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Introduction

L’un des facteurs de risque les plus importants à maîtriser, concernant à la fois la

qualité et la sécurité des produits, est sans conteste la contamination bactérienne. En effet les

bactéries, qui peuvent être responsables de l’altération des denrées alimentaires, peuvent aussi

par leur présence, par la synthèse de métabolites toxiques ou de toxines, constituer un risque

majeur pour la santé du consommateur. Ce risque bactérien concerne notamment les denrées

alimentaires d’origine animale telles que la viande rouge et la volaille.

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime que près de 30% des habitants des

pays industrialisés souffrent chaque année d’une toxi-infection alimentaire collective (TIAC)

(Bailly et al., 2012). Tous ces cas de TIAC sont susceptibles d’être provoqués par les viandes

rouges et/ou la volaille. Sur 1032 foyers déclarés en 2010 en France, 22% ont été associés à la

consommation de produits carnés en général (viande de boucherie, volailles, viandes de

charcuterie) (Bailly et al., 2012).

Aux USA, le nombre annuel de cas de toxi–infections alimentaires est estimé à 38,6

million (Ghafir et Daube, 2007). 71,7% des mortalités survenues seraient dus à des bactéries,

dont la majorité d’entre elles provient le plus souvent des denrées alimentaires d’origine animale

(Bourgeois et al., 1996).

En Afrique subsaharienne, les toxi-infections alimentaires ne sont pas rares, mais leurs

estimations sont largement sous-évaluées par les autorités sanitaires et leurs origines sont

rarement élucidées du fait de la faiblesse des moyens de diagnostic notamment bactériologiques.

Cette situation prévale aussi en Algérie, où les données relatives aux TIAC sont très limitées.

En effet, peu de cas ont été recensés et les statistiques sous-estiment le nombre de cas réels.

Les deux principaux agents bactériens incriminés dans les toxi-infections alimentaires (en

termes de nombre de cas totaux et de nombre d’hospitalisations) sont Salmonella et

Campylobacter, viennent ensuite en nombre d’hospitalisations : Listeria monocytogenes,

Escherichia coli O157 entérohémorragique, Staphylococcus et Yersinia enterocolitica.

Salmonella (30,6 %), Listeria monocytogenes (27,6 %), Campylobacter (5,5%) et E. coli O157

entérohémorragiques (2,9 %) sont estimés comme étant responsables des plus fortes mortalités

aux USA (Mead et al., 1999).
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La formation de biofilms est liée à la présence des bactéries sous forme planctonique

dans l’environnement et leur capacité d’adhérer sur de nombreuses surfaces (Habimana et al.,

2010).

Le biofilm est une forme de stratégie de survie bactérienne dans un état hostile. Le

comportement des bactéries incluses dans un biofilm est très différent des bactéries

planctoniques. Les bactéries contenues dans la structure du biofilm sont généralement plus

résistantes aux agents antimicrobiens que les bactéries planctoniques, et peuvent varier d'un

organisme à un autre (Morar, 2011).

La fixation des bactéries et la formation de biofilms au niveau des surfaces en contact

avec les aliments, peut devenir une source potentielle de contamination de ces derniers. Des

bactéries pathogènes pourraient être incorporées dans le biofilm, et sous certaines conditions

elles peuvent se détacher, se propager et contaminer d'autres surfaces (Sofos, 2014) et transmises

aux aliments et ainsi provoquer des toxi-infections alimentaires, ce qui constitue un réel

problème de santé publique.

C’est dans ce contexte que s’inscrit cette étude qui a comme objectif, dans un premier

temps d’évaluer le niveau d’hygiène prévalent au niveau de certains commerces de viande

(boucherie de proximité et marché populaire) en effectuant des prélèvements, en vue d’une

analyse bactériologique, au niveau des différentes surfaces en contact avec la viande, et dans un

deuxième temps de tester les souches isolées quant à leur capacité à adhérer et à former des

biofilms.

Le document est structuré en une synthèse bibliographique, relative à la contamination

bactérienne des viandes et au risque sanitaire y découlant et au phénomène « biofilm », suivie

par la description de la partie matériel et méthodes et enfin les résultats obtenus sont illustrés

accompagnés de leur discussion et des principales conclusions auxquelles ils nous ont amené.
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1. Boucherie

Une boucherie est un établissement commercial de vente en détail de la viande

d’animaux d'élevage (Hachette, 2006). Les connaissances et le niveau de formation des

gestionnaires de ces établissements en ce qui concerne l'hygiène personnelle et générale sont

d'une importance particulière pour assurer la santé et la sécurité du consommateur. Ils jouent

un rôle majeur pour assurer la sécurité alimentaire tout au long de la chaîne de production,

transformation, stockage et de préparation du produit carné. Une mauvaise manipulation et le

mépris des mesures d'hygiène par les gestionnaires contribuent fréquemment à des épidémies,

de maladies d'origine alimentaire, causées par Staphylococcus aureus (S. aureus) et les

bacilles à Gram négatif telles qu’Escherichia coli (E. coli) et Salmonella spp. (Ghafire et

Daube, 2009) .

2. Viande

2. 1. Définition et qualité

La viande est le produit de transformation du muscle après la mort de l’animal. Sa

qualité prend en compte 4 composantes : la qualité technologique, la qualité organoleptique,

la qualité nutritionnelle et la qualité hygiénique. Les trois premières composantes ont été

décrites chez le bovin par Salifou et al. (2013). La quatrième composante est essentiellement

liée à la santé publique et constitue un critère primordial pour la sécurité sanitaire du

consommateur. De ce fait, la viande ne doit contenir aucun résidu toxique, aucun parasite, ni

être le siège d’un développement bactérien susceptible de produire des éléments nocifs

(Coibion, 2008).

La viande étant une denrée périssable, elle a été traditionnellement considérée comme

le véhicule de nombreuses maladies d'origine alimentaire chez l'Homme (Fosse et al., 2006).

Sa composition en eau et en protéines, de haute valeur biologique, fait qu’elle est une niche

très favorable au développement des microorganismes (Benaissa, 2011). De même, la

transformation de l’animal vivant en carcasse puis en viande s’accompagne généralement

d’une contamination  microbienne au cours du procédé (Cartier, 2004).

2. 2. Microbiologie de la viande

De nombreuses recherches microbiologiques ont été menées sur la viande et ont

permis d’isoler par stade de production, plusieurs types de microorganismes selon qu’il s’agit



Synthèse bibliographique

4

de la viande fraîche, de la viande hachée ou des préparations à base de viande (Dennaï et al.,

2001; Benaissa, 2011 ; Biswas et al., 2011 ; Kpodékon et al., 2013). La connaissance de ces

derniers est indispensable à une bonne maîtrise de la contamination pour assurer la sécurité

sanitaire des consommateurs de viandes.

La microflore initiale de la viande regroupe les microorganismes provenant de

l’animal vivant et après abattage, c’est-à-dire jusqu’à l’habillage mais avant lavage

(Fernandes, 2009). Ces microorganismes proviennent soit des animaux eux-mêmes par

contact direct via le cuir, les pattes, les sabots ou le tractus digestif, soit de l’eau utilisée,  de

l’Homme, de la méthode de travail, du milieu ou du matériel utilisé par contact indirect

(Corry, 2007 ; Fernandes, 2009).

2.2.1. Flore totale aérobie mésophile

La flore totale aérobie mésophile regroupe des microorganismes formant des colonies

dénombrables après leur multiplication dans des conditions de laboratoire définies (Bonnefoy

et al., 2002). Il s’agit des microorganismes aérobies pouvant se multiplier dans des conditions

ambiantes à 30°C et ne constituant pas une famille bactérienne particulière. Cette flore

regroupe des espèces d’entérobactéries, de Bacillus, de staphylocoques, de Pseudomonas, de

bactéries lactiques ou d’autres agents éventuellement pathogènes (Ghafir et Daube, 2007).

2.2.2. Microorganismes pathogènes

Les bactéries pathogènes isolées dans les viandes sont: Bacillus cereus (taux

relativement faible sur les carcasses), Campylobacter spp. (rencontré plus fréquemment dans

la volaille), Escherichia coli et principalement E. coli O157: H7 (retrouvée dans la viande

bovine), Listeria monocytogenes (taux plus élevé souvent dans les viandes hachées),

Clostridium botulinium, Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, Salmonella spp.,

Yersina enterocolitica (rencontrés à un taux plus élevé dans la viande porcine) (Ghafir et

Daube, 2007; Fernandes, 2009; Bailly et al., 2012). Aeromonas spp. se développe uniquement

sur les viandes qui ont été emballées sous vide ou sous atmosphère modifiée (Fernandes,

2009). Mycobacterium tuberculosis, Brucella abortus et Bacillus anthracis sont des espèces

pouvant provenir de l’animal malade et dont leur ingestion à travers la consommation de

viande est parfois pas cuite à cœur entraîne respectivement chez le consommateur la

tuberculose, la brucellose et la maladie du charbon (Warris, 2000; Lawrie et Ledware, 2006).

Ces maladies ont tendance à être localisées dans certaines régions du monde. De toutes ces
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flores, les plus incriminées dans les toxi-infections alimentaires en Europe et aux USA sont :

Salmonella sp. et Campylobacter (European Food Safety Authority, 2006 ; Ghafir et Daube,

2007).

2. 3. Facteurs de développement

Le développement de la microflore initiale est influencé par: le nombre initial de

microorganismes présents sur la carcasse (principalement la flore d’altération), les espèces ou

les souches présentes, la température de conservation, le pH (lié au taux de glucose dans la

viande) particulièrement pour les viandes conservées sous vide ou sous atmosphère modifiée

et l’humidité relative qui influence uniquement les viandes non emballées (Corry, 2007).

Les facteurs les plus importants sont le pH, la température, l’activité de l’eau (aw),

l’humidité relative et le potentiel d’oxydoréduction (rH) (Lawrie et Ledward, 2009).

3. Toxi-infections alimentaires d’origine animale

Même si elles ne sont pas rares, les toxi-infections alimentaires collectives (TIAC)

sont très souvent bénignes, dominées par des troubles digestifs dont les malades récupèrent

sans séquelles en quelques jours. La source principale de ces toxi-infections est donc

l’alimentation d’origine animale. Les différents agents bactériens peuvent être des bactéries

zoonotiques c’est a dire qu’ils sont susceptibles de se transmettre naturellement des animaux à

l’Homme, il s’agit principalement de microorganismes présents dans le tractus intestinal des

bovins, volaille et porc (Padungtod et al., 2002).

3.1. Exemples de bactéries à l’origine de TIAC

L’un des plus importants microorganismes pouvant provoquer des TIAC est S. aureus,

une espèce retrouvée chez 50% des adultes (porteurs sains) ou au niveau des plaies cutanées

infectées. Ces sujets peuvent être source de contamination de la viande rouge et de la viande

de volaille lors de sa manipulation (panaris, furoncles). La TIAC est due à au pouvoir invasif

de S. aureus et à sa résistance à la phagocytose et la production de toxines thermostables

(pouvant s’accumuler dans l’aliment) ainsi qu’à son pouvoir adhésif et à former des biofilms

(Projan et Nocick, 1997). En effet, c’est l’agent pathogène le plus isolé des surfaces en

contact avec la viande et la volaille où il peut adhérer et former des biofilms (Hermans, 2009).
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Le deuxième micro-organisme le plus incriminé dans les TIAC est Salmonella qui

peut se développer sur la plupart des aliments d’origine animale. La contamination peut avoir

lieu par contact avec des matières fécales (coquilles d’œufs) ou lors de la préparation (œufs,

produits à base d’œufs, volailles, viande). L’habitat naturel des salmonelles est l’intestin de

l’animal et de l’Homme (Denis, 2003). Ces bactéries sont des agents pathogènes responsables

de foyers couramment associés à la consommation de viande de volaille contaminée. Les

salmonelles sont facilement détruites par la chaleur, de ce fait les aliments les plus souvent

incriminés sont des aliments consommés sans cuisson (mayonnaise, charcuterie) ou après une

cuisson faible. La consommation de steaks hachés insuffisamment cuits ou crus pour les

populations sensibles (jeunes enfants, personnes âgées et personnes immunodéprimées) peut

aussi être à l’origine de l’apparition de cas de salmonellose (Gledel, 1978). En plus de son

pouvoir pathogène, Salmonella a la capacité de  former des biofilms, lui procurant une

persistance dans différents environnements.
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1. Définition du biofilm

Le terme « biofilm » a été proposé pour la première fois en 1978 par Jhon William

Costerton et ses collaborateurs et définis comme étant des populations de bactéries adhérentes

les unes aux autres et /ou à des surfaces ou interfaces et englobées dans une matrice

(Costerton et al., 1978). Depuis, la notion de biofilm n’a cessé d’évoluer en fonction des

avancements des travaux visant la compréhension profonde de ce phénomène

Ces dernières années, un biofilm est considéré comme une communauté microbienne

sessile composée de cellules irréversiblement attachées a une surface, contenue dans une

matrice de substances polymériques extracellulaires produites par elles mêmes, et présentant

un phénotype modifié concernant le taux de croissance et la transcription des gènes (Lazar,

2011).

2. Etapes de formation sur surfaces abiotiques

Figure 1 : Schéma représentant le cycle de vie d’un biofilm. Etape 1 :adhésion initial

(réversible) étape 2 : adhésion permanente (irréversible) ;étape 3 :formation de microcolonie

et sécrétion de la matrice extracellulaire ;étape 4 maturation du biofilm et étape 5 : dispersion

des cellules (Stoodley et.,al ).

2.1 Adhésion primaire réversible et non spécifique

La formation d’un biofilm débute d’abord par le conditionnement de la surface qui

s’amorce souvent par une adsorption non spécifique de molécules organiques et d’ions

présents dans le milieu modifiant certaines de ses propriétés de surface (Kumar et Arnand,

1998). Cette adhésion réversible est caractérisée par l’adsorption faible des cellules

bactériennes sur la surface par des liaisons chimiques non covalentes de type Van der Waals,

électrostatique et hydrophobe (Costerton et al., 1981).
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2.2. Adhésion permanente irréversible et spécifique

Cette adhésion stable est rendue possible par la sécrétion de polymères extracellulaires

formant des ponts de fixation entre la cellule et la surface (Bellon-Fontaine et Cerf, 1991).

Ces exopolymères permettent de maintenir le biofilm assemblé tout en le protégeant contre les

biocides et certaines conditions de vie défavorables (hautes températures, séchage). En plus, il

agit comme un système d’échange d’ions afin de concentrer les nutriments pour la

multiplication des cellules (Dreeszen, 2003). Dans cette étape les interactions mises en jeux

sont de type ionique, hydrogène, covalentes et hydrophobes (Kumar et Anand, 1998).

2.3. Formation de microcolonies et sécrétion de la matrice extracellulaire

Les micro-organismes se divisent en formant des microcolonies. A partir d’une

concentration suffisamment dense d’individus, ils commencent la sécrétion de la matrice

extracellulaire. Ces microorganismes sont englobés dans un matériel adhésif et mucoîde

(Kodjikian et Burillon, 2003). Selon l’espèce impliquée, une microcolonie peut se composer

de 10 à 25 % de la matrice exopolysaccharidique (Costerton, 1999).

2.4. Maturation

Le biofilm grandit et murit, s’épaississant jusqu'à devenir macroscopique en

conditions optimales. La maturation du biofilm est divisée en deux phases ; la première phase

est marquée par des régulations importantes de gènes, engendrant un changement marqué du

phénotype par rapport aux formes planctoniques. Elle concerne essentiellement des gènes

codant pour des protéines impliquées dans des métabolismes anaérobies ; cela suggère la

faible présence d’oxygène, surtout dans les zones les plus proches du support. La seconde

phase est marquée par des synthèses protéiques (Clutterbuck et al., 2007).

La communication intercellulaire (quorum sensing) est également indispensable lors

de la formation et la maturation du biofilm (Irie et Parsek, 2008). Des études ont montré que

les appendices de surface, nécessaires dans l’étape initiale de l’adhésion des micro-

organismes aux surfaces, avaient tendance à disparaitre lors de l’étape de maturation du

biofilm, laissant place à d’autres déterminants qui permettent la structuration et le maintien du

biofilm (Costerton, 1995; Filloux et Vallet, 2003).
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2.5 Dispersion

Lorsque l’épaisseur maximale du biofilm est atteinte, des formes planctoniques sont

libérées dans le milieu extérieur. Cette dernière étape se produit lors du vieillissement du

biofilm, ou lors de certains stress ou carences (Davey, 2003). Cet auteur a également rapporté

que la production de biosurfactants (rhamnolipides) pourrait aussi favoriser la dispersion des

cellules de la matrice du biofilm.

La dispersion des cellules du biofilm mature pourrait aussi être sous l’influence du

système de communication intercellulaire où une augmentation de la concentration en

molécules inductrices serait responsable de la régulation de la production d’enzymes de

dégradation de la matrice extracellulaire (lyse) (Stoodley et al., 2002).

3. Biofilm et filière viande

Très peu d'études ont été consacrées de manière spécifique aux biofilms qui se

développent dans les ateliers de transformation de la viande. Pourtant, il est connu depuis une

longue date que toutes les surfaces des environnements de fabrication depuis l‘abattoir

jusqu'au poste d'emballage de l'atelier de découpes sont colonisées par des micro-organismes

et notamment par des bactéries spécifiques à la filière viandes. Il est tout à fait intéressant de

constater que les travaux qui ont tenté de chercher sur les murs des ateliers de découpe, sur le

sol de ces mêmes ateliers, sur les tapis convoyeurs, sur les bacs d'entreposage... ect. ont tous

montré la présence de ces flores spécifiques à la filière viandes. Tout ce qui a été dit à propos

de la colonisation des surfaces en général est parfaitement valable pour ces  flores (Labadie,

2001). En effet, il ya de nombreux itinéraires pour une contamination par des agents

pathogènes, mais plus de 27% d'une telle contamination est associée à la contamination de

l'équipement et à la contamination croisée (Liu et al., 2010). Une grande partie de cette

contamination peut être attribuée à la présence de biofilms sur les surfaces de contact

alimentaire (Xu et al., 2013).

3.1. Quelques exemples de microorganismes formant des biofilms « négatifs »

Les biofilms dit « négatifs » sont des biofilms formés par des microorganismes

indésirables, qui lorsqu’ils sont présents sur les équipements peuvent être à l’origine d’une

contamination des produits et/ou d’une détérioration du matériel sur lequel ils s’installent la
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présence de ces biofilms a un impact considérable dans l’industrie agro-alimentaire telle que

l’industrie de transformation de la viande. Un biofilm peut se mettre en place en quelques

heures et permettre ainsi aux bactéries qui s’y trouvent de devenir résistantes aux agents

extérieurs engendrant d’éventuelles contaminations (Carpentier et Cerf, 1993).

En plus des bactéries pathogènes retrouvées (S. aureus, Salmonella), la viande

renferme une flore d’altération, pathogène opportuniste et une flore d’altération dont les

bactéries lactiques et E. coli. Cette dernière étant l’espèce bactérienne prédominante dans

l’intestin, sa présence dans la viande et la volaille est considérée comme une indication de

contamination fécale lors de la production et de la transformation de la viande crue (Eslava et

al., 2003). En plus d’adhérer à la surface cellulaire, ce microorganisme colonise les surfaces

inertes peu importe leurs compositions (Tuttle et al., 1999).

Par contre, les bactéries lactiques sont connues comme étant bénéfiques cependant elles

sont connues aussi pour leur pouvoir de contamination et de détérioration des aliments a base

de viande (Mintz et Du Bois, 2002).Ces bactéries sont capables de former des biofilms sur des

différentes surfaces grâce à leur pouvoir d’adhésion (Sci et al., 2001). Parmi elles, seuls les

entérocoques ont un statut controverse entre agents bénéfiques, indicateurs de contamination

fécale et pathogènes opportunistes et dont l’espèce généralement rencontrée dans les aliments

est Enterococcus faecalis (Tamine, 2002; Ho et al., 2007).
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1. Appréciation de l’hygiène des différents commerces de viandes

Des prélèvements sont effectués au niveau de trois boucheries situées respectivement à

Aamriw, quartier Sghir et au Centre ville (W. Béjaia), ainsi que chez deux vendeurs au

marché populaire bihebdomadaire «EDIMCO» (W. Bejaia). Avant prélèvement, une

inspection de l’état d’hygiène et des pratiques de découpe et d’entreposage de la viande au

niveau des lieux de prélèvements est effectuée.

1.1. Prélèvements de surfaces

Les prélèvements sont effectués avec port de blouse et de gants. Le raclage des

surfaces est réalisé à l’aide d’écouvillons stériles imbibés d’eau physiologique (NaCl 8,5 g/l)

stérile. Les écouvillons sont par la suite introduits dans des tubes a essai contenant 5 ml de

différents milieux d’enrichissement : Giolitti-Cantoni (GC, HIMEDIA, annexe 3), eau

peptonée (peptone 1 g/l, annexe 3) et Rothe (IPA, annexe 3) ainsi que bouillon de de Man,

Rogosa et Sharpe (préparation avec ingrédients, annexe 3) pour la recherche de:

Staphylococcus aureus, salmonelles, entérocoques et des bactéries lactiques respectivement.

En plus, un écouvillon, ayant servi à un prélèvement mixte (différentes surfaces) est introduit

dans un tube de 9 ml d’eau peptonée (Biokar, annexe 3) pour le dénombrement des

différentes flores : flore totale aérobie mésophile (FTAM), entérobactéries et coliformes

fécaux. Les tubes contenant l’écouvillon sont bien agités et étiquetés (date, lieu, code, milieu)

(Guiraud, 2003).

1. 2. Description des échantillons

1.2.1. Prélèvements à partir des boucheries de proximité

Vingt et un (21) échantillons sont prélevés de chaque boucherie (B1, B2, B3) à partir de

cinq surfaces différentes en contact avec la volaille et /ou la viande rouge : hachoir (A1)

réfrigérateur (A2), ustensiles de découpe (A3), table de découpe en bois (A4) et table

d’entreposage en acier inoxydable (A5); excepté pour la boucherie E3 qui ne disposait pas de

table en acier inoxydable (A5). Au niveau de chaque surface, quatre prélèvements sont

effectués pour la recherche de S. aureus, salmonelles, bactéries lactiques et des entérocoques

respectivement, ce qui représente 20 échantillons/ boucherie ; excepté pour la boucherie B3

où on a uniquement 16 échantillons. Un échantillon mixte est constitué en réalisant des

prélèvements au niveau des cinq surfaces en utilisant un même écouvillon. Ce qui porte le
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nombre d’échantillons à 21 (cas de B1 et B2) et à 17 (cas de B3). Cela porte le nombre total

d’échantillons à 59 échantillons (21 échantillons/ B1+ 21 échantillons/B2+ 17

échantillons/B3), tel qu’indiqué dans (annexe2 , tableau I)

1.2.2. Prélèvements au niveau du marché populaire bihebdomadaire (B4

et B5)

Dix-sept (17) échantillons sont prélevés au niveau du point de vente B4. Huit (8) sont

prélevés sur deux surfaces en contact avec le Bouzelouf (recherche des 4 flores citées plus

haut): table d’exposition recouverte de nylon blanc (A’2) et ustensiles de découpe (A3). Les 8

autres échantillons sont prélevés sur 2 surfaces en contact avec la volaille : table de découpe

en bois (A4) et surface en acier inoxydable (A5). En plus d’un prélèvement mixte effectué sur

les quatre surfaces (Em4).

Douze (12) échantillons sont prélevés au niveau du point de vente B5 à partir de 3

surfaces en contact avec de la viande rouge (4 flores recherchées/3 surfaces): table

d’exposition recouverte de nylon blanc (A’2), ustensiles de découpe (A3), table en bois (A4).

En plus d’un prélèvement mixte effectué sur les 3 surfaces, tel qu’indiqué dans (annexe2,

tableauI)

1.3. Analyse microbiologique

1.3.1. Dénombrement

Une série de dilutions décimales est préparée en inoculant 9 ml d’eau physiologique

stérile avec 1 ml  de la solution mère puis successivement à partir d’une dilution à une autre.

La solution d’épuisement de l’écouvillon, ayant servi au prélèvement mixte, est considérée

comme la solution mère (dilution 1/10)
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Tableau I: Dénombrement de la flore aérobie mésophile totale (FTAM), entérobactéries,

coliformes fécaux thérmotholerants (E. coli présomptif) (Guiraud, 2003).

Flore Milieu Ensemencement Incubation

FTAM PCA (Plate Count Agar;

Liofilchem, annexe 3)

1 ml des dilutions (10-3, 10
-4 et 10-5) est ensemencé en

masse

30°C / 72 h

Entérobactéries Déoxycholate (Conda,

annexe 3).

1 ml des dilutions (10-3 et

10-4) est ensemencé en

masse

37°C / 24-48 h

Coliformes fécaux VRBL (gélose lactosée,

biliée au cristal violet et

au rouge neutre; Conda,

annexe 3)

1 ml des dilutions  (10-2 et

10 -3) est ensemencé en

masse

44°C/ 24-48 h

1.3.2. Recherche des bactéries pathogènes et lactiques

- Recherche des S. aureus

Des isolements à partir des bouillons GC présumés positifs  (noircissement), ayant été

inoculés lors des prélèvements au niveau de chaque surface et servis à l’enrichissement sont

réalisés en stries à l’aide d’une pipette Pasteur sur de la gélose Chapman (Liofilchem,  annexe

3) incubée à 37°C/ 24 h (Guiraud, 2003). L’identification est effectuée en réalisant une

coloration de Gram, des tests de recherche de la catalase et de la coagulase.

 Test de la catalase

Sur une boitte de gélose chapman une goutte de peroxyde d’hydrogène  (H2O2) 3V est

déposée à l’aide d’une pipette Pasteur en contact avec une colonie caractéristique ;

l’apparition d’une effervescence (bulles de gaz) traduit la présence d’une catalase (Larpent,

1997).

 Test de la coagulasse
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Des colonies caractéristiques sur la gélose Chapman sont repiquées dans du bouillon

BHI (Brain Heart Infusion, annexe 3) et incubé à 37°C/ 24 h. Au terme de la période

d’incubation, 0,5 ml de la culture en BHI (trouble) sont mélangés avec 0,5 ml de plasma

humain (hôpital Khalil Amrane, Béjaia) dans des tubes à hémolyse et incubés à 37°C. La

lecture est effectuée après 2, 4, 6 et 18 h. La présence d’une coagulase se traduit par la prise

en masse partielle ou totale du plasma (Larpent, 1997).

-Salmonelles

Un enrichissement à partir du milieu de pré-enrichissement (eau peptonée), ayant été

inoculé lors des prélèvements au niveau de chaque surface, présumé positif (trouble) est

effectué dans du bouillon au sélénite (SFB, IPA, annexe 3) et incubé à 37°C/ 24 h (Guiraud,

2003). Un isolement en stries est par la suite réalisé à partir du bouillon SFB, présumé positif

(trouble), à la surface d’une gélose Hecktoen (IPA, annexe3) Les boites sont incubées à 37°C/

24 h (Guiraud, 2003). L’identification des salmonelles et E. coli est effectué à l’aide d’une

mini-galerie biochimique. A partir de colonies caractéristiques sur géloses Hecktoen et

VRBL, ayant servies au dénombrement, des tests d’identification biochimiques sont réalisés

en mettant en évidence des caractères spécifiques.

 Mobilité et fermentation du mannitol

La mobilité et la fermentation du mannitol sont étudiées en utilisant de la gélose

mannitol-mobilité (Conda, annexe 3), coulée en  culots dans des tubes à essai, et ensemencés

en piqure centrale à partir d’une culture fraiche  (24 h) à l’aide d’une pipette Pasteur et

incubée à 37°C/ 24 h. La lecture est réalisée tel qu’indiqué dans le tableau II.

Tableau II : Lecture caractéristique de Salmonella et E. coli sur milieu mannitol mobilité

Fermentation du
mannitol

Mobilité

Salmonella
E. coli

Milieu jaune Croissance aux abords de la piqure centrale

 Fermentation du glucose, lactose et saccharose ainsi que la production de H2S

Un ensemencement, à partir d’une culture fraiche (24 h), est réalisé dans des tubes

contenant le milieu TSI (Riofilckem, annexe 3), coulé sous forme de pente et culot, en piqure

centrale dans le culot et en stries sur la pente et incubés à 37°C/ 24 h. La lecture est réalisée

tel qu’indiqué dans le tableau III.
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Tableau III: Lecture caractéristique de Salmonella et E. coli sur milieu TSI

Pente
(Lactose /Saccharose)

Culot
(Glucose) H2S

Salmonella Rouge (-) Jaune (+) Noircissement (+)
E .coli Jaune (+) Jaune (+) Pas de noircissement (-)

(-) : Négatif        (+) : Positif

 Utilisation du citrate comme seule source de carbone

De la gélose Citrate de Simmons (Conda, annexe 3), coulée sous forme d’une longue

pente, est ensemencée en stries à partir d’une culture fraiche (24 h) et incubée à 37°C/ 24 h

(Guiraud, 2003). La lecture est réalisée tel qu’indiqué dans le tableau IV.

Tableau IV: Lecture caractéristique de Salmonella et E. coli sur milieu Citrate de Simmons

Citrate de Simmons
Salmonella Variable selon l’espèce

Vert (-)    bleu (+)
E .coli Vert (-)

(-) : négatif    (+) : positif

 Production d’une uréase et d’indole
Du bouillon Urée-Indole de Fergusson (IPA, annexe 3) est ensemencé à partir d’une

culture fraiche (24 h) et incubé à 37°C/ 24 h (Guiraud, 2003). La lecture est réalisée tel

qu’indiqué dans le tableau VI. Vu le manque de milieu Urée-Indole uniquement les souches

présumées E. coli sont testées sur ce milieu.

Tableau V : Lecture caractéristique d’E. coli sur milieu urée indole

Hydrolyse d’Urée Production d’Indole
E .coli Rouge (+) Anneau rouge (+)

(+) : positif         (-) : négatif

 Entérocoques

Un enrichissement, à partir des tubes de bouillon de Rothe présumés positifs, ayant été

inoculés lors des prélèvements à partir de chaque surface, est effectué en repiquant 1 ml dans
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du bouillon EVA-Litzky (Conda, annexe 3), un milieu sélectif confirmatif de la présence

d’entérocoques, incubé à 37°C/ 24 h (Guiraud, 2003). A partir des bouillons EVA-Litzky

positifs (trouble),  un isolement en stries est réalisé à la surface d’une gélose de Slanetz-

Bartley (IPA, annexe 3) incubée à 37°C/ 24 h (Larpent, 1997).

 Bactéries lactiques

Un isolement à partir des bouillons MRS (préparation avec ingrédients, annexe 3),

ayant été inoculés lors des prélèvements au niveau de chaque surface et servi à

l’enrichissement, présumés positifs est réalisé en stries sur de la gélose MRS (pH 5,5) et M17

(pH 6,5) (Conda, annexe 3) et incubés à 30°C/ 24-48 h (Guiraud, 2003).

Apres coloration de Gram et test de la catalase ,selon qu’il s’agit d’un coque ou d’un

bâtonnet, d’autres tests d’identification présomptifs du genre sont effectués (figure 2)

(Guiraud, 2003).

Figure 2 : Identification des bactéries lactiques

Bactéries lactiques

CoquesBacilles

Gaz (-)Gaz (+)Gaz (-)Gaz (+)

Croissance à 45°C - Thermo- résistance à 60°C/30 min
-MRS à pH=9,6
-MRS à 6,5% de NaCl
-Croissance à 44°C
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2. Etude du potentiel de formation de Biofilms des souches isolées

2.1. Préparation des cultures fraiches

Des souches lactiques (y compris les entérocoques) et pathogènes (Staphylococcus

aureus et salmonelles), sélectionnées lors de l’identification, sont repiquées dans des tubes

contenant respectivement du MRS (bactéries lactiques), du BHI (staphylocoques) et du

bouillon nutritif (salmonelles) et incubés à 37°C/ 24 h.

2.2. Ensemencement de la microplaque

La formation de biofilms est testée sur des microplaques en polystyrène (zellkultur

test plate 96U  1Stk, suisse) stérile suivant la méthode d’O’Toole et al. (1999). Les puits de la

microplaque, préalablement remplis avec 100 µl de bouillon sont ensemencés en quadruplé

pour les bactéries pathogènes (quatre répétitions par souche dans la même microplaque) et en

triplé pour les bactéries lactiques  (trois répétitions par souche dans la même microplaque)

avec 100 µl de chaque suspension bactérienne fraiche, puis la microplaque est incubé à 37°C/

24 h. Les autres puits contenant 200 µl de bouillon stérile sont utilisés comme témoins

négatifs.

2.3. Coloration de la microplaque au cristal violet et lecture

Après incubation, les suspensions bactériennes dans les puits, sont aspirées

soigneusement, puis rincés une fois avec 200 µl d’eau physiologique stérile. Par la suite, les

cellules fixées sont colorées avec 200 µl d’une solution de cristal violet (Biochem, Quebec,

Canada) à 0,1% (m/v) pendant 20 min, puis lavées avec 200 µl de l’eau physiologique stérile

jusqu’à obtention d’une couleur claire du liquide de lavage. Enfin, les puits de la microplaque

sont remplis avec 200 µl d’éthanol pour solubiliser le colorant. La quantité de colorant fixé

(indirectement de cellules fixées) est estimée par la mesure de l’absorbance à 540 nm à l’aide

d’un lecteur de microplaques (Chromate, USA).
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1. Appréciation de la qualité hygiénique

1.1. Boucherie N°1 (Aamriw)

Les lieux ont semblé avoir une bonne hygiène après avoir nettoyé (tôt le matin avant le

service); le personnel (deux personnes) a été vêtu de tabliers (de couleur rouge), travaillant à

mains nues et utilisant un hachoir et des ustensiles de découpe (couteaux, hache…) en acier

inoxydable nettoyés, sur des tables en bois (fissurées) pour découper la viande et un support

en acier inoxydable pour la déposer avant pesée et vente au client. La viande rouge a été

conservée dans des réfrigérateurs ouverts sur le coté,  en contact avec des herbes, tan dis que

la volaille a été entreposée séparément dans un réfrigérateur fermé. La boucherie dispose

d’une étroite chambre froide où est stockée la viande.

1.2. Boucherie N°2 (Quartier Sghir)

L’état des lieux a semblé avoir une mauvaise hygiène (fin de matinée, pendant le

service), le personnel (deux personnes) a été vêtu de tabliers (de couleur rouge), encrassés de

sang, travaillant à mains nues, la même personne passant du découpage à l’encaissement

direct en utilisant des ustensiles (couteaux, hache, couperet…en acier inoxydable) et un

hachoir (en acier inoxydable) non nettoyés sur des surfaces de découpe en bois et en acier

inoxydable.  La viande rouge, la volaille ainsi que les herbes ont été conservées dans le même

réfrigérateur fermé. Cette boucherie ne dispose pas de chambre froide mais d’un congélateur

où la viande rouge est entreposée.

1.3. Boucherie N°3 (centre ville)

L’état des lieux a semblé avoir une bonne hygiène (fin de matinée), le personnel sans

blouse utilisant des ustensiles de découpe (hache, couteau de boucher, couperet…et divers

couteaux en acier inoxydable) et un hachoir en acier inoxydable, encrassés de sang et de

débris de viande. La découpe est effectuée sur une planche en bois fissurée contenant des

débris.  La viande rouge et la volaille ont été conservées séparément dans des réfrigérateurs.

Aucune herbe n’a été observée. Cette boucherie dispose d’une chambre froide utilisée pour

l’entreposage de la viande.
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1.4. Marché populaire « EDIMCO »

Les prélèvements sont effectués chez trois vendeurs exposant leurs marchandises en

plein air sur des tables recouvertes d’une nappe en plastique dans un environnement pollué

(poussière, débris de viande, sang) avoisinant des stands de vêtements, légumes, articles

ménagés ; les clients n’hésitant pas à toucher à la marchandise (bouzelouf, viande rouge,

volaille). Les mêmes personnes (sans blouses ni gants) passent de la découpe et de la pesée à

l’encaissement de l’argent.

Prélèvement N°1 : Bouzelouf

La viande (Bouzelouf) a été déposée sur une table  recouverte de nylon blanc. Le

vendeur semble avoir des boutons de fièvre (furoncles).

Prélèvement N°2 : Volaille

La viande de volaille a été entreposée dans des plateaux en plastique et en acier

inoxydable ayant l’air propre. Le vendeur  utilise divers ustensiles de découpe (divers

couteaux, couperet…) en acier inoxydable.

Prélèvement N°3 : Viande rouge

La viande est entreposée sur une table recouverte de nylon et nettoyée à l’eau de javel,

exposant de la viande rouge, en plein air. Le vendeur coupe la viande avec des  ustensiles de

découpe en acier inoxydable (divers couteaux, hache) sur une planche en bois.

2. Estimation de la qualité hygiénique

Le dénombrement de la flore totale aérobie mésophile (FTAM) au niveau des

différentes boucheries et points de vente a permis le classement décroissant suivant: B2 (5,28

106 UFC /ml), B1 (2 106 UFC/ml), B4 (1,12.106 UFC/ml), B3 (5,2 105 UFC/ml) et B5 (0,9 105

UFC/ml). Un classement également retrouvé lors du dénombrement des entérobactéries: B2

(10,1.105 UFC/ml), B4 (4. 105UFC/ml), B1 (0,036.105 UFC/ml), B3 (0,06.105 UFC/ml) .Par

contre, le dénombrement des coliformes fécaux (figure 1) n’a montré aucune présence de ce

groupe bactérien au niveau des boucheries  B1, B2 et B5 et une faible charge au niveau de B3

(0,002 105 UFC/ml) et B4 (0,07105 UFC/ml) a été notée figure3. (annexe1, tableau I)
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Figure 3 : Taux de la flore aérobie mésophile totale, au niveau des 3 boucheries (B1-B2-B3)

et 2 points de vente (B4- B5)  inspectés

Figure 4 : Taux des entérobactéries et coliformes fécaux (E. coli présumé) au niveau

des 3 boucheries (B1-B2-B3) et 2 points de vente (B4 et B5) inspectés
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Les tests d’identification d’E. coli présomptifs (coloration de Gram, fermentation du lactose et

production de H2S, fermentation du Mannitol, mobilité, utilisation du citrate comme seule

source de carbone, hydrolyse de l’urée et production d’indole) ont révélé que 5/5 (100%)  des

souches ayant montré un aspect caractéristique sur gélose VRBL à 44°C (violette a rose-

rouge) fermentent le lactose, le glucose, le mannitol, n’utilisent pas le citrate comme source

de carbone et sont toutes mobiles et productrices de gaz. Parmi  les souches isolées (annexe1 ,

Tableau XII) de B3 et B4, 1/5 (25%) ont été uréase (+), indole (-) correspondant aux

caractéristiques de klebsiella, les 4/5 (80%) restant ont été uréase (–) et indole ( - ) pouvant

correspondre aux genres Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter ,Il faudra pousser

l’identification biochimique afin d’identifier l’espèce. Les résultats de notre étude sur

l’estimation de l’hygiène des 3 boucheries et les 2 points de vente ont démontrés qu’il ya une

charge très importante comparé au normes du (JORA ,1998 ) qui est de 20 UFC /ml, sachant

que ces estimation sont basées sur des prélèvements effectués tôt le matin après nettoyage

pour la boucherie 1 et un nettoyage sur place pour le point de vente B5 avec de l’eau de javel

ce qui nous mène a conclure qu’en fin de journée l’hygiène des lieux serait inacceptable.

Concernant les coliformes fécaux (thérmotolérants), il ya Présence d’une faible charge

(bonnes conditions d’hygiène) mais cela présente un risque dans le cas de formation de

biofilms, leurs présences présument une contamination fécale récente et la présence de

salmonelles,  shigelles et même E. coli pathogènes (Zmirou et al., 1987)

2.1 Recherche et identifications

2.1.1 Staphylococcus aureus

Nous avons constaté lors de la recherche de cette espèce, en se basant sur l’aspect

macroscopique sur milieu Chapman (annexe 1, tableauVII), que les surfaces A1 (hachoir), A2

(réfrigérateur), A3 (ustensiles), A4 (table en bois) et A5 (table en acier inox) ont été toutes

contaminées au niveau des boucheries B1, B2 et B3. Par contre, au niveau des points de vente

B4 et B5, cette espèce fut absente sur les surfaces A’2 (table recouverte de nylon) et A3

(ustensiles de découpe) dans le cas de B4 et sur les surfaces A’2 (table recouverte de nylon) et

A4 (table en bois) dans le cas de B5.

Les tests d’identification (coloration de Gram, catalase, coagulase) nous ont confirmé

l’identité de 18/59 souches présumées être S. aureus (annexe 1, tableau VII). Au niveau de la

B1, la présence de S. aureus a été confirmée sur 4 surfaces (figure5) à l’exception de la
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surface A1 (hachoir). Par contre, sa présence au niveau de la boucherie B2 n’a été confirmée

que sur les surfaces A3 (ustensiles de découpe) et A4 (table en bois) (Figure5). De même, au

niveau de la boucherie B3 (figure 5), uniquement la surface A1 (hachoir) a été retrouvée

contaminée. Concernant les deux points de vente (B4 et B5), les tests d’identification n’ont

révélé aucune présence de S. aureus (figure 5).

En se basant sur l’ensemble des résultats de la recherche de S. aureus, 30,51%

(18/59) des souches identifiées (annexe1, tableauVII ) se sont révélées être S. aureus.

Les résultats de notre étude ont démontré que la prévalence totale de S. aureus trouvé

est de 16%,  similaire à celles  trouvées  au Maroc  par (Senouci et al., 2014) qui est de

l’ordre de 16.66% sur les surfaces d’abattoirs, concernant la contamination des surfaces par

S.aureus nos résultats ont démontré que A4 (Table en bois) et A3 (ustensiles de découpe) sont

les plus contaminés,

La contamination par S.aureus pourrait être due à l’animal lui-même (bovin,

volaille …..) et/ ou du manipulateur car elle appartient à la microflore normale de la peau, et

des muqueuses par contamination directe ou bien croisée. L’environnement peut aussi être

une source de contamination  (Devriese,1980) .
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Figure 5. Nombre de souches de S. aureus identifiées sur les différentes surfaces
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2.1.2. Salmonella

Nous avons constaté lors de la recherche de ce genre et en se basant sur l’aspect

caractéristique sur milieu Hectoen (bleu vert et/ou a centre noir) que toutes les surfaces de la

boucherie B1 sont indemnes de cette bactérie (annexe1, tableau II) contrairement à la B2 où

toutes les surfaces semblent être contaminées (annexe1, tableau III). En revanche, la B3 n’a

révélé de présence suspecte de salmonelles que sur la surface A1 (hachoir) (tableau IV

,annexe1 ). Concernant le point de vente B4, toutes les surfaces ont semblé être contaminées à

l’exception de la surface A3 (table en bois) (annexe1 ,tableau V). Par contre seule cette

dernière (A3) s’est révélée positive dans le cas de B5 (annexe1, tableau VI).

Les tests d’identification présomptifs de Salmonella (coloration de Gram, fermentation

du lactose et production de H2S, fermentation du Mannitol, mobilité, utilisation du citrate

comme seule source de carbone, hydrolyse de l’urée et production d’indole) ont révélé que

toutes les souches isolées sur Hektoen (9 souches) ont été mobiles et fermentent le mannitol,

9 /9 des souches isolées des surfaces A2 (réfrigérateur), A5 (table en acier inox) de la

boucherie B1 et A5, A1 ainsi que la surface A’2 (table recouverte de nylon) dans le cas de B4

ont été lactose/saccharose négatives et glucose positives uniquement 6/9 ont été H2S positives.

Les 6/9 (66,66%) souches ayant montré les deux traits caractéristiques des salmonelles à

savoir lactose (-) et H2S (+) ont été isolées respectivement des surfaces A’2 et A5 (4 souches)

de la B2, A4 de la boucherie B4 (1 souche) ainsi que la surface A5 de la boucherie B2

(annexe1 , tableau XI ).

5/9 des souches prélevées sur les surfaces A2 et A3 (B2) et les surfaces A4 et A5 (B4)

utilisent le citrate comme source de carbone.

Sachant que 2 /6 souches A2B2 identifiées sont H2S (+), citrate (+) et productrices de gaz,on

présume qu’elles appartiennent aux sérotypes suivants :S.Typhimurium ,S.Enteritidis

,S.Pullorum , tel qu’indiqué dans le tableau VI.

deux (2) souches isolées sur la surface A’2 du point de vente (B4) et la surface A5 de la

boucherie B2 sont H2S (+) citrate (-) et productrice de gaz apres identification donc on

présume quelle appartiennent a l’espèce S.Paratyphi B , tel qu’indiqué dans le tableau VI.
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Deux (2) souches isolées sur les surfaces A4 et A5 du point de vente (B4) est identifié

comme etant H2S (+) , citrate (-) et ne produit pas de gaz on présume qu’elles appartiennent a

l’espèce S.Gallinarum

On remarque aussi que 5/9 des souches sont productrices de gaz dont 4 d’entre elles (4/5) sont

également H2S (+) (annexe1 ,tableau XI). 100% des souches sont mobiles et fermentent le

mannitol.

3/9 souches sont  H2S(-) et cit(-) et productrice de gaz on présume que ces trois (3) souches

appartiennent aux stéréotypes S.Paratyphi A

Tableau VI: Caractéristiques biochimique des différents stéréotypes identifier sur milieu TSI

et citrate de Simmons.

Pente Culot

H2S CitrateLactose /

Saccharose

Glucose Gaz

S.Typhimurium - + + + +

S.Enteritidis - + + + +

S.Pullorum - + + + +

S.Paratyphi B - + + + -

S.Gallinarum - + - + +

S.Paratyphi A - - + - -

TSI : Triple Suger Iron (+) =caractères positives    (-) = caractères négatives

100 % des souches identifiées ne fermentent pas le lactose/Saccharose mais fermentent

le glucose tandis que 54,55% des souches identifiées sont H2S (+) et ne fermentent pas le

lactose/Saccharose. Ces dernières répondent aux critères d’identification des salmonelles. Par

contre, 45,45% des souches identifiées utilisent le citrate comme source de carbone. Pour

salmonella on présume un totale de 5%, un taux inferieur a celui de l’étude faite  en Chine

par (Xu et al., 2013) qui est de 22 % trouvé sur les surfaces en contacte avec la volaille
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,selon nos résultats la surface la plus contaminée est la A5 acier inoxydable, effectivement

dans l’étude de (Tando et al., 2010) montre que l’acier inoxydable peut être contaminé par un

taux Considérable. Sachant que Salmonella est la flore saprophyte du tube digestif ,et peut

être présente dans l’organisme (porteur sain) (Yokoyama et al., 1988), donc les germes du

contenu digestif peuvent contaminer la surface des carcasses de façon indirecte (fèces

souillant les cuirs) ou directe (fèces aux marges de l’anus ou perforation d’un réservoir

digestif (éviscération) celles-ci peuvent donc contaminée les surfaces ainsi que d’autres

carcasses par contaminations croisées ;toutes les souches sont potentiellement pathogènes

pour l’homme porteur sain ou  causant la salmonellose il s’agit d’une des plus importante

cause d’intoxication alimentaire principalement lorsque la viande est consommé crus ou mal

cuite.
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Figure 6. Nombre de souches de Salmonella isolées sur les différentes surfaces des

boucheries B2 et B4

2.1.3. Entérocoques

Nous avons constaté lors de la recherche des entérocoques sur les différentes

surfaces la présence de colonies caractéristiques sur gélose Slanezt-Bartley à l’exception de la

surface A2 dans la boucherie B1, (annexe1, tableau II).
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Les tests d’identification des entérocoques (coloration de Gram, croissance à pH=9,6,

croissance en présence de 6,5 % (m/v) de NaCl, croissance à 44°C et thermo-résistance à

60°C/ 30 min) ont montré que 10/21 (42,86 %) des souches isolées répondent aux

caractéristiques des entérocoques (annexe1,tableauVIII), dont 2 souches isolées sur les

surfaces A4 (table en bois) et A3 (ustensiles de découpe) de la boucherie B1. Dans la

boucherie B2, seule la surface A1 (hachoir) s’est révélée positive. De même, les surfaces A1

et A4 (B3) et A’2, A3, A4 et A5 (B4) elles se sont toutes révélées contaminées (figure 4)

contrairement au dernier point de vente B5 où seule la surface A3 fut contaminée (figure 7).

Un taux de 15% d’entérocoques  est enregistré  dans notre étude, selon (Franz et al.,

2004)  les entérocoques contaminent largement les viandes ,pour ce qui est des surface on

remarque que leurs présences est partout selon l’étude (Compos al,2012) les entérocoques ont

la capacité de s’adapter aux conditions les plus hostile

La contamination peut être d’origine animal ou humaine car ils sont plutôt typiques

des  déjections animales (Clausen, 1977 ; Farrow ,1984 et Bitton, 1999) se trouvant dans le

tractus intestinal des animaux (Compos et al., 2012). Ces espèces colonisent le bétail, les

chevaux et la volaille bien qu’elles peuvent parfois être présentes chez l’humain, (Ruoff,

1989;Devriese,1998) ce sont des marqueurs de contamination fécale ( Briand, 2007).

0

1

2

3

4

5

B1 B2 B3 B4 B5

N
om

br
e 

de
 so

uc
he

s

Lieu de prélèvement

A5
A4
A3
A'2
A2
A1

Figure 7. Nombre de souches d’entérocoques isolées des différentes surfaces
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2.1.4. Bactéries lactiques

La recherche de ces bactéries (annexe1) a montré la présence de colonies caractéristiques

(rondes, crémeuses…) sur les géloses MRS (pH=5,5) et M17 (pH 6,5) et ce à partir des

prélèvements effectués sur toutes les surfaces des 3 boucheries (B1, B2 et B3) et des 2 points

de vente (B4 et B5).

Les tests d’identification (coloration de Gram et catalase) de 30 souches isolées des

boucheries B1 et B2 ont montré que 21/30 (70%) sont des bacilles et 9/30 (30%) sont des

coques (figure 5).

30%

70%

coques
lactiques

bacilles
lactiques

Figure8 : Nombre (%) de coques et de bacilles lactiques isolés des boucheries B1 et B2

Les tests d’identification des bacilles présumés être des lactobacilles (production de gaz à

partir de glucose, croissance à 45°C) ont montré que 8/21 (38,1%) des souches, isolées des

boucheries B1 et B2, sont thermophiles et hétéro-fermentaires ils appartiennent au sous-

groupe « Betabacterium » dont 5 prélevées des surfaces A1, A2, A3 et A4 (B1) et 3 souches

prélevées des surfaces A2, A4 et A5 (B2) (figures 5 et 6; tableau  , annexe ). Par contre, 12/21

(57,14%) des souches, isolées de B1 et B2, se sont révélées être des thermophiles homo-

fermentaires appartiennent au groupe « Thermobacterium » dont 4 souches prélevées de la

surface (A1) et le reste prélevées de la boucherie B2 à partir des 4 surfaces inspectées. Une

seule souche (1/21) représentant 4,77% isolée de la surface A3 (B2), s’est révélée être

mésophile homo-fermentaire elle appartiens au groupe « Streptobacterium »  ces groupes du

genre Bacillus ont été subdivisés par Orla-jensen (Guiraud et Rosec., 2004) (figures 9 et 10).
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Figure 10. Nombre de souches de bacilles lactiques, classées en groupes, isolées des

différentes surfaces des boucheries B1 et B2

L’identification des coques lactiques a montré que 4/9 (44,44%) des souches isolées

de la boucherie B1 se sont révélées être des entérocoques, tandis que 5/9 (55,55%) des

souches sont autres dont 2 souches de lactocoques (halotolérantes [6,5 % NaCl] prélevées de

la surface A1 (B1 et B2) et 2 souches (A4 et A5), halotolérantes et poussant à pH 9,6 et à

44°C, la dernière souche isolée de la boucherie B1 (A2) fut halotolérante et poussant à pH

9,6. Ces dernières peuvent appartenir au genre Lactococcus ,(figure11).

Concernant les bactéries lactique autres que les entérocoques  notre étude a démontré un taux

de 64% et on les retrouve sur toutes les surfaces, Dans la plupart des cas, la détérioration par

les bactéries lactiques provient de la ligne de production ou dans les matières premières

(viande ,volaille ….) et sont résistantes aux stresses environnementaux d’après (Senda et
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al.,2008 )ce qui explique leurs taux élevés et leurs propagations, sachant que les bactéries

lactiques se trouvent dans différentes niches écologiques : lait, les végétaux, la viande, les

muqueuses humaines , animales et dans le tractus digestif elles sont aussi retrouvées dans le

sol, les engrais, et les eaux d’égout (Holzapfel et al., 1996) ce qui nous mènent à dire qu’il

existe divers sources de contamination  directes ou croisées au sein des boucheries.
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différentes surfaces des boucheries B1 et B2.
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Figure 12: Taux de bactéries recherchées sur l’ensemble des échantillons (B1-B2 -B3,-B4 -
B5)

3. Capacités d’adhésion des souches identifiées

L’adhésion et la formation d’un biofilm est détectée visuellement au niveau des puits

des microplaques tel que montré sur la figure .toute fois l’importance de cette adhésion ne peu

être estimé que par la mesure des absorbances après coloration au cristal violet

Figure 13 : Photographie de biofilms dans des puits de microplaque en polystyrène de 96
puits ,après coloration au cristal violet (photo original).

3.1. Souches pathogènes (Salmonella , entérocoques)

les mesures d’absorbance (A) a 540nm des suspensions bactériennes correspondants
aux 6 souches de Salmonella et 10 souches d’entérocoques utilisés dans cette étude obtenue
après coloration au cristal violet ont donné des valeurs comprises entre 0.35 et 0.502 ; 0.268 et



Résultats et Discussion

31

0.97 respectivement .(Figure14) on remarque un rapprochement dans les moyennes
d’absorbance des différentes souches de Salmonella ce qui indique que leurs capacités
d’adhésion est proche  tans dis que pour les entérocoques leurs différences dans les moyennes
d’absorbance  indiquent une différence dans la capacité d’adhésion

Figure 14 : les moyennes des capacités d’adhésion des 6 souches de Salmonella (SL1/SL6) et

10  souches des entérocoques (EC1 /EC10) sur les différentes surfaces de boucheries et points

de vente.

Tableau VII : Estimations des résultats d’adhésion de Salmonella

Souches

Adhésions Absorbances Potentiels d’adhésions

SL1 (B4A5S1)
SL2 (B4A3S2)
SL3 (B4A5S1)
SL4 (B4A’2S1)
SL5 (B4A4S1)
SL6 (B2A5S1)

0.64<A<0.32 Très adhérente

3.1.1. Salmonella

100% de nos souches sont très adhérentes sachant que la surface la plus contaminée

est en acier inoxydable.

Bien que cette surface est recommandée (ne favorise pas la contamination et

l’adhésion) d’âpres l’étude de ( Chen et al., 2013) on suppose que cette dernière est usée
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(création de crevasses)  en plus de leurs pouvoirs d’adhésion grâce aux composants

structurales importants (curli ,fimbrae …) ,sachant que salmonella résiste même à la

dessiccation et la désinfection  (vanderleyden , 2012).

3.1.2. Entérocoques

Les entérocoques adhèrent sur toutes les surfaces fortement ou moyennement

comme le démontre (Seneviratne et al ;2013) on constate dans notre étude le même résultat

sur les différentes surfaces des boucheries.

Tableau VIII : Estimations des résultats d’adhésion des entérocoques

Souches

Adhésions Absorbances Potentiels d’adhésion

EC1 (B5A3)

EC5     (B1A3)

EC3     (B4A3)

0.64<A0.32 Très adhérente

EC2 (B4A5)

EC6 (B4A’2)

EC7      (B2A1)

EC9 (B3A4)

0.31<A<0.16 Moyennement adhérente

EC4 (B3A1)

EC8      (B4A4)

EC10     (B1A4)

0.64<A Fortement adhérente

3.1.3. S.aureus

les mesures d’absorbance (A) a 540nm des suspensions bactériennes correspondants

a 16 souches de S.aureus utilisés dans cette étude obtenue après coloration au cristal violet ont

donné des valeurs comprises entre 0.109 et 0.349 ( Figure14) on remarque un rapprochement

dans les moyennes d’absorbance de la plus part des souches de S.aureus mis a part 2 souches

ce qui indique que leurs capacités d’adhésion est plus au moins proche concernant 14 souches
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Figure 15 : les moyennes des  capacités d’adhésions de 16 souches de S.aureus sur les
différentes surfaces de boucheries et points de vente.
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Tableau IX: les estimations des résultats d’adhésion des S.aureus

Souches

Adhésions Absorbance Potentiels d’adhésion

S.aureus1 (B2A4S1) 0.320<A Très adhérente

S.aureus2(B3A2S4)
S.aureus3 (B3A3S5)
S.aureus4 (B1A4S4)
S.aureus14 (B2A5S2)

0.320<A<0.160 Moyennement adhérente

S.aureus5 (A3B3S2)
S.aureus6 (B3A4S5)
S.aureus7 (A2B3S1)
S.aureus8 (B3A2S2)
S.aureus9 (B1A5S3)
S.aureus10 (B1A2S1)
S.aureus11( B1A3S2)
S.aureus12 (B1A1S4)
S.aureus13 (B1A2S5
S.aureus15 (B1A3S1)
S.aureus16 (B1A5S4)

0.160<A<0.080 Faiblement adhérentes

62,16% des S.aureus sont faiblement adhérente comprend toutes les surfaces  ,

6.25%  sont fortement adhérente se retrouvent sur les ustensiles de découpes (acier

inoxydable) même si d’âpres (Chen et al., 2013) l’acier inoxydable ne favorisent pas la

formation des biofilms mais celles-ci lorsqu'elles sont usées il ya création de crevasses la

surface deviens rugueuse  et donc la surface de contacte est plus disponible (Donlan,

2000) ,25% sont moyennement adhérentes sur les surfaces en bois d’après l’étude de

(Carpentier, 1997) le bois étant une surface poreuse et absorbant l’eau ce qui favorise sa

contamination et la formation des biofilms ,la propriété invasive et adhésive  des s.aureus

contribue à leurs formation de biofilm ainsi qu’a leurs résistances à la phagocytose (Projan et

Novick, 1997) ce qui constituent un risque majeur sur la santé publique en produisant une

toxine qui s’accumule dans l’aliment et elle pourrait être responsable d’une intoxication. Cette

toxine étant thermostable, il est important de noter que la cuisson de l’aliment, si elle peut tuer

la bactérie, ne permet pas sa destruction (Bailley et al.,2012)
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3.2. Souches lactique

les mesures d’absorbance (A) a 540nm des suspensions bactériennes correspondants

a 30 souches de bactéries lactique dont 9 souches sont des coques lactiques

(S7,S5,S3,S27,S30,S22 ,S11,S15,S26) et 11 pour les lactiques

(S1,S2,S4,S6,S8,S9,S10,S12,S13,S14,S16,S17 ,S18 ,S19,S20,S21,S23,S24 ,S25,S28,S29)

les bacilles lactiques utilisées dans cette étude obtenue après coloration au cristal

violet ont donné des valeurs comprises entre  0.15 et 0.32 , 0.13 et 0.58 respectivement ; on

remarque un rapprochement dans les moyennes d’absorbance entre les différentes souches de

coques lactiques ce qui indique que leurs capacités d’adhésion est proche  mais on remarque

que pour les lactobacilles les moyennes d’adhésions des souches sont différentes ce qui

indique une différence dans leurs capacités d’adhésions.(Figure16)

Figure16 : les moyennes des capacités d’adhésions de 30 souches de bactéries lactique

prélevées  sur les différentes surface des 2 boucheries B1 et B2
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Tableau X : les estimations des résultats d’adhésion des bactéries lactique

Souches

Adhésion Absorbances Potentiels d’adhésion

S.lactique1 (B2A3 S1)
S.lactique2  (B2A2 S1)
S.lactique3 (B2A1 S1)
S.lactique9 (B1A1 S2)
S.lactique10 (B1A3)
S.lactique14 (B2A2 S3)
S.lactique18 (B2A3 S3)
S.lactique20 (B1A1 S3)
S.lactique21 (B2A4 S1)
S.lactique22 (B2A4 S2)
S.lactique25 (B1A1 S5)
S.lactique26 (B1A1 S6)
S.lactique27 (B1A5 S1)
S.lactique29 (B1A1 S8)
S.lactique30 (B1A5S2)

0.160<A<0.320 Trés adhérente

S.lactique4 (B1A1 S1)
S.lactique6 (B2 A3 S2)

320<A Fortement adhérente

S.lactique5 (B1A2 S1)
Slactique7 (B1A4 S1)

0.040<A<0.080 Faiblement adhérentes

S.lactique8 (B2A1 S2)
S.lactique11 (B1A2 S2)
S.lactique13 (B2 A2 S2)
S.lactique15 (B1A2 S3)
S.lactique16 (B2A1 S3)
S.lactique17 (B1A4 S2)
S.lactique19 (B2 A5)
S.lactique23(B1A1 S4)
S.lactique24 (B2A2)
S.lactique28 (B1A1 S7)

0.080<A<0.160 Moyennement adhérente

concernant la capacité d’adhésion des souches de bactéries lactique appartenant aux

différents genres a révélé qu’elles étaient capables d’adhérées moyennement ou fortement

comme le démontre (kubota et al ., 2008) ;dans notre étude les bactéries lactiques adhérent sur

toutes les surfaces des boucheries mais plus fréquemment sur le hachoir (A1) cela est peut
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être due aux surfaces inaccessibles pour le nettoyage ainsi que sa structure (pores,

tuyauterie…) qui constitue une niche pour les bactéries lactiques

4. Comparaison du Potentiel d’adhésion des souches lactiques et des

souches pathogènes

Par comparaison aux souches lactiques nous constatons que les souches pathogènes

adhérent mieux aux polystyrène ce si seraient la conséquence d’une différence pour la

composition de l’enveloppe cellulaire en effet il a été bien établi que l’adhésion bactérienne

aux surfaces abiotique fait intervenir plusieurs molécules de la surface cellulaire dont les

flagelles, curli comme le démontre l’étude de (vanderleyden ,2012)
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Conclusion

Dans cette étude l’estimation de l’état d’hygiène a montré qu’il varie entre  les trois

boucheries et les deux points de vente avec un taux considérable en flore totale et  présence de

bactéries pathogènes sur l’ensemble des prélèvements de surface. En effet, Salmonella a été

identifiée dans deux boucheries, S. aureus dans la majorité des boucheries tandis que les

entérocoques et les bactéries lactiques ont été omniprésents dans toutes les boucheries et

points de vente, contrairement aux coliformes fécaux (thermotolérants) dont la charge reste

faible.

Les souches isolées (pathogènes et lactiques) on été trouvées toutes capables

d’adhérer soit moyennement, fortement ou faiblement dans la microplaque en polystyrène

avec un potentiel plus élevé chez les souches pathogènes.

Toutes les surfaces de travail et de matériel en contact avec la viande sont

susceptibles d’être contaminées par les micro-organismes; cette microflore ne peut être

réduite que si les bonnes pratiques d’hygiène soient strictement respectées au cours des

manipulations. Pour cela, des mesures préventives sur toute la chaine de manutention, depuis

l’abattage jusqu’à l’arrivée au point de vente doivent être imposées. La viande ne doit pas

être chargée en micro-organismes au moment de la livraison car leur nombre peut s’accroitre

par la suite et peut être des taux considérables ; cette multiplication peut être inhibée par une

conservation de celle-ci à des températures défavorables au développement microbien. De

même, des conditions d’hygiène doivent être  maintenues sur le lieu de vente qui doit être

équipé d’un dispositif d’aération, les murs et les surfaces de travail doivent être lisses et

nettoyées fréquemment durant la journée. Les ustensiles utilisés représentent également une

source potentielle de contamination car tout ces outils peuvent servir de vecteurs de

microorganismes entre les éléments souillés et l’aliment, c’est pour cela qu’ils doivent être

nettoyés régulièrement en utilisant des désinfectants comme l’acide hypochloreux (CLOH,

eau de Javel) qui est mondialement reconnu pour son effet oxydant à action bactéricide.

Toutefois, les produits de nettoyage dont  ce dernier peuvent causer une corrosion des

matériaux, par conséquence un  renouvèlement du matériel est préférable afin d’éviter de

créer des abris (fissures,  crevasse,  partie creuse) aux microorganismes qui sont difficiles à

nettoyer et à désinfecter.
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Les contaminations lors des manipulations sont inévitables, cependant il est possible

de les limiter en adoptant certaines pratiques de travail et cela en évitant les contaminations

croisées, en respectant le principe de la marche en avant c’est-à-dire qu’il faut définir des

fiches de postes en tenant compte du facteur contamination bactrienne de façon à optimiser le

travail tout en réduisant le risque bactérien (exemples : jeu de 2 couteaux un pour les

opérations sales et un pour les propres, principe de la main propre et de la main sale).

Le personnel est le maillon majeur et le plus fragile de la maitrise de l’hygiène, en

effet c’est lui qui réalise le contrôle des matières premières, qui nettoie le matériel et les

locaux et qui respecte les consignes de travail. Pour éviter  des contaminations par le fait des

operateurs, il faudra que ceux-ci soient qualifiés, formés, sensibilisés et impliqués dans le

respect de l’hygiène.

De la fin de la chaine d’abattage à la vente, passant par le transport et la conservation

puis à la cuisson des viandes, l’hygiène de la manipulation en général est nécessaire pour

maitriser le développement bactériens afin d’éviter au maximum tout risque d’exposition aux

toxi-infections alimentaires.
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Résumé

Une estimation de l’état d’hygiène de 3 boucheries et 2 points de vente au niveau de
la wilaya de Bejaia est effectuée dans cette étude. 30 souches lactiques et 34 souches
pathogènes (6 souches de Salmonella sp., 18 de S. aureus et 10 d’entérocoques) ont été
isolées et identifiées à partir de différentes surfaces (hachoirs, réfrigérateurs, tables
recouvertes de nylon blanc, ustensiles de découpe, tables de découpe en bois, tables en acier
inoxydable) et leur aptitude à adhérer et à former des biofilms a été mise en évidence. Des
prélèvements mixtes ont été effectués pour le dénombrement de la FTAM, entérobactéries et
des coliformes fécaux pour estimer la charge globale en ces flores. En parallèle, des
prélèvements individuels (sur chaque surface) ont été effectués pour la recherche des
bactéries pathogènes et lactiques. Les souches isolées ont été isolées et identifiées sur des
milieux spécifiques puis étudiées quant à leur pouvoir à former des biofilms sur des
microplaques en polystyrène. Les résultats obtenus ont montré qu’il ya une charge importante
de bactéries sur l’ensemble des surfaces ainsi que la présence de souches pathogènes à des
taux variables (16% S. aureus, 5% Salmonella) avec 15% d’entérocoques et 64% de bactéries
lactiques. Ces résultats suggèrent que les conditions d’hygiène au niveau des boucheries et
points de vente est à déplorer et doivent être revues afin de réduire les contaminations des
viandes et ainsi assurer la sécurité du consommateur.

Mots clés : Boucherie, Hygiène, Bactéries lactiques, Bactéries pathogènes, Biofilms.

Abstract

An estimation of Hygiene of 3 butchers and 2 selling points at the wilaya of Bejaia
was undertaken in this study. 30 lactic acid bacteria strains and 34 pathogenic strains (6
strains of Salmonella sp., 18 strains of S. aureus and 10 strains of enterococci), originally
isolated and identified on different surfaces (choppers, fridges, tables covered with white
nylons, cutouts utensils, wooden tables and stainless steel cut tables) and their ability to
adhere and form biofilms. Mixed samples were taken for count of mesophilic aerobic bacteria,
faecal coliforms and enterobacteria on handling surfaces in contact with meat in order to
estimate the charge of these flora. In parallel, individual samples (on each surface) were taken
to detect pathogenic and lactic acid bacteria. These strains were isolated and identified on
specific media, then their power to form biofilms on polystyrene microtiter plates. The results
have shown that there is a significant load of bacteria on all surfaces with presence of
pathogenic strains at different levels (16% S. aureus, 5% Salmonella) with 15% enrococci and
64% lactic acid bacteria. The results suggested that the hygiene conditions on the butcher
shops and selling points are deplorable and must be reviewed in order to reduce
contamination of meat and ensure consumers security.

Keywords: Butcher, hygiene, Lactic acid bacteria, pathogens, biofilm



Annexe 3: Composition des milieux de culture selon  (fournisseurs)

Tableau I : Milieu Chapman (pH 7, 2) (Biofilchem)

Tableau II : Bouillon nutritif (BN, pH7, 4) (CONDA)

Tableau III Bouillon Cœur Cervelle (BHI, pH7, 4)

Tableau IV: Gelose Slanetz  Bartley (pH 7,2)

Composition g/l
-Extrait de viande 1
-Peptone 10
-Chlorure de sodium 5
-Mannitol 10
-Rouge de phenol 25
-Gélose 15

Composition g/l
Extrait de viande 5g

Peptone 10g
Chlorure de sodium 5g

Composition g/l
Proteose – peptone 10g
Infusion de cervelle de
veau

12,5g

Chlorure de sodium 5g
Infusion de Cœur e bœuf 5g

Phosphate disodique 2,5g
Glucose 2g

Composition g/l
Extrait de levure 5g

Tryotose 20g
Glucose 2g

Phosphte disodiquel 4g
Azide de sodium 0,4g

Chlorure de tetrazolium(TTC) 0,1g
Gelose 14g



Tableau V : Bouillon MRS (de Man Rogosa et sharpe, pH 5,5)

Ajouter  15g/l  d’agar pour avoir une gélose MRS

Tableau VI : Milieu Roth (pH7)   (CONDA)

Tableau VII : Giolitti et cantoni (GC, pH6, 9) (HIMEDIA)

Composition g /l
Extrait de levure 5g
Extrait de viande 10g

Peptone 10g
Glucose 20g
Tween 80 1ml

Phosphate dipotassique 2g
Acetate de sodium 5g
Citrate de sodium 2g

Sulfate de manganésium 200mg
Sulfate de manganèse 50mg

Composition g/l
peptone 20g
Glucose 5g

Chlorure de sodium 5g
Phosphate bipotassique 2,7g
Phosphate monoipotassique 2,7g

Azide de sodium 0,2g

Composition g/l
Tryptone 10g

Extrait de viande 5g
Extrait de levure 5g
Chlorure de lithium 5g

Mannitol 20g
Chlorure de sodium 5g

Glycin 1,2g
Pyruvate de sodium 3g



Tableau VIII : Eau physiologique  (pH7, 2)

Tableau IX : Eau peptonnée Tamponnée  (pH7, 2)

Tableau X : Milieu désoxycholate (pH7, 2) (CONDA)

Tableau  XI : Sélénite-Cystéine  (pH7, 2) (CONDA)

Composition g/l
Chlorure de sodium 8,5g

Eau distillée 1L

Composition g/l
Peptone 20g

Chlorure de sodium 5g
Phosphate disodique 9g

Phosphate monopotassique 1,5g

Composition La quantité pour 1L
-peptone 10g
-Lactose 10g
-Desoxycholate de sodium 0,5/1g
- Chlorure de sodium 5 g
- Rouge neutre 30g
- Gelose 12g

Composition g /l
Tryptone 5g
Lactose 4g

Phosphate disodique 10g
Sélénite acide de sodium 4g

Cystine 100g



Tableau XII : Gélose M17   (pH 6, 5)   (FLUKA)

Tableau XIII: Gelose Hektoen   (pH7, 6)   (FLUKA)

Tableau XIV : VRBL (Violet Crystal, Neutralred, Bile, Lactose, pH6, 9)  (CONDA)

Composition g /l
Peptone de soja 5g

Peptone de viande 2,5g
Peptone de caséine 2,5g

Extrait de viande 5g
Extrait de levure 2,5g

Lactose 5g
Acide ascorbique 0,5g

Glycérophosphate de sodium 19g
Sulfate de magésium 0,25g

Gélose 13g

Composition g/l
Proteose-peptone 12g
Extrait de levure 3g
Chlorure de sodium 5g

Thiusulfate de sodium 5g
Sels billiaires 9g

Citrate de fer ammoniacal 1,5g
Salicine 2g

Lactose 12g
Saccharose 12g
Fushine acide 0,1g

Bleu de bromothymol 65g
Gélose 13g

Composition g/l
Extrait de levure 3g

Peptone 10g
Chlorure de sodium 5g

Lactose 10g
Saccharose 10g

Rouge de phenol 80g
Vert brillant 12,5g
Gélose 20g



Tableau XV: Gelose PCA (Plat Count Agar, pH7)

Composition g/l
Tryptone 5

Extrait de levure 2,5
Glucose 1
Agar agar 15























Annexe 1 : Résultats obtenus des dénombrements et caractéristiques des souches recherchés

Tableau I : Les résultats obtenus des dénombrements de la flore aérobie mésophile totale,
Entérobactéries, Coliformes fécaux sur la différente surface de boucherie.

boucheries

flores
FTAM Entérobactéries Coliformes fécaux

Em(B1)

10-3 10-4 10-5 10-2 10-3 10-4 10-2 10-3

Ind 20.105 / 0,063.105 0,01.105 / Abs Abs

Em(B2) Ind Ind 52.8 105 14 .105 9,5.105 6,92.105 Abs Abs

Em(B3) 5,32.105 5,20.105 / / 0,02. 105 0,1.105 0,002.105 Abs

Em(B4) 8,8.105 13.105 / 12.105 0,2.105 0,06.105 0,13. 105 0.024.105

Em(B5) 1.65.105 0.78.104 0.21.105 Abs Abs Abs Abs Abs

Em: Echantillon mixte Idn : Indénombrable Abs : Absence B : Boucherie



TableauVII : Caractéristiques des souches isolèes de Staphylococcus aureus de
l’identification par le test de la coagulase et la la catalase

Coagulase
t =2h

Coagulase
t=4h

Coaglase
t= 6h

Cogulase
t =18h

Catalase Aspect des
colonies

E1A1S1 - - - - + Petites colonies
jaunes

E1A1S2 - - - - + Petites colonies
jaune

E1A1S3 - - - - + Petites colonies
jaune

E1A1S4 - - - - + Petites colonies
jaune

E1A1S5 - - - - + Petites colonies
jaune

E1A2S1 - - - - + Petites colonies
jaune

E1A2S2 - - - - - Petites colonies
jaune

E1A2S3 - - - - + Petites colonies
jaune

E1A2S4 - - - + + Grosses colonies
jaune

E1A2S5 - - + + + Grosses colonies
jaune

E1A3S1 + + + + + Grosses colonies
jaune

E1A3S2 + + + + + Grosses colonies
jaune

E1A3S3 - - - - + Petites colonies
jaune

E1A3S4 - - - - + Petites colonies
jaune

E1A3S5 - - - - + Petites colonies
jaunes

E1A5S1 - - - - + Petites colonies
jaune

E1A5S2 - - - - + Petites colonies
jaune

E1A5S3 - - - - + Petites colonies
jaune

E1A5S4 + + + + + Petites colonies
jaune

E1A5S5 - - - - + Petites colonies
jaunes

E1A4S1 - - - - + Petites colonies
jaune

E1A4S2 - - - - + Petites colonies
jaune



E1A4S3 + + + + + Petites colonies
jaune

E1A4S4 + + + + + Grosses colonies
jaune

E1A4S5 - - - - + Petites colonies
jaune

E2A1S1 - - - - + Petite colonies
jaune

E2A1S2 - - - - + Petites colonies
jaune

E2A2S1 - - - - + Petites colonies
jaune

E2A2S2 - - - - + Petites colonies
jaune

E2A3S1 - + + + + Grosses colonie
jaune

E2A3S2 - - - - + Petites colonies
jaune

E2A4S1 - - - - + Petites colonies
jaune

E2A4S2 + + + + + Grosses colonies
jaune

E2A5S1 - - - - + Petites colonies
jaune

E2A5S2 - - - - + Petites colonies
jaune

E3A1S1 - - - - + Petites colonies
jaune

E3A1S2 - + + + + Grosses colonies
jaune

E3A1S3 - - - - + Petites colonies
jaune

E3A1S4 - - - - + Petites colonies
jaune

E3A1S5 - + + + + Grosses colonies
jaune

E3A2S1 - - - - + Petites colonies
jaune

E3A2S2 + Petites colonies
jaune

E3A2S3 - + Petites colonies
jaune

E3A2S4 - + Petites colonies
jaune

E3A2S5 - + Petites colonies
jaune

E3A3S1 - + + + + Grosses colonies
jaune

E3A3S2 - + + + + Grosses colonies



jaune
E3A3S3 - - - - + Petites colonies

jaune
E3A3S4 - - - - + Petites colonies

jaune
E3A3S5 - - - - + Grosses colonies

jaune
E3A4S1 - + + + + Grosses colonies

jaune
E3A4S2 - + + + + Grosses colonies

jaune
E3A4S3 - + + + + Grosses colonies

jaune
E3A4S4 - + + + + Grosses colonie

jaune
E3A4S5 - + + + + Grosses colonies

jaune
E4A5S1 - - - - + Petites colonies

jaune
E4A5S2 - - - - + Petites colonies

jaune
E5A3S1 - - - - + Petites colonies

jaune
E5A3S2 - - - - + Petites colonies

jaune
(+) : Positifs    (-) : Négatifs
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Tableau II : Caractéristiques culturales des souches de Staphyloccocus aureus, Salmonella, Entérocoques, et Bactéries lactiques,isolées de la

première boucherie (B1)

Staphylococcus.aureus Salmonella Entérocoque Bactéries lactique

A1
GC CHAP

-MAN
Eau
peptoné

SFB Hectoen ROTH EVA-
LITZKY

SLANEETZ
MRS

M17 MRS

(+)avec
noircissement

Colonie
jaune + +

Colonies
saumon + +

Petites
Colonies
rose

+
Petites
colonies
crémeuses

Petites
colonie
crémeuses

A2 (+)avec
noircissement Colonie

jaune
+ +

Colonies
saumon - -

Absence de
colonies rose +

Petites
Colonies
crémeuses

Petites
colonies
crémeuses

A3 (+)avec
noircissement Colonie

jaune
+ +

Colonies
saumon + +

Petites
Colonies
rose

+
Petites
Colonie
crémeuses

Petites
colonies
crémeuses

A4 (+)avec
noircissseme
nt

Colonie
jaune

+ +
Colonies
saumon + +

Petites
Colonies
rose

+
Petites
Colonies
crémeuses

Petites
colonies
crémeuses

A5 (+)avec
noircissement Colonie

jaune
+ +

Colonies
saumon + +

Petites
Colonies
rose

+
Petites
colonies
crémeuses

Petites
Colonies
crémeuses

GC : Giolliti Contoni          (+) : trouble     (-) : Absence de trouble .



Tableau III : Caractéristiques culturales des souches de Staphyloccocus,salmonella ,Entérocoque, et Bactéries lactiques,isolées de la deuxième

boucherie (B2)

Staphylococcus.aureus Salmonella Entérocoque Bactéries lactique
GC CHAPMAN Eau peptoné SFB Hectoen ROTH EVALITZKY SLANETZ MRS M17 MRS

A1
( +) Avec

noircissement
Colonie
jaune +

+ Colonies
Bleu vertes

+ + Petites
Colonie
rose

+ Petites
Colonies
crémeus
e

Petites
Colonies
crémeuse

A2
(+ ) Avec
noircissement

Colonies
jaune +

+ Colonies vertes a
Centre
noir

+ + Petites
Colonies
roses

+ Petites
Colonies
crémeus
es

Petites
Colonies
Crémeuses

A3 (+) Avec
noircissement

Colonies
jaune

+ + Colonies vertes a
Centre
noir

+ + Petites
Colonies
roses

+ Petites
Colonies
crémeus
es

Petites
Colonies
crémeuse

A4 (+) Avec
noircissement

Colonies
jaune

+ + Colonies vertes a
Centre
noir

+
+ Petite

Colonies
roses

+ Petite
Colonie
Crémeus
es

Petites
Colonies
Crémeuses

A5 (+) Avec
noircissement

Colonies
jaune

+ + Colonies vertes a
Centre
noir

+ + Petites
Colonies
roses

+ Petites
Colonies
crémeus
es

Petites
Colonies
crémeuses



Tableau IV : Caractéristiques culturales des souches de Staphyloccocus,salmonella ,Entérocoque, et Bactéries lactiques,isolées de la boucheries

trois (B3)

Staphylococcus.aureus Salmonella Entérocoque Bactéries lactique

GC CHAP
-MAN

Eau
peptoné

SFB Hectoen ROTH EVA-LITZKY SLANETZ
MRS

M17 MRS

A1 + avec
noircissement

Colonies
jaune

+ + Colonies
saumon

+ + Petites
Colonies
roses

+ Petites
Colonies
crémeuses

Petites
Colonies
crémeuses

A2 + avec
noircissement

Colonies
jaune

+ + Colonies
saumon

+ + Petites
Colonies
roses

+
Petites
Colonies
crémeuses

Petites
Colonies
crémeuses

A3
+avec
noircissement

Colonies
jaune

+ + Colonies
saumon

+ + Petites
Colonies
roses

+ Petites
Colonies
crémeuse

Petites
Colonies
crémeuses

A4
+avec
noircissement

Colonies
jaune

+ + Colonies
saumon

+ + Petites
Colonies
roses

+ Petites
Colonies
Crémeuses

Petites
Colonies
Crémeuses

GC : Giolliti Contoni          (+) : trouble     (-) : Absence de trouble



Tableau V: Caractéristiques cultural des souches de Staphyloccocus,salmonella ,Entérocoque, et Bactéries lactiques, isolées du point de vente 1
marché (B4)

Staphylococcus Salmonella Entérocoque Bactéries lactique

GC CHAP
-MAN

Eau
peptoné

SFB Hectoen ROTH EVA-LITZKY SLANETZ
MRS

M17 GMRS

A4 +avec
noircissem
ent

Colonie
jaune

+ + Colonies verte a
Centre
noir

+ + Petites
Colonies
rose

+ Petites
Colonies
crémeuses

Petites
Colonies
crémeuses

A’2 +
Absence
de
colonies
jaune

+ + Colonies verte a
Centre
noir

+ + Petites
Colonies
rose

+ Petites
Colonies
crémeuses

Petites
Colonies
crémeuses

A3
+

absence
de
colonies
jaune

+ + colonies
saumon

+ + Petites
Colonies
rose

+ Petites
Colonies
crémeuses

Petites
Colonies
crémeuses

A5
+avec
noircissem
ent

Colonie
jaune

+ + Colonies verte a
Centre
noir

+ + Petites
Colonies
rose

+ Petites
Colonies
Crémeuses

Petites
Colonies
crémeuses

GC : Giolliti Contoni          (+) : trouble     (-) : Absence de trouble



Tableau VI: Caractéristiques culturales des souches de Staphyloccocus, salmonella , Entérocoque, et Bactéries lactiques, isolées du point de vente

2 (B5)

Staphylococcus Salmonella Entérocoque Bactéries lactique

GC
Chapman Eau

peptonèe
SFB Hectoen ROTH EVA-LITZKY Slanezt MRS M17 MRS

A’2 (+) Absence
de
colonies
jaune

+ -
Colonies
saumon

+ + Petites
Colonie
rose

+ Petites
Colonies
crémeuses

Petites
Colonies
crémeuses

A3 (+)avec
noircisse
ment

Colonie
jaune + -

Colonies
bleu
vert

+ + Petites
Colonies
rose

+ Petites
Colonies
crémeuses

Petites
Colonies
crémeuses

A4 + Absence
de
colonies
jaune

+ -
Colonies
saumon

+ + Petites
Colonies
rose

+ Petites
Colonies
crémeuses

Petites
Colonies
crémeuses

GC : Giolliti Contoni          (+) : trouble     (-) : Absence de trouble





Tableau VIII : Caractéristiques obtenu lors de l’identification des Entérocoques sur

Bouillon MRS à PH=9.6, bouillon MRS (Nacl= 6.5%), traitement thermique a 60°c pendant

30minutes et croissance a 44°c

test
code

MRS PH=9.6 MRS
Nacl=6.5%

Croissance a
44°c

MRS tth 60°c
pendant 30min

E1

S1 A5 + + - -
S1 A4 + + + +
S2 A1 + + - -
S1 A2 - + - -
S2 A3 + + + +

E2

S1 A1 + + + +
S1 A5 + + - -
S1 A4 + + - -
S2 A3 - + - -
S2 A2 + + - -

E3

A2 - + + -
A4 + + + +
A1 + + + +
A3 - + + -

E4

A4 + + + +
A2’ + + + +
A3 + + + +
A5 + + + +
A4 - + + +
A2’ - + + -

E5 A3 + + + +

Tth : Traitement thermique (+) : Trouble     (-) : absence de trouble



Tableau IX : Caractéristiques obtenu lors de l’identification après coloration de Gram des

coques lactique sur MRS plus cloche, MRS à PH=9.6, bouillon MRS Nacl=6.5%, traitement

thermique a 60°c pendant 30minutes et croissance a 44°c

Test

Code

GAZ MRS
PH=9.6

MRS
Nacl=6.5%

Croissance
a 44°C

MRS tth
60°c
pendant
30min

Aspect
microscopique
des colonies

E1 A4 S1 - + + + + Coques,
tétrade

E2 A1 S1 - - + - - Coques,
tétrade

E1 A1 S1 - - + - - Coques,
tétrade

E1 A5 S2 - + + + - Coques,
tétrades

E2 A4 S1 - + + + + Coques,
tétrade

E1 A2 S3 - + + - - Coques,
tétrade

E1 A2 S2 - + + + + Coques,
tétrade

E1 A2 S1 - + + + + Coques,
tétrade

E1 A1 S2 - + + + + Coques,
tétrade

Tth : traitement thermique       (-) : absence de trouble     (+) : trouble



Tableau X : Caractéristiques obtenu lors de l’identification des bacilles lactique après

coloration de Gram sur MRS  plus cloche et croissance a 44°c

test

Code

Gaz Croissance 44°c Aspect
microscopique des
cellules

E1 A4 S1 + + Long  Bacilles
E1 A 3 S1 + + Coccobacilles
E1 A1 S1 - + Bacilles
E1 A1 S3 - + Long Bacilles
E1 A1 S2 - + Bacilles
E1 A1 S4 - + Bacilles
E2  A3 S1 - + Petit Bacilles
E2  A2 S1 - + Bacilles
E2  A3 S2 - + Petit Bacille
E1  A2 S2 + + Bacilles
E1  A1 S5 + + coccobacilles
E1  A5 S1 - + Coccobacille
E1  A1 S6 + + Petit bacille
E2  A2 S3 - + Coccobacilles
E2 A5 S1 + + Bacilles
E2 A4 S1 - + Coccobacilles
E2 A4 S2 + + Coccobacilles
E2  A2 S4 + + Coccobacilles
E2 A3 S3 - - Coccobacilles
E2 A1 S1 - + Coccobacilles
E2  A2 S5 - + Coccobacilles

(-) : Absence de trouble      (+) : Trouble



Tableau XI : caractéristiques biochimique des souches isolées sur hektoen lors de

l’identification de Salmonella par mini galerie biochimique

Salmonella TSI Citrate de
Simmons

Mannitol
mobilité

E2

A2 S1 Pente rouge
Culot jaune
Abs  de
Noircissement et
bulle de gaz

Vert Jaune en
anaérobiose,
rouge en
aérobiose et
trouble autour
de la piqure
centrale

A2 S2 Pente rouge culot
jaune
Noircissement et
bulle de gaz

Bleu vif Jaune en
anaérobiose,
rouge en
aérobiose
trouble autour
de la piqure
centrale

A5 S1 Pente rouge,
culot jaune
noircissement et
bulle de gaz

Vert Jaune et trouble
autour de la
piqure centrale

A4 S2 Pente rouge culot
jaune pas de
noircissement
mais bulle de gaz

Vert Jaune et trouble
autour de la
piqure centrale

E4

A5 S1 Culot noir pente
rouge bulle de
gaz

Bleu Jaune et trouble
autour centrale
autour de la
piqure centrale

A’2 S2 Pente rouge
Culot noir et
bulle de gaz

Vert Jaune,  Trouble
autour Piqure
centrale

A4 S1 Noircissement de
tout le tube mais
pas de bulle de
gaz

Plus au moins
bleu

Jaune,  Trouble
autour Piqure
centrale

A5 S2 Culot noir pante
jaune avec
extrémité rouge
et bulle de gaz

Bleu Jaune en
anaérobiose
rouge en
aérobioseE5 A4 S2 Culot jaune pente

rouge abs de
noircissement
mais bulle de gaz

Vert Jaune et trouble
autour de la
piqure centrale





Tableau XII : caractéristiques obtenus lors de l’identification de E .coli et par mini
galerie biochimique (TSI, Citrate de Simmons, Mannitol mobilité et urée indole) de souche
isolés sur VRBL.

E. Coli Croissance a
44°C sur
VRBL

TSI Citrate de
Simmons

Mannitol
mobilité

Urèe indole

E3

S1 10-2 Colonie
violette
entourées
halo
rougeâtre

Jaune et
bulle de gaz

Vert Jaune, trouble
autour de la
piqure centrale

Milieu orangé
(inchangé) et
l’anneau reste
orangé

S2 10-2 Colonie
violette
entourées
halo
rougeâtre

Jaune et
bulle de gaz

Vert Jaune, trouble
autour de la
piqure centrale

Milieu orangé
(inchangé) et
l’anneau reste
orangé

E4

S1 1O-2 Colonie
violette
entourées
halo
rougeâtre

Jaune et
bulle de gaz

Vert Jaune, trouble
autour de la
piqure central

Milieu orangé
(inchangé) et
l’anneau reste
orangé

S2 10-2 Colonie
violette
entourées
halo
rougeâtre

Jaune et
bulle de gaz

Vert Jaune, trouble
autour de la
piqure central

Milieu orangé
(inchangé) et
l’anneau reste
orangé

S1 10-3 Colonie
violette
entourées
halo
rougeâtre

Jaune et
bulle de gaz

Vert Jaune, trouble
autour de la
piqure central

Milieu rouge et
L’anneau reste
orangé



Annexe 2 : code descriptif des échantillons

Tableau I : Description des échantillons .

Boucherie/
point de

vente

A1 A2 A’2 A3 A4 A5

B1 Hachoir
(viande
rouge)

Réfrigérateur
d’entreposage

(volaille et
viande rouge)

/ Ustensiles de
découpe

(volaille et
viande rouge)

Surface de
découpe en

bois
(volaille et

viande
rouge)

Surface en
acier

inoxydable
(volaille et

viande
rouge)

B2 Hachoir
(viande
rouge)

Réfrigérateur
d’entreposage

(volaille et
viande rouge)

/ Ustensiles de
découpe

(volaille+viande
rouge)

Surface de
découpe en

bois
(volaille et

viande
rouge)

Surface en
acier

inoxydable
(volaille et

viande
rouge)

B3 Hachoir
(viande
rouge)

Réfrigérateur
d’entreposage

(volaille et
viande rouge)

/ Ustensiles de
découpe

(volaille et
viande rouge)

Surface de
découpe en

bois
(volaille et

viande
rouge)

Surface en
acier

inoxydable
(volaille et

viande
rouge)

B4 / / Table
d’exposition
recouverte de
nylon blanc
(bouzelouf)

Ustensiles de
découpe

(bouzelouf+
Volaille)

Surface de
découpe en

bois
(Volaille)

Surface en
acier

inoxydable
(volaille)

B5 / / Table
d’exposition
recouverte de
nylon blanc

(viande
rouge)

Ustensiles de
découpe

(viande rouge)

/ Surface de
découpe
en bois
(viande
rouge)

B :Boucherie A :surface
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