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Résume

Dans ce present travail s’intéressant a 1’évaluation de la qualité microbiologique des viandes
rouges et blanches commercialisées dans la région de Guelma, au nord-est de 1’ Algérie, nous
avons analysé sept échantillons de viande rouge et blanche prélevés dans différentes
boucheries de la ville de Guelma, pendant les mois de septembre et de février. Les analyses
ont été effectuées au laboratoire de microbiologie de 1I’Université 8 Mai 1945 Guelma. Les
résultats ont montré une contamination microbienne variable d’un échantillon a 1’autre. Ainsi,
une flore mésophile aérobie a été détectée, accompagnée de coliformes totaux et fécaux, ce
qui indique des conditions d’hygiéne souvent insuffisantes. Des bactéries pathogénes ont été
identifiées et certaines souches se sont révélées multirésistantes aux antibiotiques, ce qui
souléve des préoccupations en matiere de santé publique. Nos résultats témoignent de lacunes
dans le respect des normes d’hygiéne dans certaines boucheries. Le travail met en évidence la
nécessité de renforcer les contr6les microbiologiques réguliers, de former le personnel
manipulant les viandes et de sensibiliser les consommateurs aux bonnes pratiques d’hygiéne,
notamment le respect de la chaine du froid, la cuisson compléte des viandes, et le lavage des

mains.

Mots clés: Viande, contamination, bactériologie, résistance aux antibiotiques.



Abstract

In this study, focusing on the evaluation of the microbiological quality of red and white meats
sold in the Guelma region, in northeastern Algeria, we analyzed seven samples of red and
white meat collected from various butcher shops in the city of Guelma during the months of
September and February. The analyses were conducted at the microbiology laboratory of the
University of May 8, 1945, Guelma. The results showed variable microbial contamination
from one sample to another. Aerobic mesophilic flora was detected, along with total and fecal
coliforms, indicating often inadequate hygiene conditions. Pathogenic bacteria were
identified, and some strains proved to be multi-drug resistant, raising public health concerns.
Our findings reveal shortcomings in the compliance with hygiene standards in certain
butcheries. This study highlights the need to strengthen regular microbiological controls, to
train personnel handling meat, and to raise consumer awareness of good hygiene practices,

including maintaining the cold chain, thoroughly cooking meat, and handwashing.

Keywords: Meat, contamination, bacteriology, antibiotic resistance.
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Introduction

Un bon état de santé découle d'une nutrition adéquate qui est synonyme d'une
alimentation équilibrée. Cette nutrition ne doit pas se limiter a fournir de I'énergie, elle doit
aussi répondre aux besoins en nutriments essentiels pour le fonctionnement optimal du corps
(Rozier et al., 1985).

La viande et ses produits dérivés ont une importance significative dans notre régime
alimentaire, tant pour des motifs nutritionnels. Effectivement, la viande, grace a sa forte
teneur en eau et en protéines de qualité supérieure, est un aliment essentiel pour une diete
équilibrée. Toutefois, ces mémes facteurs en font un milieu propice a la multiplication
microbienne (Cliquart et al., 1999).

La majorité des micro-organismes qui contaminent les carcasses lors des différentes
phases de l'abattage (le plumage et I'éviscération) sont saprophytes. Ceci concerne des
bactéries, des levures et des moisissures. Il sagit de micro-organismes d'altération qui
entrainent la décomposition de la viande.

De plus, la possibilité de présence de micro-organismes pathogenes a l'origine de toxi-
infections alimentaires existe. On la retrouve frequemment associée a des problemes
d'’hygiene. Ces empoisonnements, généralement provoqués par : Salmonella spp, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, Bacillus cereus et autres, peuvent avoir
des conséquences séveres (Cottin et al., 1985).

Les micro-organismes présents dans les viandes peuvent également entrainer des
changements organoleptiques et affecter les caractéristiques commerciales, ou représenter une
menace pour la santé publique du fait de leur potentiel pathogéne pour I'homme , Donc, la
contamination peut étre causée par des individus (germes présents sur la peau, les mains, les
intestins, la gorge ou encore les plaies).

On considére comme source de contamination la terre, la poussiere, les eaux usees,
I'eau de surface, le fumier et les aliments qui ont déja subi des altérations (Hammoudi et
Riad, 2013). D'apres (Ndiaye, 2002). Elle peut également se produire par le biais
d'instruments mal nettoyés, d'animaux domestiques et de compagnie, d'animaux nuisibles ou
d'animaux tués dans des conditions sanitaires deplorables.

Notre travail s’inscrit dans une démarche visant a évaluer la qualité microbiologique
des viandes rouges et blanche commercialisées dans différents points de vente de la région de
Guelma, a travers le dénombrement et I’identification des flores bactériennes d’intérét

hygiénigue et sanitaire. Elle consiste a mettre en évidence les principaux germes présents et a
1
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déterminer le niveau de contamination en fonction des conditions de manipulation et de
conservation observées, les analyses des échantillons ont étéeffectués au niveau du laboratoire
de microbiologie de I’université de 8 Mail1945.

Pour atteindre ces objectifs, notre travail s’est articulé autour de trois parties : La
premiere partie est consacrée a une synthéese bibliographique, divisée en deux chapitres. La
premiere traite de la qualité des viandes et de leur consommation, tandis que le second aborde
la bactériologie appliquée a ce type d’aliment. La deuxiéme partie présente la méthodologie
adoptée pour la réalisation de 1’étude expérimentale. Enfin, la troisiéme partie est dédiée a la
présentation, a I’analyse et a la discussion des résultats obtenus. Une conclusion cloture ce

modeste mémoire. Elle est suivie par des mesures de prévention et des perspectives.






Chapitre | Generalités sur la viande

I.1. Définition

La viande est considéree comme un aliment de choix en raison de sa valeur nutritive.

Elle est considérée comme la principale source de protéines animales, en raison de sa
haute teneur en acides aminés essentiels qui lui confére le statut de protéine noble (Benaissa,
2011).

La viande se réfere a tous les aliments qui composent les tissus musculaires
accompagnés de graisse, de nerfs et de sang, sans oublier la triperie et les abats (Hammoudi
et Riad, 2013).

Le terme viande provient du latin « vivanda », signifiant ce qui est essentiel a la vie,
car les protéines qu'elle contient sont vitales pour tout étre vivant ; Dans le domaine
technologique, la viande est le produit issu du processus d'évolution aprées la mort. Elle est
composeée de proportions variées de tissus (Dumont et Vallin, 1982).

1.2. Classification des viandes

*Dapres I'OIE, la viande se référe a toutes les parties d'un animal qui peuvent étre
consommees, en fonction de I'origine de cet animal.

Il est possible de catégoriser les viandes en :

*viandes d'élevage : (issues des bovins, ovins, caprins, volailles et lapins) d'élevage.
* Gibier (produit de la chasse en général, ou viandes d’animaux sauvages) (Kantati, 2011).

On peut également classer les viandes sur la base des caractéristiques biochimiques
des muscles. En fonction de la quantité de myoglobine et du type de fibre musculaire le plus
prévalent, on fait donc la distinction suivante :

*Les viandes rouges : qui sont abondantes en myoglobine et en fibres de type I ou fibres a
contraction lente (beeuf, mouton)

*Les viandes blanches, faibles en myoglobine mais riches en fibres de type Il, notamment
fibres encore.de contraction rapide (Coibion, 2008).

1.3. Composition nutritionnelle des viandes

A composition de la viande peut varier entre différents animaux et chez un méme
animal. Méme créature d'un muscle a l'autre. Cependant, il existe une composition moyenne

qui est indiquée dans le (Tableau 1).
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Tableau 1 : Composition de la viande (Ouali, 1991)

Composants Pourcentage %

Eau D
Protéines 15
Lipides 3
Substances azotées non protéique 15S
Glucides et Catabolites 1
Composes minéraux 1

I.4. Limportance de la viande dans L'alimentation humaine

La viande joue un réle crucial dans le régime alimentaire de I'nomme. Elle est
reconnue pour sa haute valeur nutritive et constitue une source d'éléments nutritifs
indispensables a la croissance et a la santé, a condition d'étre intégrée dans un régime
alimentaire équilibré. Elle offre de I'énergie, des protéines, des acides aminés indispensables,
des lipides et des micronutriments primordiaux, y compris le zinc, le fer, le phosphore, le
sodium et le sélénium aux cotés des vitamines A, B12, l'acide folique et la niacine
(Chikwanhaa et al., 2017 ; Bohrer, 2017 ; Wood, 2017 ; Pereira, 2013 et Biesalski, 2005).
1.5. La qualité microbiologique des viandes

Selon la norme 1SO 8402, la qualité peut étre décrite comme « L'accumulation des
attributs et propriétés d'un service ou produit qui lui donne la capacité a répondre a des
exigences explicites ou implicites ». Autrement dit, la qualité est synonyme de satisfaction
pour le client ou l'utilisateur, et elle concerne en effet tous les acteurs qui recherchent des
contentements liés, bien sdr, a la rentabilité de leurs opérations (Girard, 1990), Ainsi, la
qualité percue par certains ne correspond pas forcément a celle percue par d'autres, et les
jugements sur la qualité peuvent parfois sembler contradictoires. Le concept de qualité
intrinseque des viandes est une notion subjective qui repose sur des facteurs plus ou moins
vérifiables : Caractéristiques organoleptiques, nutritionnelles, hygiéniques et sanitaires
(Frayasse et Darre, 1989).
1.5.1. Qualité organoleptique

Ce sont des traits qui sont percus par les sens du consommateur. Elles englobent
I'apparence et la couleur, le godt et le parfum, I'odeur et la flaveur, mais aussi la densité et la

texture d'un aliment. Ainsi, elles ont une importance primordiale dans la préférence

4



Chapitre | Generalités sur la viande

alimentaire. On évoque également les propriétés sensibles. On peut classer ces sensations
selon trois modalites :

- Qualitative : qui définit les attributs de I'objet, c'est-a-dire, les caractéristiques de

ce qui est percu.

- Quantitative : indiquant l'intensité de cette sensation. Hédoniste, désignant le

plaisir éprouvé par I’individu.

Le sens gustatif est limité a quatre saveurs pour un aliment : sucré, salé, amer,
acideAlors que le sens olfactif permet de discerner un grand panel de variétés odorantes.
Lesmolécules odorantes parviennent a stimuler les zones sensibles soit directement par le nez
(odeur ou parfum), soit par voie rétro-nasale (arome) (Coibion, 2008).
1.5.1.1. La couleur

La premiére caractéristique que percoit le consommateur est la couleur. Elle est
conditionnee par la fraicheur du produit alimentaire. La myoglobine, une chromoprotéine, est
le pigment majeur qui confére la couleur a la viande. La myoglobine, lorsqu'elle est exposée a
I'air, se lie a I'oxygéne pour former de I'oxymyoglobine d'un rouge éclatant, couleur associée a
la fraicheur que recherche le consommateur (Renerre, 1997 ; Coibion, 2008).

La myoglobine est une entité qui emmagasine et transfere I'oxygéne. Elle se présente
en trois variations qui influencent la couleur de la viande, variant selon le type de myoglobine
(oxydée ou réduite) et le volume de cette myoglobine dans le muscle (Renerre, 1997).

La myoglobine diminuée (rouge) Le changement de pH influence aussi la couleur.
Cependant, un pH bas provoque une décoloration de la viande, alors qu'un pH haut confeére

aux viandes une coloration sombre (Fraysse et Darre, 1989).
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Myoglobine réduite Oxygénation Oxymyogiobine
Rouge pourpre Rouge wif
Oxydation
Réduction
Réduction
Oxydation

Metmyogiobing
Coulaur brune

Fig.1 : Cycle de la couleur de la viande fraiche (Touraille, 1994).
1.5.1.2. La tendreté

La tendreté désigne la faculté d'une viande a étre tranchée ou machée aisément, c'est
un critere fondamental (Soltner, 1979). La douceur de la viande est attribuée au tissu
conjonctif et a la myofibrille. Avec sa robustesse mécanique et sa stabilité (grace a son
composant collagénique), le tissu conjonctif subit des changements minimes avec le temps.
Aprés la mort de I'animal, les fibres musculaires connaissent diverses transformations qui,
dans un premier temps, augmentent leur résistance par le biais de la rigidité post-mortem. Par
la suite, une procédure de maturation est mise en place.
1.5.1.3. La Flaveur

La flaveur se réfere a la combinaison de sensations olfactives et gustatives ressenties
lors de la consommation d'un aliment (Rosset et Linger, 1978 ; Coibion, 2008). Elle est
conditionnéee par divers composes chimiques qui se liberent lors de la cuisson (Coi bion,
2008) .

Effectivement, la viande crue n'a qu'un goQt faiblement marqué dd a la présence de
sels minéraux et de composés précurseurs de saveurs.La flaveur de la viande est due a la
fraction lipidique de celle-ci, dont les composants se répartissent en deux catégories : Les
composeés volatils : (ardme et odeur) comprennent des composés soufrés, des alcools, des
esters, des hydrocarbures aliphatiques, entre autres.Les composés non volatils : (goQt)
incluent les nucléotides, quelques acides aminés, la créatinine. Ces précurseurs se forment
durant le processus de maturation de la viande. Divers éléments influencent la saveur :
I'espéce, la race, I'dge, le sexe, le type d'élevage et les changements post mortem (Rosset,
1988).
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1.5.1.4. La jutosité

La jutosité, également nommée succulence, se référe a la capacité de la viande a
libérer du jus lors de sa consommation. Ce phénoméne est principalement déterminé par la
capacité du muscle a retenir I'eau (hydratation), qui est mesurée par la faculté de la viande a
maintenir son propre jus ou a conserver lI'eau supplémentaire ajoutée. Ceci est lié a I'aptitude
de l'eau a se fixer aux protéines présentes dans les fibres musculaires (Lamoise et al., 1984 ;
Coibion 2008).
1.5.2. Qualité des nutriments

La fonction primordiale d'un aliment est de satisfaire les exigences physiologiques
d'une personne. Cette particularité est scientifiquement démontrée pour la viande et repose sur
les informations concernant sa composition (protéines, glucides, lipides, oligo-éléments...)
(Touraille, 1994).
1.5.3. Qualité en matiére d'hygiéne

Il est essentiel que la viande assure une sécurité absolue et protége la santé du
consommateur. Elle ne doit comporter aucune trace de toxicité (métaux lourds, toxines
bactériennes), aucun parasite, et ne doit pas étre un milieu propice a la prolifération
bactérienne susceptible de générer des substances nuisibles. Cette caractéristique doit étre
conforme aux normes de santé et aux réglements en cours. Par conséquent, seuls les aliments
qui ne présentent aucun danger pour la santé peuvent étre commercialisés (Lameloise et al.,
1984 ; Coibion, 2008).
1.5.4. Qualité d'utilisation

La viande doit satisfaire a des criteres clés attendus par le consommateur qui vont au-
dela des aspects purement alimentaires, comme la capacité de conservation qui se manifeste
par la longévité du produit aprées achat dans les conditions destockage appropriées, la facilité
d'utilisation en termes de stockage (réfrigération) et la simplicité de sa préparation (Touraille,
1994).
I.2. Microbiologie de la viande
1.2.1. Contamination des viandes

La viande, qui est une source idéale de protéines pour I'alimentation humaine, est tres
vulnérable aux contaminations microbiologiques. Ces derniéres peuvent provoquer sa
décomposition et des maladies alimentaires chez I'homme, entrainant des conséquences
économiques et sanitaires (Ahmad et al., 2013). La viande et les produits a base de viande

sont a l'origine de 28% des infections alimentaires (TIAC). (Ahouandjnou et al.,2015).
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La securite alimentaire de la viande est principalement influencée par les micro-
organismes introduits par les mains des travailleurs, les équipements et les surfaces de travail
lors de l'abattage et la découpe. En second lieu, I'évolution et la prolifération de la flore
bactérienne durant le refroidissement, le stockage et la distribution sont également
primordiales (Dennai et al., 2001).

L'une des principales sources de micro-organismes pathogenes et de dégradation
provient de la contamination des carcasses lors du processus d'abattage (Tanganyika et al.,
2017).

Selon Jouve (1990). 80 a 90% des micro-organismes présents dans les viandes
destinées aux consommateurs proviennent de contaminations qui se produisent a I’abattoir.
1.2.1.1. Origine de la contamination

La viande peut étre exposeée a une contamination provenant de différentes sources,
qu'elles soient liees ou non a l'animal, depuis le moment de l'abattage jusqu'a sa
commercialisation sur les surfaces en contact avec I'environnement des animaux vivants, on
trouve une diversité de micro-organismes. Les agents pathogenes présents dans la viande ont
principalement pour origine la peau de l'animal et les excréments, le site de l'abattage,
I'environnement de I'abattoir (Cooper, 1999 ; Sofos et al., 1999).

Le sol du lieu de vente, l'air a cet endroit ainsi que le moyen de transport utilisé pour
acheminer la viande depuis l'abattoir jusqu'au point de vente constituent des sources
extérieures de contamination (Sudhakar et al., 2009).

1.2.1.1.1. Origines endogénes

Les animaux, grace a leur tube digestif et leur peau, introduisent des bactéries dans le
processus de transformation de la viande. Ces derniers sont les principaux vecteurs de
contamination des carcasses lors de l'abattage (Cartier, 2007). Les animaux possédent des
barrieres efficaces contre les germes, qui incluent la peau, les pattes, les sabots et les
mugqueuses. lls restent sur leurs surfaces et s’y accumulent. Une grande partie de la
contamination des cuirs est attribuée aux excréments, au sol et a la poussiére (Cartier, 2004 ;
Cuq, 2007 et Loubamba, 2012).

Selon (Morisetti,1971). Le systéme respiratoire, notamment la cavité nasopharyngée,

abrite principalement des staphylocoques parmi les agents de contamination superficielle.
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1.2.1.1.2. Origines exogenes
1.2.1.1.2.1. Contamination a partir du personnel

La peau, ainsi que les systémes respiratoire et digestif de I'hnomme, abritent une
diversité de microorganismes. Des staphylocoques sont présents dans les zones de la bouche,
du nez et de la gorge. Les individus atteints d'infections respiratoires (par exemple, rhumes)
peuvent contaminer la nourriture et les surfaces avec lesquelles ils sont en contact en toussant
ou en se mouchant & proximité de celles-ci (Blood, 1969).

L'homme peut étre la source de contaminations par des microorganismes nuisibles tels
que les Salmonelles (S. thyphi, S. enteridis, S. newport). Il est évident que les individus
atteints de maladies sévéres (telles que la tuberculose, la brucellose, la salmonellose...) ont
une forte probabilité de contaminer la viande. La majorité de ces micro-organismes sont a
I'origine des intoxications alimentaires chez les consommateurs (Fosse et al., 2006 ; Elham
et Nahla, 2011).

Daprés (Salifou et al., 2012), I'inadéquation des compétences des travailleurs ainsi
que les techniques d'abattage traditionnelles, qui exposent le personnel a des conditions
d'hygiene déplorables, contribuent également a la contamination des carcasses au sein de
I'abattoir.
1.2.1.1.2.2. Equipements et infrastructures

Les surfaces des espaces (sols, murs, plafonds), les équipements (découpeur de cuir,
treuil, rail aérien, crochets), ainsi que le matériel individuel (couteaux, fusils, haches...) et
collectif (bacs, seaux, crochets) peuvent étre des vecteurs de contamination des carcasses s'ils
ne sont pas correctement maintenus ou mal congus. Que ce soit pour les installations ou
I'équipement, leur conception doit trouver un équilibre entre I'nygiene, la sécurité et la
robustesse En outre, des infrastructures inadéquates et des processus de travail mal définis
(Fosse, 2003).

Par ailleurs, des installations inappropriées et des procédures de travail peu clairement
établies sont a l'origine de la mauvaise qualité hygiénique des viandes produites (Salifou et
al., 2012).
1.2.1.1.2.3. Environnement
1.2.1.1.2.3.1. Eau

Dans les abattoirs, I'eau est largement utilisée, mais son usage n'est pas sans

conséquences négatives puisqu'elle peut devenir un terrain propice a la prolifération de
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germes, notamment dans les zones humides qui ne sont pas régulierement entretenues
(Andjongo, 2006).
1.2.1.1.2.3.2. Sol

Le sol constitue une source significative de micro-organismes. On y trouve des algues
microscopiques, des bactéries et des champignons, les groupes bactériens les plus
couramment rencontrés comprennent les coliformes totaux et fécaux, une flore aérobie dense,
ainsi que les Actinomycetes, Pseudomonas, Arthrobacter, Azotobacter, Clostridium, Bacillus
et Micrococcus (Selon Hamad, 2009 ; Benaissa, 2016).
1.2.1.1.2.3.3. L'air

L'air peut étre porteur de microorganismes qui peuvent causer des altérations ou méme
des maladies. Effectivement, les surfaces de travail et les carcasses peuvent étre contaminées
par les particules et poussieres transportees dans l'air. Ces derniéres peuvent avoir pour
origine le sol, les uniformes du personnel et les murs (Andjongo, 2006).
1.2.1.2. Conditions de la prolifération des microorganismes de la viande

Conditions favorisant la multiplication des micro-organismes dans la viande La
croissance des microorganismes dans la viande fraiche est influencée par divers facteurs,
parmi lesquels on compte : I'activité de I'eau, le pH, la température, la pression en oxygene et
la disponibilité des nutriments (Luc, 2012).
1.2.1.2.1.Activité de I'eau (Aw)

L'un des facteurs majeurs qui affectent la croissance microbienne est la présence d'eau
dans les aliments et sa disponibilité. La présence d'eau dans les aliments est décrite par le
coefficient d'activité, également connu sous le nom d'activité de I'eau (Aw) (Mishra et al.,
2017).

Le niveau d'activité de I'eau évalue la disponibilité en eau de I'environnement ou se
situe la microflore. En régle générale, plus I'Aw de I'environnement est éleve, soit pres de 1,
plus la croissance de la microflore est importante. Le Aw de la viande fraiche avoisine les
0.993, ce qui favorise la prolifération de toutes les especes microbiennes (James, 2000).

Bien que la viande conserve un niveau d'activité de l'eau élevé en raison de sa
profondeur, cela n'est pas le cas pour sa surface. Cela influence la croissance des germes en
surface (Bourgeois et al., 1996).

La faible activité de I'eau rend I'environnement peu favorable a la multiplication de
bactéries comme : Pseudomonas, Acinetobacter, Moraxella. (Feiner, 2006). Cela influence la

croissance des germes en surface (Bourgeois et al., 1996). La faible activité de I'eau rend
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I'environnement peu favorable a la multiplication de bactéries comme : Pseudomonas,
Acinetobacter, Moraxella. (Feiner, 2006).
1.2.1.2.2.Potentiel hydrogene (pH)

Suite a I'abattage, le pH du muscle qui était proche de 7,0 chez I'animal vivant, chute a
environ 5,5-5,7 (dans le cas du bétail) (Cartier, 2007). Cette valeur ne change plus lorsque la
viande est correctement stockée.Les microorganismes sont trés réceptifs aux fluctuations de
pH (Salifou et al., 2013).

Les bactéries proliférent dans des environnements ou le pH oscille entre 4,5 et 9, avec
une préférence optimale pour un pH de 6,5 a 7,5. Néanmoins, on note une réduction
significative de la croissance microbienne lorsqu'on diminue ce paramétre (Goudiaby, 2005).
1.2.1.2.3. Température

La température influence la destinée des germes présents dans la viande. Selon (Luc,
2012).Chaque espece bactérienne possede une température optimale pour son développement,

comme le montre le (Tableau 2.).

Tableau 2: Bactéries et température de croissance (Andjongo, 2006).

Température Température Température

Minimale Optimale Maximale
Thermophiles 35-45°C 55-75°C 60-90°C
Mésophiles 5-10°C 30-45°C 35-47°C
Psychrotrophes |-5/+5°C 20-30°C 30-35°C
Psychrophiles -5/+5°C 12-15°C 15-20°C

Le temps d'apparition des altérations en cas de contamination bactérienne initiale est modifié
par la température de conservation des carcasses (Luc, 2012). Par conséquent, d'aprés
(Grand, 1983).Si une contamination initiale de 103 germes par cm? est présente, le limon se
manifeste en trois jours lorsque les carcasses sont stockées a 20°C et en huit jours a
4,4°C.Ainsi, en geénéral, plus la température est basse, plus les micro-organismes se
reproduisent lentement. Tandis que la température du corps est approximativement de +38 a
+40°C a la fin de I'abattage (Goudiaby, 2005 ; Luc, 2012).
1.2.1.2.4.Tension de I'oxygene

La croissance en milieu anaérobie se fait a un rythme plus lent qu'en milieu aérobie.

Selon leur besoin en oxygene, les microorganismes sont catégorisés de la maniere suivante :
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aerobies obligatoires (Pseudomonas, Bacillus...), aérobies facultatifs (Staphylococcus,
Entérobacteries...) et anaérobies obligatoires (Clostridium...) (Goudiaby, 2005).

Suite a la mort de I'animal, les réserves d'oxygéne ne sont plus alimentées par le sang.
Cela mene a I'établissement des conditions réductrices au sein de la viande, propices a la
croissance des germes anaérobies. Pendant ce temps, la surface de la carcasse maintient un
potentiel redox positif qui favorise la prolifération des germes aérobies (Goudiaby, 2005).
1.2.1.2.5.Eléments nutritionnels

La croissance des micro-organismes dans la viande nécessite une source d'énergie
qu'ils peuvent métaboliser a l'aide de leurs enzymes. Les exigences nutritionnelles des
microbes varient considérablement, allant de microbes peu exigeants a des microbes
hautement exigeants (Marchandin, 2007).

D’aprés(Goudiaby, 2005). La viande, en raison de sa composition chimique,
particulierement sa teneur élevée en eau et en protéines, demeure toujours un terrain propice a
la contamination microbienne.

1.3 Bactériologie des viandes

La contamination microbienne des viandes concerne surtout les germes saprophytes et
les contrdles d'hygiéne, ainsi qu'une flore pathogene a I'origine de maladies (Mariam, 2006)
Qu’on trouve le plus fréguemment dans les viandes rouges sont : Pseudomonas,
Acinetobacter, Micrococcus, Flavobacterium, ainsi que les Entérobacteriaceae (Escherichia
coli, Klebsiella...), Bacillus, Lactobacillus, Streptococcus et Clostridium (Hamad, 2009).

Les hygiénistes reconnaissent également la présence de Escherichia coli, de
coliformes fécaux et de entérocoques, en plus des bactéries saprophytes. On considere que ces
bactéries proviennent directement du systeme digestif. Toutefois, E. coli reste actuellement
I'unique et la plus fiable des bactéries de contrdle a appliquer en matiére d’hygiene publique
(Fournaud, 1982).

1.3.1. la flore Mésophiles aérobies totale

Les germes aérobies totaux ne représentent pas un groupe spécifique de familles
bactériennes (Salifou et al., 2013).

Ce sont des microorganismes qui, une fois multipliés dans des conditions de
laboratoire spécifiques, forment des colonies que I'on peut compter (Bonnefoy et al., 2002).
Cette flore sert a évaluer le niveau global de contamination bactérienne des viandes (Roberts,
1980). Et est employée comme technique de vérification de la qualité hygiénique des

carcasses (Cartier, 1993).
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Cela peut inclure des entérobactéries, des Bacillus, des staphylocoques, des
Pseudomonas, des bactéries lactiques ou d'autres agents potentiellement pathogénes. Leur
présence au-dela des frontieres établies pourrait indiquer une défaillance dans les processus
d'hygiéne de fabrication (Ghafir et Daube, 2007).

1.3.2. Les Pseudomonas

Le genre Pseudomonas se compose de bacilles Gram négatifs, droits ou légérement
incurvés, qui mesurent entre 0,5 et 1,0 um de large sur 1,5 a 5,0 um de long. Aérobies et
oxydase positifs, ils ne forment pas de spores et sont habituellement mobiles grace a une ou
plusieurs flagelles polaires. Quelques-uns génerent des pigments fluorescents hydrosolubles
ou pyoverdine de teinte jaune-vert qui agissent en tant que sidérophores. La majorité des
espéces sont psychrotrophes. Selon (Labadie et al.,1996)et (Euzéby,2007).Leur
développement est envisageable dans une plage de température allant de 4°C (voire moins) a
43°C.

Les Pseudomonas sont omniprésents et ont la capacité de survivre dans une multitude
d'habitats écologiques variés. Plusieurs souches, bien que peu virulentes, sont considérées
comme des pathogenes opportunistes pour I'nomme et contribuent a la dégradation de la
viande. Selon Euzéby (2007), les especes de Pseudomonas que l'on trouve le plus souvent
chez I'nomme sont Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens, P. putida et P. stutzeri.

Leur présence dans les lieux d'abattage et notamment dans les chambres froides
représente une source constante de contamination des viandes, Pseudomonas est
principalement utilisé comme marqueur de dégradation des viandes fraiches (Bailly et al.,
2012).

Fig. 2. Photo de Pseudomonas [1].
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1.3.3. Les Entérobactéries

Les Entérobactéries, également connues sous le nom de Enterobacteriaceae,
constituent une famille de bactéries Gram négatives présentant une forme de batonnets courts,
mesurant entre 0,3 et 1,0 um de diamétre pour une longueur variant de 1,0 a 6,0 um. Certaines
d'entre elles sont dotées de flagelles péritriches qui leur conferent une mobilité tandis que
d'autres restent immobiles. Ils se reproduisent en présence d'oxygéne comme en son absence,
sans étre sporulés, ils ont un métabolisme qui leur permet de respirer et de fermenter,
produisant des acides et souvent du gaz lors de la fermentation du glucose et d'autres glucides
(Ghafir et Daube, 2007).

C'est un groupe qui est biochimiquement et génétiquement proche, présentant une
vaste diversité en termes d'écologie, d'hotes et de potentiel pathogéne pour I'nomme, les
animaux, les insectes et les plantes. Cette famille comprend divers types et especes de
bactéries nuisibles provenant de l'intestin (Shigella, Salmonella, Yersinia, ainsi que les
variétés pathogenes de E. coli) (Ray, 2001 et Euzéby, 2007).

Fig. 3. Photo d’une Entérobactérie [2]

1.3.4. Coliformes totaux et fécaux

Les coliformes totaux sont des bactéries aérobies ou anaérobies facultatives, Gram-
négatives, non sporulées et de forme batonnée, qui peuvent étre mobiles ou non. Ces micro-
organismes contiennent l'enzyme [-galactosidase qui favorise I'hydrolyse du lactose a 37°C,
générant ainsi des colonies rouges sur un milieu adéquat Cardinal (2003). Par ailleurs, depuis
la fin du XIXe siécle, le groupe de coliformes est employé comme un indicateur de
contamination fécale (Archibald, 2000). Ces coliformes fécaux ou coliformes thermostables,
constituent un sous-ensemble des coliformes globaux susceptibles de fermenter le lactose a
une température de 44°C (Edberg et al., 2000).
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1.3.5. Salmonella

Les viandes peuvent étre contaminées par divers agents pathogenes responsables de
toxi-infections alimentaires, tels que Salmonella spp, Listeria monocytogenes, Campylobacter
jejuni, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Yersinia enterocolitica, Aeromonas hydrophila, Shigella et récemment E. coli entero-
hémorragique ou E. coli 0157 :H7. (Dennai et al., 2001 ; Heredia et al., 2001)

Salmonella est une catégorie ou une espéce qui fait partie de la famille des
Enterobacteriaceae (Hald, 2013). Les salmonelles sont des bactéries anaérobies facultatives,
de type Gram négatif, droites et de petite taille, mesurant entre 0,7 et 1,5 um de largeur et de
2,0 a 5 um de longueur. Elles sont généralement mobiles grace a leurs flagelles péritriches
(Bell et Kyriakides, 2009).

Elles sont catalase positives et cytochrome oxydase négatives, génerent du gaz a partir
du glucose et ont la capacité de reduire les nitrates. (Hald, 2013). Elles sont mésophiles, aptes
a se multiplier a des températures allant de 5,2°C a 47 °C et de maniere optimale entre 35 et
37 °C. Elles se developpent également dans un pH variant de 4,5 a 9 et dans un aw supérieur a
0,93. (Fosse et Magras, 2004).

Fig.4. Photo de Salmonella [3]

1.3.6. Escherichia coli

E. coli est une bactérie Gram négative, non oxydase, de forme batonnette appartenant
a la famille des Enterobacteriaceae. Il a la capacité de se développer a la fois en conditions
aérobies et anaérobies, et peut étre soit immobile, soit mobile, muni de flagelles péritriches.
(Croxen et al., 2013).

Ces organismes mesurent de 2 a 4 um de longueur et ont un diaméetre approximatif de
0,6 um. Ces organismes ont la capacité de fermenter divers types de sucres, cependant, leur
aptitude a fermenter le lactose en produisant du gaz est spécifiquement distinctive (Feng,
2001 et Eslava et al., 2003).
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Dans les chaines de production de viande, le principal vecteur de contamination des
produits alimentaires par E. coli est le systeme digestif des animaux. Leur existence signale
une lacune dans la méthode d'abattage, ou une contamination Cette situation de contamination
croisée peut également résulter d'une contamination par les individus qui manipulent les

aliments (Salifou et al., 2013).

Fig.5. Photo de E. coli [4]

1.3.7. Listeria monocytogenes

Les Listeria sont des microbes anaérobies facultatifs de forme courte et en batonnet,
Gram positif et non sporulés (McLauchlin et Rees, 2009).

Ils posseédent une taille variable (0,4 a 0,5 de diamétre pour 1 a 2 um de long), ont des
bouts arrondis et ne sont pas encapsulés d'origine alimentaire. Ils sont mobiles grace a
quelques flagelles péritriches, leur motilité étant généralement observable a une température
inférieure ou égale a 30 °C, mais pas a 37 °C.

Selon McLauchlin et Rees (2009), les espéeces de Listeria peuvent se développer dans
une plage de températures allant de 0 & 45 °C. A I'heure actuelle, on distingue huit espéces
reconnues au sein du genre Listeria : L. monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri, L.
seeligeri, L.ivanovii, L. grayi, L. marthii et L. rocourtiae (Den Bakker et al., 2010).

Au sein de ce groupe L. monocytogenes et L. ivanovii ont été repérés parmi ces

organismes comme des agents pathogenes pour les hotes a sang chaud. (Swaminathan et

Gerner-Smidt, 2007).
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Fig. 6. Photo de listeria monocytogenes [5]

1.3.8. Staphylococcus aureus

Les Staphylococcus aureus sont des bactéries Gram positives non mobiles sous forme
de cocci qui peuvent apparaitre isolément ou par paires, en tétraedres, en courtes chaines ou
en amas distinctifs. On trouve genéralement les Staphylococcus spp dans la nature, souvent
présents sur la peau et les glandes cutanées des mammiféres (Bacon et Sofos, 2003).

Le S. aureus est une bactérie facultativement anaérobie a I'origine d'une intoxication
due a la consommation d'une entérotoxine (Sandel et Mckillip, 2004). Cette toxine est
éliminée par la chaleur (au-dela de 60°C) ou le froid (en dessous de 7°C). (Larpent, 2000).

Fig.7. Photo de Staphylococcus aureus [6]

1.3.9. Les Clostridium
e C. botulinum
Le C. botulinum est considéré comme un bacille anaérobie gram positif mesurant de 4
a 6 um de long, avec des extrémités arrondies, mobile (possédant une ciliature péritriche) et
sporulant. (Fernandes, 2009). Qui obtient son énergie de croissance a travers le processus de
fermentation. Sa faculté de générer des endospores extrémement résistantes. Au-dela de la

sporulation, le mécanisme de virulence majeur réside dans I'aptitude singuliére de I'organisme

17



Chapitre | Generalités sur la viande

a générer une toxine extrémement puissante dénommée neurotoxine botulique (BoNT , Glass
& Marshall,2013). Entrainant une intoxication connue sous le nom de botulisme.
Selon (Larpent, 2000). Cette intoxication a une dose infectieuse minime, environ de

0,2 pg. La chaleur peut aisément éliminer la toxine (Zuliani et Pascal, 2004).

Fig.8. Photo de Clostridium botulinum [7]
e Clostridium perfringens
C. perfringens se classe dans la deuxiéme catégorie du genre Clostridium, qui fait
partie de la famille Bacillaceae.C'est un bacille sporulé, Gram positif, anaérobie strict,
tellurique et réducteur de sulfites. Il est immobile, possede une capsule polysaccharidique et
est facilement observable a I'état frais. Cette espéce est thermophile, avec une température de
croissance idéale située entre 40 et 45 °C. Toutefois, elle peut également se développer a des
températures allant de 15°C a 50°C.Elle doit étre supérieure a 0,93 et le pH doit se situer entre

5,5 et 8 (Cavalli et al., 2003 ; Fosse et al., 2004).

Fig. 9. Photo de Clostridium perfringens [8]
1.3.10. Campylobacter et Yersinia enterocolitica

e Les Campylobacter
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Les Campylobacter spp. Appartiennent a la famille des Campylobacteriaceae, avec
Campylobacter jejuni étant I'une des sources principales de diarrhées (Scallan et al.,
2011). Selon (Kramer et al., 2000). C. jejuni est responsable d'environ 90% des
infections humaines dues au Campylobacter , On trouve C. jejuni en grande quantité dans
la nature, il est capable de coloniser les intestins des mammiféres et la transmission a I'étre
humain se produit par le biais d'aliments contaminés , il est également possible que des
infections systémiques se produisent, entrainant des maladies plus sévéres (NCBI, Centre

national d'information sur la biotechnologie, 2017).

Fig.10. Photo de Campylobacter spp [9]

e LesYersinia

Le groupe Yersinia fait partie de la famille des Enterobacteriaceae et comprend 10
espéces reconnues, dont seulement 3 sont jugées pathogenes pour I'homme ou les animaux.
L'agent responsable de la peste est Yersinia pestis, tandis que Yersinia pseudotuberculosis,
principalement un pathogéne animal, peut également infecter les humains suite a la
consommation d'aliments contaminés. Quant a Yersinia enterocolitica, elle a été identifiée
comme une cause de gastro-entérite d'origine alimentaire chez I'homme (Cary et al., 2000 ;
Bacon et Sofos, 2003).

Fig. 11. Photo de Yersinia [10]
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Chapitre 11 Matériel et Méthodes
I.1. Objectif du travail

Cette étude a pour objectif d’évaluer la qualité microbiologique des viandes rouges et
blanches commercialisées dans différents points de vente de la région de Guelma, a travers le
dénombrement et I’identification des flores bactériennes d’intérét hygiénique et sanitaire. Elle
consiste a mettre en évidence les principaux germes présents et a déterminer le niveau de
contamination en fonction des conditions de manipulation et de conservation observeées, les
analyses des echantillons ont été effectues au niveau du laboratoire de microbilogie de
I’Université de 8 Mai1945 Guelma.

I.2. Echantillonnage

Les prélevements ont été réalisés a partir de déférents boucheries de la ville de Guelma
pendant la période septembre 2024 et février 2025. Au total, sept (07) échantillons de viandes
rouges et blanches ont été prélevés en vue d'une analyse microbiologique comparative. Apres
avoir prélevé 100 g de chaque échantillon, ceux-ci sont placés dans une glaciere maintenue a
une température comprise entre 0 et +4 °C, conformément a la norme I1SO 17604
(Hammoudi et Riad, 2013).

1.3. Présentations des points de prélévement

Les points de prélévements sont indiqués dans le tableau 03

Tableau 03. Présentation des points de prélevements

Point de Date Heure Lieu

prélévement

El 12/09/2024 ~  08:41 Guelma
E2 12/09/2024 08 : 43 Guelma
E3 12/09/2024 08:41 Guelma
E4 12/09/2024 08:41 Guelma
E5 12/09/2024 08:41 Guelma
E6 09/02/2025 09:15 Guelma
E7 09/02/2025 09 : 05 Guelma

2 .4. Analyse bactériologique

La méthodologie générale des approches d'analyses bactériologiques des viandes
repose sur l'inoculation d'un volume déterminé de suspensions de viande a examiner sur un
milieu de culture approprié, qu'il soit solide ou liquide. Suite a l'incubation, chaque micro-

organisme présent se multiplie, produisant soit une colonie observable sur un milieu solide,
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soit des modifications visuelles dans un milieu liquide, principalement sous la forme d'un

trouble (Guiraud et Rosec, 2004). La sélection d'une méthode d'ensemencement est
déterminée par le type de micro-organismes ciblés, la composition de I'aliment et les motifs
qui ont mené a I'examen (Delarras, 2007).
Notre étude se concentre sur les micro-organismes suivants :
> La flore mésophile aérobie totale ;
» Les coliformes totaux et fécaux ;
> Les bactéries pathogenes, notamment : Staphylococcus aureus, Salmonella, Shigella,
ainsi que les Anaérobies sulfito-réducteurs et les Pseudomonas.
2.4.1. Préparation de la solution meére et des dilutions décimales et Milieux de culture
employés
e Solution mere
La fabrication de la solution mere implique une pesée aseptique de 25 g de viande
(fraiches) a l'aide d'une balance précise. Ensuite, cette viande est placée dans un mortier ou
I'on verse 225 ml d'eau peptonée tamponnée (EPT). Le broyage et I'hnomogénéisation du
contenu prennent 5 minutes, apres quoi la solution est recueillie dans un flacon ou un bécher
stérile. L'intervention est réalisée en respectant rigoureusement les normes d’asepsie. Laisser
cette suspension au repos pendant 30 minutes pour garantir la revitalisation des micro-

organismes, s'ils sont présents, afin d'obtenir un surnageant (Mouloudi, 2013).

— Vi

l Peser 25 g de viande

/

225 ml du diluant EPT

Solution meére

Homogénéisation

Fig.12. Les étapes de la préparation de la solution mére SM (Photo originale)
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e Dilutions décimales

On prépare les dilutions décimales progressives pour réduire la charge bactérienne en

utilisant la suspension mére comme suit :

v Quuvrir le flacon.

v A l'aide d'une pipette aseptisée, déposez 1 ml de la solution mére dans un tube qui
contient 9 ml d'eau physiologique stérile : c'est la dilution (107).

v Enflammer et refermer le tube, puis remettre le tube sur le support a un emplacement
indiquant qu'il a déja été prélevé ; en amalgamant délicatement le contenu du tube. On
réitére la méme procédure pour réaliser les dilutions (1072) jusqu'a atteindre la dilution
(10, en partant de la dilution précédente (Hammoudi et Riad, 2013) (Fig.13).

[

Iml 1ml 1ml 1ml 10-6

Sy
10-1
S
o-* 10-4 10-5

Solution meére 10-? 10-6
225ml EPT - L J
+25gV 9 ml eau physiologique

Fig. 13. Schéma représentant la série de dilution décimale effectuée (Schéma original)

e Milieux de culture employés

Tableau 4 : Synthése des paramétres microbiologiques des milieux de culture employés.

Parametres Milieu Température Temps
Microbiologigue  D’ensememencement D’incubation D’incubation
Flore mésophile GN 30°C 72heures

aérobie totale
(FMAT)
coliformes totaux et BCPL 30°C pourCT 48heures
fécaux 44°C pourCF
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Les streptocoques Roth 37°C 48heures

les Staphylocoques Chapman 37°C 48 heures

les Salmonelles Hektoen 37°CEnrichissement 24heures

37°Cisolement 24heures

Levues et Sabouraud 30°C 3a5 jours
moisissures chloramphénicol

Les bactéries Viande foie (VF) 37°C 72heures

anaérobies sulfito-
réductrices(ASR)

2.4.2Recherche et Dénombrement de la flore mésophile aérobie totale (FMAT)
v Principe

C'est une méthode de dénombrement des micro-organismes suite a I'ajout de volumes
précis d'échantillons ou de leurs dilutions dans un milieu gélosé (Delarras, 2007). Le
comptage de cette microflore est effectué en conformité avec les normes frangaises NF V 08-
011 N et NF V 08-51, en utilisant la technique d'ensemencement en profondeur sur gélose
pour la numération GN.

L'incubation s'effectue a une température de 30°C sur une durée de 72 heures. Les
comptages sont exprimés en unité formant colonie par gramme d'échantillon (UFC/g)
(Delarras, 2007) .

v' Mode Opératoire

L’ensemencement est réalisé en mode en masse, ou 1 ml de chaque dilution est déposé
aseptiquement dans des boites de Pétri stériles a 1’aide d’une pipette graduée stérile de 1 ml.
Par la suite, 15 ml de milieu GN liquéfie et refroidi a 45 °C sont ajoutés dans chaque boite. Le
mélange de I’inoculum et du milieu de culture se fait soigneusement, par des mouvements
circulaires de type « va-et-vient » ou en forme d’« 8 », sur une surface horizontale et
récemment préparée. Apres solidification du milieu, les boites sont incubées a 30 °C pendant
trois jours (Delarras, 2007).

v’ Lecture et interprétation

Les germes totaux apparaissent comme des colonies lenticulaires croissant en masse, il ne
faut compter que les boites contenant entre 15 et 300 colonies (Lebres, 2002). On détermine

le nombre de micro-organismes par gramme de produit a partir des boites sélectionnées
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correspondant aux dilutions successives en utilisant la formule suivante (Giraud et Galzy,
1980).

>.c 1
(nl +0,2n2)d v

N =

C : nombre de colonie comptée sur les boites retenues
n : nombre de boite retenue de la nieme dilution
V : volume d’inoculum de la niéme dilution

d : valeur de la niéme dilution.

2.4.3.Recherche et dénombrement des coliformes totaux et fécaux
e Principe

L'identification et le comptage des coliformes totaux, coliformes thermotolérants ainsi
que Escherichia coli dans les produits alimentaires se font en milieu liquide en utilisant la
méthode du nombre le plus probable (NPP) (Mouloudi, 2013). a travers deux phases
successives

> Le test présomptif : destiné a la détection des coliformes dans le milieu BCPL
(Bouillon lactosé au pourpre de bromocrésol).
> Le test de confirmation : destiné a la détection des coliformes thermo-tolérants et de
Escherichia coli dans le milieu Schubert ou I'eau peptonée sans indole (Archibald,
2003).
e Mode opératoire
% Test de présomption

On le réalise en employant le bouillon lactose au pourpre de bromocrésol en
concentration simple (BCPL S/C) et a double concentration (BCPL D/C).

Chaque tube est équipé d'une cloche de Durham pour détecter toute libération
potentielle de gaz dans I'environnement.

Avant de procéder a I'ensemencement des tubes, il est indispensable de s'assurer qu'il
n'existe aucune bulle d'air sous la cloche, afin de garantir I'exactitude des résultats. Il est
nécessaire de préparer de facon aseptisée a partir des dilutions des solutions :

v 03 fois 10 ml dans 3 tubes contenant 10 ml de milieu BCPL D/C.
v 03 fois 1 ml dans 3 tubes contenant 10 ml de milieu BCPL S/C.
v 03 fois 0.1 ml dans 3 tubes contenant 10 ml de milieu BCPL S/C.
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v Eliminer l'air éventuellement contenu dans les cloches de Durham et bien

homogéneiser le milieu et I'inoculum.

Cette fois-ci, I'incubation a lieu dans un incubateur & 37 °C pendant une durée de 24 a 48
heures ( Boukertouta, 2022).

e Lecture et interprétation

On considérera positifs les tubes ou il y a une libération de gaz (dépassant le 1/10eme de
la hauteur de la cloche) simultanément. Un trouble microbien qui entraine un changement de
couleur du milieu, passant du violet au jaune, signifiant une fermentation du lactose présent
dans le milieu (La production d'acide due a la fermentation du lactose provoque ce
changement de couleur du bromocrésol pourpre au jaune) (Delarras, 2007) .

La lecture finale est effectuée en suivant les directives de la table de Mac-Grady, (Lebres,
2002).

e Test de confirmation

Le test de confirmation vise a détecter les coliformes thermo-tolérants, en particulier la
présence de Escherichia coli, qui est surtout redoutée (Archibald, 2003).

les coliformes thermo-tolérants possedent des caracteristiques de fermentation similaires a
celles des coliformes, mais a une température de 44°C (Bourgeois et Leveau (1991).

Escherichia coli, un coliforme thermostable, génére de I'indole a partir du tryptophane
contenu dans le milieu a une température de 44°C.

Les tubes de BCPL positifs identifiés lors du comptage des coliformes seront repiques a
I'aide d'une boucle dans des tubes contenant 10 ml d'eau peptonée sans indole, bien mélangés,
et incubés a 44°C pendant 48 heures (Bourgeois et Leveau, 1991).

e Lecture et interprétation

Les tubes jugés positifs montrent a la fois un trouble, et un cercle rouge (anneau) sur le
dessus, qui indique la production d'indole par Escherichia coli suite a I'ajout de 2 a 3 gouttes
du réactif de Kovacs.

La lecture finale est aussi réalisée selon les directives de la table de Mac-Grady (NPP),

en gardant a l'esprit que Escherichia coli produit du gaz et de l'indole a 44°C pendant une
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durée de 48heures (Archibald, 2003).

— ’fmigattf . 'DE };C\% 'fmnegatf

Incubation 17°C
Schubert 24-48h

24-48h B
Test positif TMM

Milien Incubation 44°C

Viande
(sm)

Le dénombrement s'effectue également selon
les prescriptions de la table du NPP

Fig. 14. Recherche et dénombrement des colifores totaux et fecaux (Schema original)

2.4.4. Recherche des germes pathogénes
2.4.4.1. Recherche et identification des Staphylocoques
e Principe
La recherche des staphylocoques est réalisée par la méthode d’ensemencement en stries,
ainsi que par étalement en boite de Pétri. Ces techniques sont couramment utilisées dans un
objectif d’isolement des colonies bactériennes. L’ensemencement en stries permet notamment
de séparer les cellules bactériennes afin d’obtenir des colonies isolées, facilitant ainsi
I’identification ultérieure des staphylocoques (Delarras, 2007).
e Mode opératoire
v’ Prélever aseptiquement 0,1 ml (soit environ deux gouttes) de la solution mére.
v' Ensemencer par stries sur une boite de Pétri contenant le milieu Chapman, sélectif
pour les staphylocoques.
v" Incuber les boites a 37 °C pendant 24 heures.
Le milieu Chapman, enrichi en chlorure de sodium a forte concentration, permet
d'inhiber la croissance d'autres bactéries et favorise ainsi 1’isolement sélectif des
staphylocoques (Delarras, 2007).

e Lecture et identification
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L’apparition de colonies jaunes sur le milieu Chapman indique la présence de la souche

pathogene Staphylococcus aureus. Ces souches se caractérisent par des colonies de grande
taille, pigmentées en jaune, en raison de la production d’un pigment spécifique.
v Elles sont généralement entourées d’une zone jaune, résultat de la fermentation du
mannitol (Ndiaye, 2002). En revanche, les souches saprophytes apparaissent sous forme de
colonies blanches, n’induisant pas de changement de couleur du milieu.
L’identification compléte des staphylocoques repose sur la réalisation de plusieurs tests
biochimiques (Denis et al., 2007).Notamment :

v" Coloration de Gram

v' Test a la catalase

v Test a I’oxydase
2.4.4.2. Recherche des Salmonelles

e Principe
La recherche de Salmonelles se déroule en trois phases consécutives : pré-enrichissement,
enrichissement et isolement (Guiraud et Rosec, 2004).

e Mode opératoire

» Pré-enrichissement
Son objectif est de revitaliser les cellules afin de simplifier leur culture dans les milieux
d'enrichissement. On maintient la solution mere a une température de 37°C pendant une
journée (Dennaii et al., 2001).

» Enrichissement
Inoculer 0,1 ml de la solution de pré-enrichissement sans contamination dans des tubes qui
contiennent 10 ml de milieu au sérum de foetus bovin (SFB). Une fois homogeénéisés, les
tubes doivent étre incubés a une température de 37°C pour une durée variant entre 18 et 24
heures (Guiraud et Rosec, 2004).
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AR oEyE
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Fig.15. Enrichissement a partir du milieu SFB (Photo originale).

» L'isolement
L’isolement s'effectue en ensemenceant la surface a l'aide de la technique des stries du milieu
sélectif solide SS, a partir du bouillon d'enrichissement. Les boites sont placées en incubation
a 37°C pendant une durée de 24 h heures, en I'absence de colonies caractéristiques (Guiraud
et Galzy, 1980).
e Lecture et interprétation des résultats
La gélose SS est employée pour isoler les Salmonelles et Shigelles présentes dans les
aliments, et elle favorise également la croissance des coliformes (Guiraud et Galzy, 1980).
v Les colonies de Salmonelles non fermentant le lactose apparaissent transparentes et
incolores, avec ou sans un centre noir (production d'H2S).
v' Les Shigelles n'ont pas de couleur.
v" les colonies de coliformes se manifestent par des teintes rouges ou roses. (Korsak et
al., 2004).
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.
Solution mére \_rf_xl

[- Pré-enrichissement -]

[ Incubation a 37°C pdt 24 h ]

0.1mil l[ Enrichissement J

[ Bouillon SFB DJC J

[ Incubation 4 37 *Cpdt 24 h ]
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Fig. 16. Protocole de recherche des Salmonelles (Schéma original).

2.4.4.3. Recherche et dénombrement des streptocoques
Les streptocoques représentent la famille des streptococcaceae, qui comprend des
genres couramment rencontrés comme contaminants dans I'industrie alimentaire et

principalement en tant qu'agents de fermentations lactiques.
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Les Streptococcaceae sont des coques Gram-positives, généralement non sporulées,

qui se regroupent en paires ou principalement en chaines de longueur variable et qui sont
habituellement immobiles. Ils sont catalase négatifs, bien que quelques pédiocoques aient une
pseudo catalase et puissent se présenter comme catalase positifs. La distinction entre les
genres repose sur la disposition des cellules et sur la nature de la fermentation lactique
(homolactique ou hétérolactique). (Guiraud et Galzy, 1980).

» Principe

Leur recherche utilise un milieu de présomption de Roth et un autre de confirmation de
I'Eva Litsky en cas d'obtention d'un résultat positif dans le premier test.

> Mode opératoire

Test présomptif

Ensemencement d'une série de tubes qui contiennent le milieu de Rothe.
Trois tubes de Rothe D/C contenant chacun 10 ml d'eau.

Trois tubes de Rothe S/C contenant chacun 1 ml d'eau.

Trois tubes Rothe S/C contenant chacun 0,1 ml d'eau.

AN NN N

Incubation 37°C/48h (présomption)

Test Confirmatif

v’ A partir des tubes de bouillon positif, ensemencer 2 ou 3 gouttes dans un bouillon a
I'éthyle violet et acide de sodium (Eva — Litsky). On incube les tubes a 37°C pendant
24h et/ou 48 h.

v' Les tubes pour les quels, nous observons un trouble di au développement bactérien,

avec ou sans dép6t violet sont considérés comme positif.
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Test négatif

S°'u+i°" 10’ 10 10 0 w0 0
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10' 10° 10' 10 g On Es E = .Em E e ot Test positif
on se reporte a la table de Mac Grady pour obtenir

[e nombre de streptocoques fécaux

Fig. 17. Protocole de recherche des Streptocoques (Schema original).

e Lecture
On considérera comme positifs les tubes qui présentent a la fois un trouble microbien
associé a un changement de milieu. La lecture finale est effectuée conformément aux
instructions de la table du NPP.
e Expression des résultats
v Les tubes de Rothe qui montrent une anomalie microbienne sont jugés positifs
(indiguant la présence de streptocoques).
v" Présence d'un point violet au fond du tube
2.4.4.4. Recherche et dénombrement des levures et moisissures
e Principe
v’ Les levures et les moisissures peuvent pousser sur milieu Sabouraud sélectif
par addition de chloramphénicol (antibiotique tres actif sur les bacilles Gram-)
(Bourgeois et Leveau, 1980).
e Mode opératoire
v' En utilisant la suspension mere ou des dilutions décimales, transférez de maniere
aseptique 1 ml du produit a examiner dans des boites de pétri stériles.
v Verser environ 15 ml de gélose Sabouraud au Chloramphénicol, préalablement fondue

puis refroidie et maintenue a 47+2°C dans un bain d'eau, dans chaque boite de pétrie.
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v Mélanger soigneusement en effectuant des mouvements de va-et-vient en forme de «8
» pour assurer une homogénéisation parfaite entre la gelose et I'inoculum.

v' Laisser le mélange se solidifier sur une surface horizontale pendant une quinzaine de
minutes.

v" Incuber les boites avec le couvercle vers le bas a une température de 25°C durant cing
jours.

e Lecture

Selon leur aspect macroscopique :

v’ Les moisissures sont des colonies toujours pigmentées, 1’aspect velouté plus ou moins
renflés

v’ Les levures sont des colonies ressemblant a celle des bactéries, peuvent avoir des
bords réguliers ou irréguliers, des formes convexes ou plates et sont souvent opaques.

v Multipliez le nombre de colonies comptées par I’inverse du facteur de dilution. Les
résultats sont alors exprimés en UFC/ml ou UFC/g du produit analysé .

v" Ce calcul est effectué a partir des dilutions décimales préparées au préalable.

33



Chapitre 11 Matériel et Méthodes

Dilution mére (L0"!) 102 10°

I ml 1 ml D

Y

0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml

Incubation 4 22°C Gélose Sabouraud

jours Etaler 4 ["aide

| d’un riteau

+ Levure ; Colonies
pigmentées.

+ Moisissures : Forme
filamenteuses.

Fig.18. Schéma de Recherche et dénombrements des levures et moisissures (Schéma
original)

2.4.4.5. Recherches et dénombrement des spores Clostridium sulfito-réducterice

Les bactéries sulfito-réductrices anaérobies (ASR), de nature Gram positive, se multiplient
sur une gélose Viande Foie (VF) en 24 a 48 heures, formant des colonies caractéristiques qui
réduisent le sulfite de sodium (Na2S03), présent dans le milieu, en sulfure. En présence de
Fe+2, ce dernier se transforme en FeS (sulfure de fer), un composé noir. Les spores de I'ASR
signalent généralement une contamination ancienne (Labres et al., 2006).

» Mode opératoire

v’ Chauffer 25ml de I’échantillon a 80°C pendant 5 4 10minutes afin de détruire la forme
veégétative des ASR éventuellement présentes et préserver la forme sporulée, refroidir
rapidement sous 1’eau de robinet .

v Répartir le contenu dans quatre tubes stériles a raison de 5ml par tube, ajouter 20ml de
gélose viande foie (VF) additionnée 1ml de la solution de sulfite de sodium et 4
gouttes de la solution d'alun de fer .

v' Mélanger soigneusement sans faire des bulles en évitant I’ introduction d’air .

v’ Laisser solidifier sur paillasse pendant 30minutes environ, puis incuber a 37°C
pendant 24-48h (Labres et Mouffouk, 2008).

» Lecture et expression des résultats :
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On considére qu'une colonie noire accompagnée d'un halo noir est le résultat d'une spore
de bactérie anaérobie sulfito-réductrice.

Veuillez indiquer le nombre de spores par gramme du produit a examiner. Il est impératif
d'effectuer la premiére lecture & 16 heures, puis la deuxiéme lecture & 24 heures et enfin la
troisieme et ultime lecture apres 48 heures.

Il faut compter chaque colonie noire d'un diamétre de 0.5 mm qui a poussé en grand
nombre et indiquer le nombre total de colonies dans les quatre tubes contenant le produit a

examiner (Labres et al., 2006).

-

TN é%

Mettre S mL de la
solution mére dans

4 tubes stériles Chauffer & 80°C = = Ajouter 18 3 20 mL de
. o gelose Viande Foie
pendant 10 min Refroidir sous I'eau fondue a 45°C

du robinet + alun de fer
+ sulfite de sodium

l

—

€ C D Mélanger
doucement,
sans bulles
Incuber a 37°C Afjouter une 2 couche Laisser se solidifier
pendant 24 h de gélose Viande Foie 30 min sur la paillasse

Fig.19. Schéma représentant la recherche des Anaérobies Sulfito-réducteurs (Schéma

original)

11.5. Etude Macroscopiques
L'apparence des colonies est influencée par I'environnement, la durée et la température

d'incubation. On ne pourra le décrire correctement qu'a partir de colonies bien isolées.
Plusieurs aspects doivent étre mentionnés dans la description des colonies (Joffin, 2001).

v Laforme : bombée, plate, ombiliquée, a centre surélevé.

v Laspect de la surface : lisse, rugueux

v' Lopacité : opaque, translucide ou transparente.

v’ La consistance : grasse, crémeuse, seche ou muqueuse.
11.6. Etude macroscopique
11.6.1. Examen microscopique a I’état frais

Les méthodes fondées sur la technique de 1’état frais correspondent a I’observation d’un

matériel biologique ou d’une suspension bactérienne entre lame et lamelle sans fixation
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préalable du matériel par la chaleur. Cet examen concerne une observation au microscope

optique a I’objectif 40 de 1’état frais des colonies aprés obtention d’une culture bactérienne
issue de n’importe quel prélévement.

e Technique de I’état frais

C’est une méthode rapide qui consiste a observer entre lame et lamelle une suspension
bactérienne a 1’objectif 40. Les renseignements obtenus par cette technique concernent

principalement la mobilité des bactéries.

11.6.2. Examen microscopique apreés coloration de Gram
La coloration est associée a la variabilité de la structure chimique des membranes
cellulaires des bactéries. Voici la procédure de coloration de Gram selon Delarras (2007) :
v" Réaliser un frottis a partir d'une culture bactérienne pure et laisser sécher.
v Recouvrir entierement le frottis avec du violet de gentiane. Laisser agir 1 minute, puis
rincer délicatement a I'eau distillée.
v" Appliquer la solution de Lugol sur le frottis et laisser agir pendant 1 minute. Rincer
ensuite a I'eau distillée.
v’ Effectuer la décoloration en appliquant de l'alcool a 95% pendant 15 a 30 secondes,
puis rincer immédiatement a I'eau distillée.
v Procéder a la contre-coloration en ajoutant de la fuchsine pendant 10 a 30 secondes,
puis rincer a nouveau a I'eau distillee.
v’ Sécher soigneusement le frottis en le passant rapidement au-dessus de la flamme d'un
bec Bunsen.
A l'issue de cette double coloration
v' Les bactéries Gram positives apparaissent en violet foncé.

v’ Les bactéries Gram négatives apparaissent en rose.

Avant coloration Coloration primaire Mordangage Décoloration Coloration secondaire

L NS\ T N o
?’ ?’ -~ - 7—Gram-

Fig. 20. Les etapes de coloration de Gram . [11]
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11.6.3. Coloration au bleu de méthyléne
La coloration au bleu de méthyléne est une coloration simple et rapide, économique et

d’usage courant ou un seul colorant est utilis€¢ pour souligner des structures particuliéres dans
I’échantillon, la forme (la taille et la disposition des bactéries). Les microorganismes d’un
¢chantillon seront de la méme couleur, méme si 1’échantillon contient plus d’un type de
microorganisme.

e Préparation du frottis

v A l’aide d’une anse de platine, une colonie avec une goutte de I’eau distillée Sont
ajouté dans une lame.
Etalier bien le mélange et fixer sur le bec bunsen
Mettre le bleu de méthylene sur le frottis et attendre 1 a 2 minute.

AN NI

Rincer la lame par 1’eau distillée et sécher la lame doucement avec un papier.

Observation

Au microscope par I’objectif x100 .

Fig.21. Les étapes de la technique de coloration au Bleu de Méthyléne [12].

11.7. Tests d’identification complémentaire
» Test catalase
La catalase est une enzyme qui permet a la bacterie de dégrader I’H20;
» Technique :
Sur une lame vierge et séche, mettez une goutte d'eau oxygénée a 10 volumes, puis
utilisez une pipette Pasteur pour ajouter I'inoculum. La libération de bulles de gaz indique que

le test est concluant (Delarras, 2007)

e

>

Catalase — ' Catalase +

Fig. 22.Test catalase [13]
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> Test oxydase

Le disque oxydase, composé d'oxalate diméthyle puruphényléne diamine, révele la
présence de cette enzyme. Incolore lorsqu'il est reduit, il devient rouge lorsqu'il est oxydé. Ce
test implique de placer un disque oxydase sur une lame propre, de I'humidifier avec deux
gouttes d'eau distillée stérile et d'écraser la colonie examinée sur le disque. Les bactéries
oxydases positives colorent le disque en violet en quelques minutes (Carbonnelle et al.,
1988).

Fig.23.Test oxydase [14]

11.8. Identification par les galeries API
e API20E
» Technique
La galerie API 20 E est une méthode destinée a I'identification des Enterobacteriaceae

et autres bacilles a Gram négatif. Elle se compose de 20 tests biochimiques standardisés et

miniaturisés, s'appuyant sur une base de données (Fig. 24) (Delarras, 2007).

Fig.24: Présentation de la galerie APl 20 E (Photo originale) .

» Mode opératoire
A partir d’une culture extraire une unique colonie correctement isolée sur un milieu gélosé
et la placer dans un tube contenant de I'eau distillée stérile, ce qui génere une faible
suspension bactérienne (opacité 0,5 selon I'échelle de Mc Ferland) (Delarras, 2007).
v' Assembler le fond et le couvercle d'une boite d'incubation, puis distribuer
approximativement 5 ml d'eau distillée dans les alvéoles afin de générer une ambiance

humide.

38



Chapitre 11 Matériel et Méthodes

v' Complétez les tubes et les cupules des tests : |CIT|, [VP|, |GEL|, avec la suspension

bactérienne.
v Ne remplir que les tubes (et pas les cupules) pour les autres analyses.
v 1l faut créer un environnement anaérobie pour les tests : ADH, LDC, ODC, URE,
H2S, en remplissant leurs cupules avec de I'huile de paraffine.
v Fermer la boite d'incubation, enregistrer et mettre a 37 °C pendant 18 a 24 heures
(Leclerc, 1996)
> Lecture de la galerie
Apres incubation a 37°C pendant 24h, on note sur la fiche des résultats de toutes les
réactions spontanées. Si le glucose est positif et/ou si trois tests ou plus sont positifs : indiquer
les tests qui nécessitent I'ajout de réactifs .
-Test VP : incorporer une goutte des réactifs VP1 et VP2. Veuillez patienter au moins 10
minutes. Une réaction positive est indiquée par une teinte rose vif ou rouge.
-Test TDA : ajoutez une goutte de réactif TDA. Une réaction positive est indiquée par une
teinte brun sombre.
-Test IND : ajouter une goutte de reactif de Kovacs. Un anneau rouge généré en 2 minutes
signale une réaction positive.
L'interprétation de ces reéactions s'effectue par le biais d'un profil numérique a l'aide du

catalogue API 20E analytique (Delarras, 2007).

> ldentification

En utilisant le tableau d'identification, confrontez les résultats présentés sur la fiche avec
ceux du tableau ; chaque case de ce dernier renferme un pourcentage de positivité. Selon le
catalogue analytique, les tests sont organisés en ensembles de trois, et une note (1, 2 ou 4) est
attribuée en fonction de la position de la cupule dans I'ensemble. Par la suite, on obtient un
code a sept chiffres qui fait office d'identifiant dans un logiciel d'identification (Delarras,
2007).

e API20NE

» Technique

La méthode APl 20 NE, une galerie biochimique standardisée et de petite taille,

permet l'identification de certaines bactéries Gram-négatives non entérobactéries et non
fastidieuses, qui sont oxydase positives. Elle comprend une galerie de 20 microtubes remplis

de milieux et de substrats sous forme déshydratée (Fig. 25).
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Les tests standards sont effectués en injectant une suspension saline contenant des

bactéries. Les réactions qui se produisent pendant la phase d'incubation se manifestent par des
changements de couleur spontanés ou révélés lors de I'ajout de réactifs.

Les tests d'assimilation sont effectués en utilisant un milieu minimal et les bactéries ne
peuvent se développer que si elles ont la capacité d'exploiter le substrat approprié (Delarras,
2007) .

~ -~ _— >

)[ - ' - J - - { - - - - . -
|
- “_kLL\zk:‘w,\W\/ Jo e

Fig. 25. Présentation de la galerie APl 20NE (Photo originale).

» Mode Opératoire

La mise en place de la galerie Api 20 NE se réalise de maniére identique a celle de I'API

20E.

v Réaliser une suspension bactérienne dans une ampoule contenant un milieu de NaCl
0,85% ou dans un tube stérile d'eau distillée, avec une turbidité identique a celle de la
référence 0,5 Mc Farland.

v’ Utiliser la suspension précédente pour remplir les tubes (et non les cupules) des tests
NO3 & PNPG. Eviter la création de bulles.

v Déplacez 200 pl de la suspension antérieure dans une ampoule contenant le milieu
AUX. Rendre homogeéne.

v Compléter les tubes et les récipients des tests GLU a PAC.

v' Les cupules des trois tests GLU, ADH, URE doivent étre remplies avec de I'huile de
paraffine.

v"Incuber pendant 24 heures a une température de 30 °C (Delarras, 2007).

> Lecture et identification

Une fois incubée, la lecture de la galerie doit étre effectuée en consultant le tableau de

lecture, Ensuite, effectuez les tests qui nécessitent I'ajout de réactifs.

L'identification s'effectue en se référant au catalogue analytique ou grace a un logiciel

d’identification (Delarras, 2007).

e APISTAPH
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» Technique

L'API Staph est un dispositif normalisé pour la reconnaissance des genres Staphylococcus
et Micrococcus.

La galerie APl Staph est composée de 20 microtubes contenant des substrats
déshydratés (fig.26). Les germes sont ensemencés avec une suspension bactérienne préparée
dans le Milieu API Staph, permettant ainsi de reproduire les tests. Les réactions qui se
produisent durant la période d'incubation se manifestent par des changements de couleur
spontanés ou révélés par l'ajout de réactifs (Delarras, 2007).

Fig. 26. Présentation de la galerie API Staph (Photo originale).

» Mode Opératoire
- La préparation de I'inoculum
v’ Effectuer une pré-culture sur gélose Chapman.
v Réaliser une suspension bactérienne dans un flacon API Staph Medium.
- Inoculation de la galerie : La maniére de préparer la galerie est la méme que celle utilisée
pour I'API 20E.
v 1l faut introduire la suspension dans les tubes de la galerie en évitant la création de
bulles.
v Pour les caracteres ADH et URE, il est nécessaire de remplir les cupules avec de
I'huile de paraffine.Incuber pendant 24 heures a une température de 37°C (Delarras,
2007).
» Lecture de la galerie API Staph
Suite a l'incubation, la lecture de la galerie doit étre effectuée en consultant le tableau de
lecture, et toutes les réactions spontanées doivent étre enregistrées sur la fiche de résultats.
Effectuer les tests qui nécessitent l'ajout de réactifs : consulter le tableau des résultats.
L'interprétation de ces réactions se réalise par rapport aux standards de croissance et
I'identification est réalisée grace au Catalogue Analytique, a I'automate ATBTM, au mini API
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Staph, ou au logiciel d'identification APIWEB suite a la création d'un profil numérique pour
API Staph (Delarras, 2007).

11.9. Antibiogramme

L’antibiogramme permet de déterminer la sensibilité d’ une bactérie vis-a-vis des
antibiotique ATB. Il a été realisé selon la méthode diffusion en milieu gélosé, méthode des
disques (Antibiogramme standard).

e Principe

Pour réaliser I’antibiogramme par la méthode des disques, la culture bactérienne est
ensemencée a la surface d’une gélose spécialement étudiée, la gélose de Mueller-Hinton
(éventuellement additionnée de sang).

Des disques préimprégnés d’une dose connue d’antibiotique sont déposés a la surface de
la gélose. L’antibiotique diffuse a partir du disque en créant un gradient de concentration.

La détermination du diamétre de la zone d’inhibition permet une estimation de la
concentration minimale inhibitrice. Les caracteres de sensibilité ou de résistance de la souche
bactérienne en seront déduits (CA-SFM, 2010).

e Lecture:

Interprétation Pour chaque antibiotique : il faut mesurer le diamétre de la zone d'inhibition
au revers de la gélose. L’interprétation des souches (sensibles, intermédiaires ou résistantes)
se fait selon les diametres critiques recommandeés par (CA-SFM ,2008).

Chaque disque a une concentration minimale inhibitrice, caractérisée par un diameétre
d’inhibition, la comparaison des diametres mesurés autour des disques déposés et ceux

recommandés permettra de détecter le phénotype sensible, intermédiaire, et résistant

Fig. 27. Dépbt des antibiotiques sur le milieu Mueller-Hinton (MH) [15]

-Si le diamétre de la zone d'inhibition est > D : la souche est dite sensible (S).
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-Si le diamétre de la zone d'inhibition est < D : la souche est dite résistante (R).

-Si d < diamétre de la zone d'inhibition < D : la souche est dite intermédiaire (1)

-D =diameétre (CA-SFM, 1998).
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111.1. Source d’échantillonnage

Echantillon Origine

El Viande hachée : Boucherie 1 (Guelma)

E2 Viande rouge : Boucherie 2 Guelma (centre)

E3 Viande rouge « Merguez » : Boucherie 1 (Guelma)

E4 Viande blanche « les ailes de poulet » : Boucherie 1(Guelma)
E5 Viande rouge « Effet 3jours au frigo » : Boucherie 1 (Guelma)
E6 Viande rouge « le foie » : Boucherie 3 (Boumahra)

E7 Viande blanche « cuisse » : Boucherie 4 (Nouvelle ville)

111.2. Résultats des coliformes totaux et fécaux streptocoques totaux et fécaux

e Recherche et dénombrement des coliformes totaux et fécaux
Echantillons El E2 E3 E4 E5 E6 E7

Nombre des 4000 25000 1100 140000 45000 140000 20000
coliformes totaux
(CT/g)
Nombre des 0 0 1100 0 95000 140000 0
coliformes fécaux
(CF/g)

¢ Recherche et denombrement des streptocoques totaux et fécaux

Echantillons El E2 E3 E4 E5 E6 =¥

Nombre des 0 0 2000 2000 45000 25000 1100
streptocoques
fécaux (SF/g)
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111.3. Aspect Macroscopique des colonies isolées
Milieu de culture (E1, E2, E3, E4, E5, ES,

Aspects macroscopiques

=3

Milieu GN :

Milieu Chapman :

1. Milieu de culture : Gélose nutritive
(transparente), permettant la croissance de
différents types de bactéries.

2. Couleur des colonies : Beige a jaunatre,
avec quelques colonies légerement plus
opaques.

3. Forme des colonies : Majoritairement
circulaires, mais certaines présentent des
contours irréguliers.

4. Taille des colonies : Variée (de petites a
grandes colonies), ce qui peut indiquer la
présence de plusieurs types de bactéries (flore
mixte).

5. Elévation : Apparence bombée pour les
colonies les plus visibles.

6. Texture apparente : Certaines colonies
semblent lisses et brillantes, d'autres
granuleuses ou crémeuses.

7. Distribution : Colonies bien réparties sur
toute la surface, ce qui indique un
ensemencement homogene.

1. Couleur des colonies : Jaune, uniforme pour
la majorité des colonies.

2. Forme es colonies : Circulaires, bien
délimitées.

3. Taille des colonies : Petites a moyennes,
avec une répartition assez homogéne sur toute
la surface du milieu.

4. Elévation : Non observable précisément sur

photo, mais les colonies semblent légerement
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Milieu Mac Conkey

Milieu Hektoen

bombées.

5. Texture apparente : Les colonies paraissent
lisses et opaques.

6. Distribution : Colonies dispersées sur toute
la surface du milieu gélosé, ce qui suggére une
croissance bactérienne assez répandue.

7. Milieu de culture : Probablement un milieu
nutritif (ex : gélose nutritive), teinté de jaune,
ce qui peut étre di a la composition du milieu
ou & la croissance bactérienne.

1. Forme des colonies : majoritairement
irrégulieres, certaines rondes.

2. Taille : colonies de tailles variées (petites a
moyennes).

3. Couleur : colonies de couleur rose pale a
rose vif, et d'autres incolores ou beige.

4. Relief : certaines colonies semblent plates,
d'autres légerement bombées.

5. Bord : bords irréguliers pour certaines
colonies, d'autres a bords bien délimités.

6. Surface : surface brillante et lisse pour
certaines colonies, dautres ont un aspect
granuleux ou mat.

7. Transparence : certaines colonies sont
opaques, d'autres translucides.

8. Pigmentation du milieu : coloration rose
autour de certaines colonies, indiquant une
fermentation du lactose (typique  sur
MacConkey).

Forme : Colonies rondes bien définies.
Couleur : Rose a rouge, ce qui indique
généralement une fermentation du lactose

(comme chez Escherichia coli).
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Milieu Sabouraud

Milieu SS

Taille : Les colonies sont moyennes a grandes,
visibles a I’ceil nu.

Texture : L’aspect semble lisse et brillant.
Relief : Colonies légerement bombées.
Opacité : Colonies opaques.

Distribution : En stries, typique d’un

isolement en épuisement.

1. Forme Colonies :

Colonies rondes, bien délimitées.

2. Taille :

Taille variable : petites a moyennes, avec
quelques grosses colonies bien visibles.

3. Couleur :

Beige/creme uniforme.

4. Relief : Colonies légérement bombées.

5. Texture : Lisse et brillante (aspect mucoide
pour certaines colonies).

6. Opacité : Opaques a légerement
translucides.

7. Distribution: Répartition aléatoire,
correspondant a une dilution décimale
(probablement ensemencement en étalement).
1. Forme des colonies :

Colonies circulaires bien délimitées.

Présence de colonies irréguliéres et étalées,
surtout sur la droite.

2. Taille :

Colonies de tailles variées : petites, moyennes

et grandes.
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3. Couleur :

Teintes allant du beige au brun orangé.
Certaines colonies présentent un centre plus
foncé.

4. Relief : Colonies bombées au centre.
Certaines colonies ont des bords plats ou

festonnés.

5. Texture :

Apparence veloutée a séche pour certaines
colonies.

D'autres semblent visqueuses ou muqueuses.

6. Opacité :

Colonies opaques a légerement translucides.

7. Distribution :

Répartition aléatoire en surface, pouvant
résulter d’un ensemencement par étalement ou

d’une contamination environnementale

111.4. Aspect Microscopique

Observation microscopique Caracteristiques

Chapman 1. Coloration violette (ou pourpre) :

Cela indique que les bactéries sont
Gram positives. Elles conservent le

cristal violet aprés la décoloration grace

a leur paroi riche en peptidoglycane.

jectif %100 : 2. Forme arrondie : Les bactéries ont
une forme coccique (coques), c’est-a-
dire sphérique.

3. Arrangement en amas : Les coques
sont regroupées en grappes, ce qui est
caractéristique des Staphylocoques.
Conclusion :

L’aspect microscopique suggere des
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Hektoen

Sabouraud chloramphénicol Etat frais

i g
ff% T

- v
. -

Objectif x40
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cocci Gram positifs en amas, typique du

genre  Staphylococcus,  notamment
Staphylococcus aureus si confirmé par
des tests biochimiques ou culturels.

1. Coloration rose/rouge : Les bactéries
apparaissent Gram négatif, car elles ne
violet et

retiennent pas le cristal

prennent la coloration de contre-
coloration (safranine ou fuchsine).

2. Forme allongée : Les bactéries sont
de forme bacillaire (batonnets).

3. Disposition isolée ou en courtes
chaines : Les bacilles sont dispersés ou
parfois en petits regroupements, sans
formation caractéristique particuliére
comme les chaines longues ou les amas
typiques.

Conclusion :

L’aspect microscopique montre des
bacilles Gram négatifs dispersés, ce qui
peut correspondre a de nombreuses
bactéries entériqgues comme Escherichia
Klebsiella,

Salmonella, entre autres

coli, Pseudomonas, ou

1. Forme : On observe principalement
des  bacilles  (forme  allongée,
batonnets).

2. Disposition : Les bacilles semblent
dispersés ou faiblement groupés, parfois
en amas désorganisés. Certains sont
isoleés.

Cela

suggere soit une absence de coloration,

3. Coloration faible ou absente :
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Sabouraud chloramphénicol Coloration simple

Objectif x100

Sabouraud chloramphénicol état frais

Objectif x40

Sabouraud chloramphénicol Coloration simple
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soit un étalement trop dilué ou un
probléeme technique lors de Ila
préparation.

4. Présence de débris ou impuretés :
Des structures amorphes ou
filamenteuses sont visibles,
probablement des débris cellulaires ou
des artefacts.

Conclusion :

Il s'agit probablement de bacilles non
colorés ou faiblement colorés, difficiles
a caractériser  précisément  sans
coloration de Gram. Une nouvelle
préparation avec une bonne coloration
(Gram ou autre selon le contexte) serait
utile pour une meilleure interprétation.

Filaments bleus

Cocci incolores

Levure bleue de méthyléne
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Diplocoques bleus

Objectif x100
SS état fais 1. Forme cellulaire
. Les structures observées sont petites,
iy rondes ou ovales, ce qui est typique :
& DesCocci (bactéries sphériques), ou des
levures unicellulaires
1. Les cellules semblent étre :
Objectif x40 En amas irréguliers,
Sans organisation nette (pas de chaines
ni de diplocoques),
Ce qui est compatible avec des levures
en bourgeonnement ou des cocci
dispersés.
3.La taille des éléments est globalement
homogéne
4. Fond clair / contraste de phase
5. Absence de structures specifiques
Pas de flagelles, spores, hyphes ou
capsules clairement visibles.
SS coloration simple Baciles bleus
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Sabauraud état frais Tres grande densité de petites cellules
sphériques, bien délimitées,
uniformément réparties.

Présence de zones d’agrégation ou de
tapissage sur des surfaces visibles

(probable biofilm ou croissance en

Objectifx4o nappe).
Les cellules ont un aspect typique de
levures unicellulaires.
Sabauraud coloration simple D’un point de vue microbiologique
(forme  bactérienne/fongique), cette
image montre des structures

caractéristiques  de  champignons

filamenteux (mycétes), et non de

bactéries.

Ni cocci ni bacilles : Ce ne sont pas des
bactéries sphériques (cocci) ni en
batonnets (bacilles).

Présence d’hyphes : Longs filaments
ramifiés = typiques des champignons.
Spores ou conidies : Petites structures
rondes ou ovales regroupées

Forme sphérique (ronds), regroupés en

chaines.
Cela correspond a des cocci.
Les cocci sont organisés en chaines

longues ou courtes, ce qui est

caractéristique des streptocoques
Obijectif x100 La coloration semble étre une
coloration de Gram (violet), suggérant
que ce sont des Gram positifs
(retiennent le violet de cristal).

Absence de spores, pas de bacilles, ni
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de champignons filamenteux visibles
ici.

Pas de capsules ni flagelles visibles.
Cocci Gram positifs

111.5. Résultats de I'identification par les API systemes (APl 20 E, API 20 NE)

API systéeme Milieux de Espéces bactériennes

purification identifiées
API 20 E Hektoen Aeromonas hydrophila 6102002
Mac Conkey Proteus mirabilis 1032000
Hektoen Brevunidimonas vesicularis 1430000
Mac conkey Escherichia coli 7144552
Hektoen Salmonella spp 3706553
API 20 NE SS Pasteurelle spp 3530001
API Staph Chapman Staphylococcus xylosus 7775673
Staphylococcus lentus 4777700

e Profil biochimique des souches en amont

Fig.29. Breundimonas vesicularis
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Fig. 35. Salmonella spp
111.6. Résultats de I’identification biochimique complémentaires

e Profil biochimique des Staphylococcus
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Tests Résultats

Test catalase

(+)

Test oxydase

(+)

111.7.Résultats de I’antibiogramme

Antibiotiques

Bactéries

Staphylococcus  23mm 6mm 26mm 28mm 20mm 30mm  /
xylosus (S) (R) (S) (S) (S) (S)
Staphylococcus =~ 28mm 6mm 7mm 6mm 8mm 23mm  /
lentus (S) (R) (R) (R) (R) (S)
Aeromonas 26mm 6mm 6mm 9mm 12mm 22mm  /
hydrophila (S) (R) (R) (1 () (S)
Escherichia 6mm 6mm 6mm 10mm 6mm 15mm  /
coli (R) (R) (R) () (R) N
Pasteurelle spp ~ 25mm 6mm 11mm 11mm 16mm 3lmm /
(S) (R) (1 (1 (S) (S)
Proteus 25mm 6mm 11mm 24mm 15mm 30mm /
mirabilis (S) (R) Q) (S) Q) (S)
Brevundimonas  33mm 6mm 44mm 23mm 40mm 6mm /
vesicularis (S) (R) (S) (S) (S) (R)
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Staphylococcus  / 5mm 37mm 3mm / / 35mm
xylosus (R) (S) (R) (S)
Staphylococcus / 6mm 6mm 6mm / / 25 mm
xylosus (R) (R) (R) (S)
Salmonellespp / 6mm 6mm 6mm / / 25 mm
(R) (R) (R) (S)
Proteus / 6mm 6mm 6mm / / 37mm
mirabilis (R) (R) (R) (R)
Salmonellespp / 6mm 30mm 6mm / / 6mm
(R) (S) (R) (R)
S:Sensible ; I : Intermédiaire. R : Résistante

Fig. 36. Exemple d’antibiogramme cas de Staphylococcus xylosus (photo original)

Bacteries Gram -

80%
60%

40%

- I I I I I
] l
A. hydrophila  Pasteurella spp E.coli Proteus mirabilis  B. vesicularis Salmonella spp

ER Wl ©5

Fig.37. Bactéries Gram -
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Bactéries Gram +

100%
80%
60%
40%
20%

0%
Staphylococus Staphylococus
xylosus ER mS lentus

Fig.38. Bactéries Gram +

111.8. Résultats des ASR

Echantillons Résultats ‘
El -
E2 -
E3 +
E4 +
E5 +
E6 -
E7 +

Résultat - Résultat +

Fig.39. Résultat des ASR
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111.8. Discussion

L’étude microbiologique commence toujours par I’observation macroscopique des
colonies qui ne représentent que ces clones des souches isolées et identifiées pendant toute
notre travail. Ainsi, sur les différents milieux utilisés, que ¢a soit pour I’isolement des
bactéries Gram positifs et des bactéries Gram négatifs ou méme sur gélose ordinaire, nous
avons trouvés que toutes les cultures sont polymicrobiennes présentant des colonies de
différents aspects et de différentes tailles. La majorité des colonies exhibent des aspects plus
ou moins similaires ou la couleur dominante est la couleur avec des contours réguliers.

L’étude microscopique des souches a montré que la majorité des bactéries ont des
formes batonnets a Gram négatives. La présence de bactéries ovoides est aussi observée. , Ces
microorganismes sont souvent regroupés en amas et/ou en chainettes et réagissent
positivement a la coloration de Gram.

Cette ¢tude a ¢ét¢ menée dans le but d’évaluer la qualité microbiologique des viandes
rouges et blanches commercialisées dans la wilaya de Guelma, en se concentrant
particuliérement sur la recherche et I’identification des germes indicateurs d’hygiéne ainsi que
des bactéries pathogeénes. L’objectif principal était de mettre en évidence les principales flores
microbiennes présentes dans les viandes destinées a la consommation humaine, tout en tenant
compte des conditions de manipulation, de conservation et des pratiques sanitaires observées
dans les boucheries locales.

Les résultats obtenus ont révelé une contamination microbienne significative dans la
majorité des échantillons analysés. Des charges élevées en flore mésophile aérobie ont été
constatées dans plusieurs cas, notamment dans les viandes hachées, les produits transformés
(merguez), ainsi que les viandes conservées au réfrigérateur pendant plusieurs jours. Par
ailleurs, la présence de bactéries pathogénes telles que Escherichia coli, Salmonella spp.,
Staphylococcus spp., Aeromonas hydrophila, Proteus mirabilis et méme la présence de
levures et de moisissures a été confirmée, mettant en évidence une exposition potentielle des
consommateurs a des agents responsables d’intoxications alimentaires ou d’infections
opportunistes.

La flore mésophile aérobie totale (FMAT) représente un indicateur global de la qualité
microbiologique des viandes. Les résultats montrent que la plupart des échantillons
dépassaient les seuils recommandés (10 UFC/qg), particulierement dans la viande hachée et le

foie. Cette flore, en tant que reflet de 1’état général d’hygiéne et de fraicheur, révéle ici des
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conditions de conservation inadéquates ou une rupture de la chaine du froid. Une étude de
(Guergueb et al.,2023). A mis en eévidence des taux moyens similaires en Algérie,
particulierement dans les viandes issues de points de vente informels, confirmant une
problématique nationale en matiére de sécurité alimentaire. Ces charges élevées
compromettent non seulement la durée de conservation mais favorisent également la
prolifération de bactéries pathogenes secondaires.

L’analyse des coliformes totaux et fécaux par la méthode du nombre le plus probable
(NPP) a révélé leur présence dans plusieurs échantillons, ce qui traduit une contamination
fécale certaine. Les coliformes fécaux, et en particulier Escherichia coli, sont des indicateurs
directs d’une contamination d’origine intestinale, soit par contact direct avec les excréments
des animaux, soit par un lavage inadéquat des carcasses ou du matériel. La thése de Bouzidi
(2022) a confirmé que E. coli est largement isolée des viandes rouges vendues dans la région
de Blida, avec des profils de résistance préoccupants a I’amoxicilline et au cotrimoxazole. La
présence de ces germes dans la viande constitue un réel danger pour la santé publique, en
particulier chez les enfants, les personnes agées ou les immunodéprimes.

Concernant les staphylocoques, I’ensemencement sur milieu Chapman a permis
d’identifier Staphylococcus xylosus et Staphylococcus lentus. Ces staphylocoques a coagulase
négatifs, bien que traditionnellement considérés comme moins pathogenes que
Staphylococcus aureus, peuvent néanmoins étre impliqués dans des infections opportunistes,
notamment cutanées ou urinaires. Les tests d’antibiogramme ont mis en évidence une
multirésistance chez S. lentus, notamment a la pénicilline et a I’amoxicilline. Ces résultats
concordent avec ceux rapportés dans la thése de doctorat de Kherbouche (2018), qui a
observé une forte fréquence de ces espéces dans les produits carnés a Constantine, ainsi qu’un
profil de résistance élargi, rendant difficile la prise en charge thérapeutique.

La détection de Salmonella spp. dans des échantillons de viande blanche et de foie
constitue un résultat particulicrement alarmant. Ces bactéries sont a 1’origine de
salmonelloses, des toxi-infections alimentaires souvent graves, pouvant entrainer fievre,
diarrhée sévere, et hospitalisation. Laib (2021) a rapporté une prévalence de Salmonella spp.
dans plus de 18 % des viandes rouges vendues a Sétif, avec des taux de résistance élevés aux
antibiotiques de la famille des B-lactamines. Dans cette étude, les souches de Salmonella
isolées ont montré une résistance totale a la pénicilline et a I’amoxicilline, soulignant un

risque de transmission de souches multirésistantes par 1’alimentation.
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Les résultats du test de recherche des streptocoques ont confirmé leur présence dans
plusieurs échantillons, notamment ceux conservés pendant plusieurs jours. Les streptocoques
sont généralement associés aux flores lactiques mais certaines especes pathogenes peuvent
provoquer des infections génitales, urinaires, ou ORL. Leur présence dans les viandes peut
résulter de contaminations croisées par les manipulateurs ou 1I’environnement. L’analyse
révele ici des pratiques hygiéniques insuffisantes lors de la découpe ou du conditionnement.

L’ensemencement sur gélose Sabouraud a permis de mettre en évidence la présence de
levures et de moisissures dans plusieurs viandes, principalement dans la viande hachée et les
ailes de poulet. Si les levures sont relativement peu pathogenes, certaines moisissures peuvent
produire des mycotoxines aux effets cancérigénes ou hépatotoxiques. L’humidité, la
température ambiante et la durée de conservation sont des facteurs favorisant leur
prolifération. Cela rend la viande impropre a la consommation, surtout en cas de cuisson
insuffisante ou de consommation crue.

Les résultats concernant les anaérobies sulfito-reducteurs (ASR) ont révélé leur
présence dans quatre échantillons sur sept. Ces bactéries, telles que Clostridium perfringens,
sont sporulées et peuvent survivre a la cuisson. Elles sont responsables d’intoxications
alimentaires aigués, entrainant crampes, diarrhées, voire colites sévéeres. Selon (Belkebir et
al., 2022), les ASR sont tres frequents dans les viandes stockées a température ambiante ou
conservées trop longtemps. Leur présence dans les échantillons étudiés suggere une
dégradation avancée du produit et représente un indicateur de mauvaise conservation.

Enfin, D’analyse globale des résultats met en évidence une contamination
microbiologique notable des viandes rouges et blanches commercialisées dans la wilaya de
Guelma, traduisant des insuffisances majeures en matiere d’hygié¢ne, de conservation et de
manipulation. L’impact de cette situation est double : d’une part, elle compromet la qualité
sanitaire des viandes, réduisant leur durée de conservation et favorisant leur altération rapide ;
d’autre part, elle expose directement les consommateurs a des risques d’intoxications
alimentaires, notamment en cas de présence de pathogenes comme Salmonella spp, E. coli ou
Clostridium perfringens. La détection de germes multirésistants tels que Proteus mirabilis,
Staphylococcus lentus ou Aeromonas hydrophila souléve en outre une problématique
préoccupante liée a 1’antibiorésistance, qui complique la prise en charge médicale des
infections.

Ces résultats témoignent de la nécessité urgente d’appliquer des mesures correctives

au niveau des abattoirs, des boucheries et tout au long de la chaine de distribution, notamment
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en formant le personnel, en contrélant rigoureusement les températures et en assurant une
désinfection réguliere des surfaces, afin de garantir une viande saine et conforme aux

exigences de securité alimentaire.
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Conclusion

A Tlissue de cette étude, il apparait clairement que la qualité microbiologique des
viandes commercialisées dans la wilaya de Guelma est marquée par une contamination
variable, parfois préoccupante. La présence récurrente de germes pathogenes tels que
Salmonella spp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus, ainsi que d’autres micro-
organismes, met en lumicre des lacunes notables dans les pratiques d’hygiéne et dans le
controle des conditions de conservation au sein de certaines boucheries. Ces constats
traduisent une insuffisance dans la maitrise des étapes cruciales de la chaine de production, de
transformation et de distribution, ce qui constitue un risque important pour la santé publique.

Face a cette situation, il est impératif de renforcer les mesures de surveillance
microbiologique de facon réguliere et systématique. Cela passe notamment par une formation
continue et approfondie du personnel intervenant tout au long de la chaine alimentaire, afin
d’assurer une meilleure connaissance et application des regles d’hygiene et de sécurité. De
plus, il est essentiel d’instaurer un suivi rigoureux de la chaine du froid, ainsi qu’une
désinfection réguliére et efficace des équipements et locaux. Ces actions contribueront a
réduire significativement les sources potentielles de contamination.

Par ailleurs, la sensibilisation des consommateurs joue un réle fondamental dans la
prévention des risques alimentaires. Informer et éduquer le grand public sur les bonnes
pratiques de manipulation, de conservation et surtout de cuisson des viandes est indispensable
pour limiter les risques de toxi-infections alimentaires. Il faut rappeler que la sécurité
alimentaire ne s’arréte pas a la vente, mais s’étend jusqu’a la préparation a domicile.

Enfin, cette étude ouvre des perspectives intéressantes pour des recherches futures. Le
suivi approfondi de la résistance aux antibiotiques chez les bactéries isolées, ainsi que
I’utilisation de techniques modernes de biologie moléculaire pour une identification plus
précise des agents pathogénes, sont des axes a privilégier. Ces avancées permettront
d’améliorer la gestion du risque sanitaire li¢ a la consommation des viandes, tout en
contribuant a la lutte contre 1’émergence de bactéries multirésistantes.

En somme, garantir une meilleure sécurité sanitaire des viandes nécessite une
approche globale, impliquant a la fois les autorités sanitaires, les professionnels de la filiére et
les consommateurs. Ce travail rappelle que la prévention commence dés la production et se
poursuit jusqu’a la table, par des gestes simples mais essentiels, tels que bien cuire la viande,
respecter la chaine du froid, et éviter les contaminations croisées. C’est ainsi que 1’on pourra
protéger efficacement la santé publique et offrir aux consommateurs des produits carnés sirs

et de qualité.

62



Conclusion

Prévention et perspectives

A Tlissue de cette étude, il est évident que la qualité microbiologique des viandes
commercialisées dans la wilaya de Guelma présente des défaillances préoccupantes. Pour y
remédier, plusieurs axes de prévention s’imposent :
-Un renforcement des contrdles microbiologiques réguliers tout au long de la chaine de
production et de distribution.
-Une formation continue du personnel sur les bonnes pratiques d’hygiéne et la gestion de la
chaine du froid.
-Une désinfection rigoureuse et fréquente des équipements, locaux et surfaces de travail.
-Une sensibilisation des consommateurs aux gestes essentiels : bonne cuisson, conservation
adéquate, et hygiéne lors de la manipulation des viandes.

En ce qui concerne les perspectives, cette etude ouvre la voie a plusieurs pistes de
recherche :
-Le suivi de la résistance aux antibiotiques chez les bactéries pathogénes isolées.
-Lapplication de techniques de biologie moléculaire pour une identification plus rapide et
plus précise des agents microbiens.
-Le développement d’outils de tracabilité et de surveillance pour anticiper les risques
microbiologiques et réagir plus efficacement.

D’une mani¢re générale, améliorer la sécurité des viandes nécessite une collaboration
active entre les autorités sanitaires, les professionnels de la filiére et les consommateurs. C’est
a travers cette approche globale et responsable que 1’on pourra garantir des produits carnés

sains et préserver la santé publique.
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