ qui peuvent étre pathogenes , les bactéries a G- sont les plus dominantes par : Les
Entérobactéries , et Les Moraxellaceae . Les bactéries a G+ sont les moins dominantes par :

Les Staphylococcaceae , Les Streptococcaceae , et Les Bacillaceae .

Au terme de cette étude, 1’analyse bactériologique a montré que la contamination initiale de

lait est par les Entérobactéries , qui est généralement liée aux différentes conditions de traite.

La viande rouge est contaminée initialement par les Staphylococcus tandis que la viande

blanche est contaminée par les entérobactéries.

Pour une meilleure maitrise de 1’évolution bactériologique de lait et de viande , il faut
améliorer les conditions de traite et d’abattage , conserver des aliments dans des températures
spécifiques , ’hygiéne de personnel , de matériel et des locaux , et les bonnes méthodes de

manipulation.
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Annexe 1

Matériels :

1-Matériels non biologique

*Appareillages et vererries

-Bec bunsen.

-Etuve d’incubation a 37°C.
-Vortex.
-Microscope optique.
-Frigo

-Pipettes pasteur.
-Micropipette.

-Les embouts.
-Anses de platine.
-Lames et lamelles.
-Tubes a essais.
-Portoirs.

-Les boites de pétri.

-Les galeries Api20.

*Milieux de culture

-Gélose nutritif.

-G¢élose au sang.



-Milieu Chapman pour I’isolement des bactéries Gram+.
-Milieu Hektoen pour I’isolement des bactéries Gram! .

-Milieu Chromagar pour 1’identification bactérienne.

*Produits et réactifs utilisés

-Eau distillée stérile.

-Eau physiologique stérile.

-Eau oxygéné pour le test Catalase.
-Les disques de test oxydase.

-Produits de coloration de Gram(Violet de Gentiane, Lugole , Fushine ,Ethanol , Huile

d’immersion).

-Les réactifs de I’ Apie20.

2-Matériels biologiques :

-Plasma sanguin.

Annexe 2



La coloration de Gram

- Faire un frottis:

» Nettoyer une lame a l'alcool.

» Déposer une goutte d'H20 sur la lame.

« Prélever une colonies bactérienne bien isolée a I’aide d’un anse de platine stérile.

» Frotter la colonie dans la goutte d'eau. Laisser sécher a I'air.

» Passer 3 fois la lame dans la petite flamme du bec Bunsen pour fixer I'échantillon a la

chaleur.

- Coloration et explications: (mettez des gants)

+ Déposer quelques gouttes de solution de violet de gentiane sur le frottis fixé.

« Laisser agir 1 minute. Le violet de gentiane colore le cytoplasme des bactéries.

« Jeter 'exces de colorant dans un bécher.

* Rincer trés briévement en faisant couler de I'H20 sur la lame au-dessus du frottis (pas
directement sur le frottis).

« Déposer quelques gouttes de lugol sur le frottis. Le Lugol est un mordant qui permet
de fixer le violet dans les bactéries.

+ Laisser agir 1 minute.

+ Jeter la solution de Lugol dans un bécher et rincer brievement a I'H20 comme
précédemment décrit.

» Décolorer rapidement par I’alcool acétone la lame jusqu'a ce que le violet ne s'écoule
plus du frottis (5 a 10 secondes). Les pores de la paroi des Gram+ sont fermés par la
déhydratation a 1'alcool. La paroi est alors imperméable et le colorant violet reste dans
les bactéries. La membrane des Gram- est dissoute par le mélange alcool-acétone. La
paroi plus mince et de composition différente laisse alors sortir la coloration violette.

* Rincer a 'H20.

* Contre-colorer en déposant le Fushine pendant 1 minute. Ce colorant permet de

visualiser les bactéries Gram- décolorées a I'étape.



Les étapes de la coloration de Gram



Annexe 03

Tableau de lecture de la galerie miniaturisée Api 20E (BioMérieux SA)

test Résultat
Positif Négatif
ONPG Incolore Jaune
ADH jaune Rouge/orangé
LDC jaune Orangé
OoDC jaune Rouge/orangé
CIT Vert pale/jaune Bleu-vert/vert
H2S Incolore/grisatre | Dépot noir/fin Liseré
URE jaune Rouge/orangé
TDA / immédiat
TDA jaune Marron foncé
James/2mn
IND i
jaune Anneau rouge
VP1+ VP 2/10mn
VP
incolore Rosé-rouge
GEL Non diffusion Diffusion du pigment
noire
GLU Bleu /Bleu-vert Jaune
MAN Bleu/bleu-vert Jaune




INO Bleu / bleu-vert Jaune
SOR Bleu/bleu-vert Jaune
RHA Bleu/bleu-vert Jaune
SAC Bleu/bleu-vert Jaune
MEL Bleu/bleu-vert Jaune
AMY Bleu/bleu-vert Jaune
ARA Bleu/bleu-vert Jaune




