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Résumé 

 

Les différents aliments destinés à l'homme  peuvent être contaminés à plusieurs stades de leur 

production et élaboration par des agents pathogènes variés (virus, bactéries, parasites ..etc)  ces agents 

pathogènes  connus comme étant causes de maladies et des  toxi –infection alimentaires dont les effets 

peuvent être graves, voire pour certains mortels.  parmis les bacteries pathogénes  les plus souvent 

évoqués sont les  Staphylococcus aureus, Escherichia coli, la Salmonelle ..etc. la détection  et 

l’identification de ces bactéries pathogènes d’origine alimentaire nécessite plusieurs méthodes , notre 

travail discute et confirme, après une explication détaillée sur la  PCR en temps réel ;les resultats de la 

méthode d’analyse  microbiologiques conventionnelles étudie sur un échantillon alimentaire avec les 

resultats de  la méthode d’analyse génétique basée sur l’utilisation de la technologie RT-PCR qui 

presente un outil de choix qui a permis de simplifier et de quantifier le nombre de molécules ou de 

copies d’un gène d’intérêt dans un échantillon donné et méme réduise considérablement le temps total 

nécessaire à la détection de différents agents pathogènes d'origine alimentaire 

 

Mots clés : PCR en temps réel, bacteriespathogénes  , cycle seuil Ct .identification  

 

 

Abstract : 

 

Different foods destined for humans can be contaminated at several stages of their production and 

elaborated by various pathogens (viruses, bacteria, parasites etc.), these pathogens known as causes of 

diseases and foodborne infections, The effects can be serious, even for some mortals. Among the most 

frequently mentioned pathogenic bacteria are Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella, etc.. 

The detection and identification of these pathogenic bacteria of food origin requires several methods, 

our work discusses and confirms, after a detailed explanation on the PCR in real time,; The results of the 

conventional microbiological analysis method studies on a food sample with the results of the method of 

genetic analysis based on the use of the RT-PCR technology which presents a tool of choice which has 

simplified and quantified The number of molecules or copies of a gene of interest in a given sample and 

even considerably reduces the total time required for the detection of various foodborne pathogens 

 

Keywords: real-time PCR, pathogenic bacteria, threshold cycle Ct. Identification 
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I – Introduction 

 

L'évolution des maladies d'origine alimentaire infectieuse dans le monde et en particulier en 

Algérie , semble être liée à la présence de microorganismes dans les aliments. Ces maladies 

constituent pourtant le problème de santé publique le plus répandu dans le monde et génèrent un 

fardeau social et économique représentant ainsi une source de souffrances humaines. 

La gastroentérite à Escherichia coli peut être causée par diverses souches d’Escherichia coli. 

Sera abordée ici la gastroentérite à Escherichia coli entérohémorragique (ECEH), qui est causée 

par une souche d’Escherichia coli capable de sécréter une toxine pouvant causer un syndrome 

hémolytique et urémique (SHU) avec atteinte des systèmes sanguin et rénal. Cette bactérie est 

aussi appelée Escherichia coli producteur de vérocytotoxines (VTEC) ou de shigatoxines 

(STEC).  

Ainsi que Le staphylocoque doré (Staphylococcus aureus) la souche bacterienne  la plus 

fréquemment rencontrée en pathologie humaine partage avec la bactérie Escherichia coli le triste 

privilège d’être au premier rang des germes responsables d’infections ou bactériémies 

nosocomiales  (infections contractées à l’hôpital), en  cas d’intoxication alimentaire, on constate 

chez le patient des douleurs abdominales, des nausées et vomissements, des crampes d’estomac 

et de la diarrhée. Dans les cas les plus graves, les bactéries rentrent dans le flux sanguin et y 

prolifèrent. C’est ce qu’on appelle une septicémie, ou infection du sang. Cela provoque une forte 

fièvre, des maux de tête, des douleurs musculaires et parfois un choc toxique potentiellement 

mortel. 

La salmonellose est une autre  maladie causée par une autre bactérie  pathogène bacille à Gram- 

de genre Salmonella, naturellement présente dans l'intestin des animaux en particulier chez les 

volailles et le porc, et chez certains animaux à sang froid. C'est une bactérie qui représente la 

première cause d'une toxi-infection alimentaire collective(TIAC) (Colin P.et al, 1992). 

 

Malgré l'augmentation de la prévention contre la transmission de ces maladies par les denrées 

alimentaires, l'importance de la salubrité des aliments n'est pas appréciée à sa juste valeur en 

Algérie . Ainsi il est important d'utiliser des moyens sur l'identification de germe Salmonella, 

Escherichia coli  Staphylococcus aureus .etc.  , afin de pouvoir les détecter dans les produits 

alimentaires.  

L'amplification des acides nucléiques (PCR) permet le diagnostic rapide des infections 

causées par des micro-organismes pathogènes pour lesquels la culture est difficile, voire 

impossible. Ainsi, la PCR a largement amélioré notre capacité à diagnostiquer les infections dues 
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à des bactéries pathogènes . De plus, la PCR est attractive en raison de sa rapidité, sensibilité et 

reproductibilité. Cependant, il est utile de connaître les limites des analyses PCR afin 

d'interpréter correctement les résultats obtenus. L'interprétation est fonction de la fiabilité des 

tests utilisés, des pathogènes recherchés, du site d'infection, et de la présentation clinique. Il est 

essentiel que les cliniciens et les microbiologistes partagent leurs expériences, afin que les 

niveaux analytiques et cliniques d'interprétation puissent être combinés. 

 L'objectif de ce travail consiste à étudier trois  germes pathogènes eschérichia coli  

,Staphylococcus aureus et salmonella en tant que contaminants alimentaires, aboutissant chez 

l'homme à des troubles digestive. Cette étude se base sur la recherche de ces 03 germes dans les 

aliments sur le territoire Algérien. Après leur isolement sur des milieux sélectifs, ces souches 

seront par la suite Identifiées sur deux plans : caractérisation biochimique par les tests classiques 

d'identification et caractérisation moléculaire en utilisant la technique PCR en temp réel. 
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I - Bactérie pathogène : 
 

Une bactérie , un micro-organisme unicellulaire (procaryote) de petite taille, de morphologie 

variable qui présente des caractéristiques propres. 

La taille d’une bactérie varie entre 1 à 10 µm. Le poids d’une bactérie est d’environ 10-12 g. Elle 

contient 70% d’eau. Rapporté au poids sec, une bactérie est constituée de protéines (55%), de 

lipides (10%), de lipopolysaccharides (3%), de peptidoglycane (3%), de ribosomes (40%), 

d’ARN (20%) et d’ADN (3%)  

(anonyme,2014)  

I-1- Définition : 

Les bactéries pathogènes sont à l'origine de toxi-infection alimentaire (intoxication) et les 

maladies infectieuses d'origine alimentaire. 

(DROUET,2011/2012) 

 

I-2- Effets des bactéries sur les aliments : 

Les bactéries produisent deux types d'effet sur les aliments : 

� Altération des aliments : les bacteries dégradent les aliments : ils altèrent le goût, 

l'odeur, l'aspect, en somme la qualité marchande du produit. 

� Les maladies alimentaires : des bacterie dit  pathogènes se développent dans les 

aliments entraînant deux types de maladies alimentaires : les toxi-infection alimentaires  

ou intoxication et les maladies infections alimentaires. 

I-3- Le pouvoir pathogène : 

Le pouvoir pathogène (du grec ancien πατος [pathos], « souffrance » et . γένος [genos], 

« naissance »ou «pathogénicité  »  

La pathogénicité d'une bactérie mesure sa capacité à provoquer des troubles chez son hôte 

dont les mécanismes de défense sont normaux  . Il varie selon la souche et dépend de son 

pouvoir invasif (capacité à se répandre dans les tissus et à y établir un ou des foyers infectieux), 

de son pouvoir toxicogène (capacité à produire des toxines) et de sa capacité à se reproduire. 

 

(PEBRET, 2003 ) 
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On distingue trois catégories de bactéries pathogènes : 

� les bactéries pathogènes strictes (ou spécifiques), qui provoquent des troubles quel que soit 

le patient (à l'exception des porteurs sains) ; par exemple : Salmonella 

Typhi et Vibriocholerae 

� les bactéries pathogènes opportunistes, qui provoquent des troubles lorsque les défenses 

immunitaires de l'hôte sont affaiblies ou que la personne est âgée (on parle aussi de 

sujets immunodéprimés) ; par exemple : Pseudomonas aeruginosa. 

� les bactéries pathogènes occasionnelles, qui sont le plus souvent inoffensives mais dont 

certaines souches sont pathogènes. On retrouve dans cette catégorie des bactéries 

commensales comme Escherichia coli ou Staphylococcus aureus.                                                    

(Louise et al , 2001) 

 

I-4- Les bactéries pathogènes pour l'homme 

Elles sont très nombreuses et de nouveau ici la pathogénicité dépend aussi, parfois, du nombre de 

bactéries, des conditions d'ingestion, de l'état de santé du patient …etc.  

Certaines cependant sont toujours pathogènes, même à doses très faibles et même chez des gens 

en bonne santé lors de l'infection. Voici quelques exemples de bactéries pathogènes pour 

l'homme  

 

( konig, 2007) 
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                  Tableau  01 : Bactéries pathogènes pour l'homme 

(konig, 2007) 
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I-A- la Salmonella: Agent pathogène dans les aliments : 

 

I.A.1. Définition des Salmonella : 

Les salmonella sont des bactéries mésophiles, ayant une température optimale de 

croissance de 35/37°C, cependant les Salmonelles peuvent se multiplier de 5°C à 45/47°C 

avec une croissance nettement retardée par les températures inférieures à 10°C. 

Elles supportent une gamme de pH allant de 4,5 à 9,0 avec un optimum de 6,5 à 7,5.La 

persistance des Salmonella dans les mayonnaises fortement acides  (pH 3, 2) a été 

signalée. D'autre part, une épidémie de Salmonella Typhimurium a fait 504 victimes dans le 

Sud de l'Australie en mars 1999 ; l'aliment incriminé était un jus d'orange frais industriel 

Les Salmonelles résistent parfaitement à la dessiccation et se développent bien dans des 

valeurs d'Aw de 0,945 à 0,999, elles peuvent trouver dans des produits déshydratés 

 (Aw = 0,20. Ces bactéries sont assez sensibles à NaCl, mais néanmoins leur présence a été 

reconnue dans des saumures à 3,2 %. La concentration maximale tolérée serait de 5,8 %  

(Robinson et al; 2000). 

 

I.A.2. Taxonomie 

Règne   :    Procaryotes (ouprocaryotae) 

Embranchement (phylum) : Proteobacteria 

Classe : Gammaproteobacteria 

Famille :Enterobacteriaceae 

Genre : salmonella, se subdivise en trois espèces 

Espèces : -Salmonella enterica : avec 6 sous espèces: 

• S/e I ou sous espèce enterica. 

• s/e II ou sous espèce salamae. 

• s/e IIIa ou sous espèce arizonae. 

• S/e IIIb ou sous espèce diarizonae. 

• S/e IV ou sous espèce houtenae. 

• S/e VI ou sous espèce indica. 

                -Salmonella bongori ( symbole V). 

                -Salmonella subterranea  

 

 

(langridge et al , 2005) 
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I.A.3.Caractéristiques bactériologiques : 

 

Caractéristique morphologique : 

Les salmonella ont une paroi épaisse de 8 à 12 nm. En microscopie optique, elles 

apparaissent comme des bâtonnets à Gram négatif de 0,3 à 1 nm de largeur et longs de 1 à 

6fim. Le constituant le plus essentiel dans une membrane des bactéries à Gram-, est un lipide 

complexe ; lipopolysaccharide (LPS). Ces lipopolysaccharides sont des complexes 

macromoléculaires toxiques présents de manière constitutive dans la membrane externe. 

Les salmonella sont des bactéries mobiles grâce à de fins filaments protéiques capilliformes ; 

les flagelles. Ils présentent trois parties: (i) un Filament hélicoïdal rigide de lOnm de 

longueur.(ii)Le crochet, très cours (60|j,m). (iii)Le corpuscule basai, il correspond à la zone 

d'insertion du flagelle dans le corps cellulaire. Cette structure est doué d'un pouvoir pathogène 

par l'intermédiaire de l'antigène flagellaire H, celui-ci est constitue de sous-unités 

protéiques : flagellines  

(Avril et al., 1992). 

. Les caractères phénotypique : 

Les Salmonella possèdent les caractères généraux de la famille des Enterobacteriaceae et des 

caractères différentiels intrinsèques : 

 

-les caractères de la famille du genre Salmonella : 

Huit principaux caractères déterminent la famille d'Enterobacteriaceae : ces sont des bacilles 

à coloration de Gram négatif. Souvent mobiles grâce à leur ciliature péritriche (rarement 

immobiles), non sporulés. Ils cultivent sur les milieux ordinaires, ont un caractère aéroanaérobies 

facultatifs, ils sont capables de fermenter le glucose avec ou sans production de 

gaz, réduisent les nitrates en nitrites. Ces germes ne possèdent pas de cytochrome oxydase 

(Hanes, 2003).Ils possèdent une catalase. Certaines souches n'obéissent pas 

à tous ces caractères, c'est le cas de : Erwinia qui ne réduit pas les nitrates, de Shigella 

dysenteriae sérotype 1 (SD1) qui ne possède pas de catalase, de Salmonella gal inarum - 

pullorum qui est immobile. (ICMSF., 1996). 

 

-1es caractères différentiels du genre Salmonella : 

Les principaux caractères biochimiques permettant l'identification du genre Salmonella 

(Humbert et al, 1998) sont : L'absence d'une uréase active, de tryptophane ou de 

phénylalanine désaminase. L'absence de production d'indole et d'acétoine (test de Voges- 
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Proskauer négatif). La production d'hydrogène sulfureux à partir du thiosulfate (présence 

d'une thiosulfate réductase). La décarboxylation fréquente de la lysine et de l'ornithine. La 

pousse fréquente sur le milieu au citrate de Simmons. L'absence de fermentation du lactose, 

(Grimont et al, 2000). 

 

I.A.4. Habitat : 

Les salmonelles sont des bactéries du tube digestif des vertébrés. Elles sont 

essentiellement répandues dans le milieu extérieur à partir des excrétas. Lorsque les 

conditions de milieu sont favorables (température et humidité) les salmonelles peuvent 

survivre plusieurs mois dans l’environnement  

 La sous-espèce enterica est adaptée aux animaux à sang chaud dont l’homme. Les autres sous-

espèces sont quant à elles retrouvées chez des animaux à sang froid commeles reptiles, les 

batraciens ou les tortues  (Danyluk et al., 2008). 

Dans de nombreux cas, les animaux sont considérés comme des porteurs asymptomatiques. 

Cependant, dans d’autres cas, certains d’entre eux peuvent présenter des signes cliniques plus 

ou moins sévères. (Grimont et al, 2007). 

Les salmonelles sont ubiquitaires, non sporulées, pouvant être isolées de nombreuses 

niches écologiques et sont capables de résister à plusieurs stress environnementaux. Ce sont 

des germes mésophiles (température optimale de croissance entre 35°C et 37°C), aéroSynthèse 

bibliographique anaérobies facultatives avec de faibles exigences culturales. Elles survivent à 

des pH variant entre 4,1 et 9 avec un optimum entre 6,5 et 7,5 (Borch et al., 1996). La croissance 

est possible pour des activités de l’eau (aw) de 0,95. De ce fait, la viande et les produits carnés 

constituent d’excellents milieux pour la croissance de Salmonella spp. Mais cette bactérie reste 

relativement sensible à la chaleur même si certains stress semblent pouvoir augmenter sa 

thermo-résistance (Humphrey et al., 1997). 

 

I.A.5. Pouvoir pathogène de Salmonella : 

La salmonellose est une maladie infectieuse causée par un groupe de bactéries appelé 

Salmonella, Les personnes qui consomment des aliments contaminés par la Salmonella sont 

susceptibles de contracter la salmonellose. 

On a trois types de symptômes de la salmonellose : 
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-Les fièvres typhoïdes et paratyphoïdes : 

Sont provoquées par quatre sérovars de Salmonella, strictement humains, antigéniquement 

distincts mais de pouvoir pathogène similaire : Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi A, 

Salmonella Paratyphi B et Salmonella Paratyphi C. Les Salmonella sont ingérées avec une 

boisson ou un aliment contaminé. La dose infectante serait de l'ordre de 105 bactéries. 

Les symptômes apparaissent après une période incubation entre 10 à 15 jours, selon l'état 

physiologique de l'hôte, la durée des symptômes est de 1 à 7 jours, , les signes cliniques 

observés sont ; une fièvre continue accompagnée de maux de tête, d'anorexie, d'abattement et 

de douleurs abdominales avec diarrhée ou constipation ( D’aoust, 1989). 

Les Salmonella responsables des fièvres typhoïdes ayant l'homme pour seul réservoir, la 

contamination se fait par ingestion d'eau ou d'aliments ayant subi une contamination fécale 

d'origine humaine. Comme toutes les maladies à transmission oro-fécale, ces fièvres 

surviennent le plus souvent dans des zones où l'hygiène est précaire, et frappent 

principalement les pays en développement en Asie, en Afrique ou en Amérique Latine. Les 

données mondiales les plus récentes font état de 17 millions de cas annuels de fièvre typhoïde, 

et de 600 000 morts  (Hu and Kopecko, 2003). 

 

- Les gastro-entérites : 

Sont provoquées par des Salmonella ubiquistes présentes chez l'homme et les animaux. La 

durée d'incubation est généralement de 1 à 2 jours et dépend de la dose ingérée, de la santé de 

l'hôte et des caractéristiques de la souche de Salmonella. Les principaux symptômes de la 

salmonellose (infections non typhoïdiques) sont la diarrhée non sanglante, les douleurs 

abdominales, la fièvre, les nausées et des vomissements qui surviennent généralement 12-36 

heures après l'ingestion. Chez des adultes de condition physique normale, une gastro-entérite 

disparaît sans traitement après 3 à 5 jours en moyenne. Le traitement employé repose 

essentiellement sur la réhydratation. 

 

 -Toxi-infections alimentaires collectives : 

La consommation simultanée par plusieurs personnes d'un aliment massivement contaminé 

par des Salmonella «mineures» (Salmonella typhi murium, S. enteritidis, S. dublin, etc...) 

entraîne une cascade des cas de gastro-entérites, qui, simulant un véritable empoisonnement, 

est appelé toxi-infection alimentaire collective (TIAC). La période d'incubation est de 10 à 18 

heures. Les troubles durent en général 2 à 5 jours. Les complications sont rares sauf chez les 

sujets à faibles moyens de défense (cf. gastro-entérites). L'aliment responsable est identifié 
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par enquête épidémiologique (enquête cas-témoin). Le diagnostic se fait par recherche de 

Salmonella dans les selles des malades et dans l'aliment incriminé (s'il est encore accessible). 

Le traitement est le même que celui des gastro-entérites  

La prévention repose essentiellement sur l'hygiène des cuisines collectives (détection des 

porteurs sains, techniques de préparation, techniques de conservation : « chaîne du chaud » ou « 

chaîne du froid », etc...). 

(Avril et al., 1992).  

 

 

I-B- Staphylococcus  aureus : Agent pathogène dans les aliments : 

I.B.1.Définition des Staphylococcus aureus : 

Le S. aureus étant un organisme vivant procaryote et une bactérie à Gram positif, il se retrouve 

donc dans le règne bacteriapuis dans le phylum firmicutes. Sa taxonomie complète le positionne 

dans la classe des Bacillipuis dans l’ordre des Bacilliales. En 2001, les chercheurs Garrity et Holt 

ont proposé de radier les S. aureus de la famille des Micrococcaceae(genre Micrococcuset 

Stomatococcus) grâce l’analyse des séquences de la sous-unité 16S de l’acide ribonucléique 

ribosomique (ARNr 16S) ainsi que d’autres analyses génétiques. Sa position taxonomique est 

maintenant bien définie et il a une famille à son nom : Staphylococcaceae. Cette famille 

comporte les genres Gemella, Jeotgalicoccus, Salinicoccus, Macrococcus, ainsi que le plus 

important le genre Staphylococcus. On retrouve donc S. aureus dans le genre Staphylococcus.  

(Dworkin,2006) 

I.B.2.Caractéristiques bactériologiques : 

I.B.2.1 : morphologie : 

On retrouve les staphylocoques en amas irréguliers de bactéries ou regroupés par deux 

(diplocoques) ou par quatre (tétraèdres) .Ces petits amas forment souvent des grappes et c’est 

grâce à l’examen direct que la bactérie a été nommée par Ogston (1884). En effet, son nom 

dérive du grec «staphyle» qui signifie tout simplement grappe de raisin. Les staphylocoques ont 

été observés par 

Robert Koch (1878) puis reconnus par Louis Pasteur (1880) et après une coloration de Gram, ils 

se révèlent être des cocci Gram positif, d’environ 0,5 à 1 µm de diamètre. Ils sont immobiles, 

non sporulés. La majorité des S. aureus sont capsulés mais ils peuvent perdre leur capsule après 

culture.(Kloos et al, 1976) 
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                          Figure 01: Coloration de Gram de S. aureus 

Source :http://7staphylococcus-aureus.blogspot.fr/2007/11/diagnostico-

laboratorio_14.html, novembre 2012. 

 

1.B.2.2 :Morphologie des colonies de S. aureus 

Le S. aureus est une bactérie à croissance aéro-anaérobie facultative, et sa croissance sur milieu 

ordinaire est facile entre 10 et 45 °C. Sur une gélose profonde en tube, les bactéries cultivent tout 

au long du tube donc le caractère aéro-anaérobie facultatif est confirmé. Après 24h d’incubation, 

il peut S. aureus se développe sur géloses trypticase-soja supplémentées ou non en sang. Les 

colonies observées sont alors lisses, opaques, convexes et rondes (à bord net). Leur diamètre est 

compris entre 1 et 3 mm et elles peuvent être pigmentées (Figure 02).  

(Smith et al, 2001) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

            Figure 02: Culture de S. aureus sur gélose au sang 

Source : http://desbiol.univ-paris5.fr/B15-obs07/index.html, consulté en novembre 2012. 
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1.B.3 Taxonomie : 

 

Selon  Fauchére et al  en 2003  les staphylocoque  sont classé comme suit : 

 

Classe : Bacilli 

 

Ordre : Bacillales 

 

Famille : Staphylococcaceae 

 

Genre : Staphylococcus 

 

Espèce : Staphylococcus aureus 

 

 

1.B.4 .Habitat 
 

1.B.4.1 .Chez l’être vivant  

 

La présence de réservoirs de S. aureus chez les hôtes humains et animaux est une réalité. En 

effet, S. aureus fait partie de la flore commensale normale des mammifères et des oiseaux 

Chez l’homme, S. aureus est présent sur plusieurs sites corporels. On le repère sur la surface de 

la peau et des muqueuses, mais il colonise principalement les fosses nasales, les glandes de la 

peau, le cuir chevelu, les mains, la bouche, les dents et le périnée. 

(Williams et al, 1963) 

 

La colonisation de ce micro-organisme, n’induit pas forcement une pathologie puisqu’il existe 

des porteurs sains dans la population générale. La fréquence du portage sain chez les humains est 

approximativement de 30 %, cette fréquence diffère selon plusieurs paramètres comme par 

exemple le site de la colonisation 23 à 46 % au niveau du nez , 24 à 36 % au niveau de la bouche  

ou l’âge jusqu’à 64 % chez les enfants . S. aureus peut donc, à partir de ces réservoirs, infecter 

les lésions cutanées, les glandes mammaires et les muqueuses intestinales ou génitales (Garland, 

SM et al , 2006) .Certains facteurs de risque de portage de S. aureus ont été identifiés comme les 

phototypes blancs , le sexe masculin , les diabétiques , les insuffisants hépatiques , les personnes 

présentant des problèmes cutanés , les sujets séropositifs pour le VIH ou encore les personnes 

dialysées sont plus à risque d’être porteurs de la bactérie et de développer une infection. 

(Waston et al , 2006) 
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1.B.4.2 .Dans les aliments et leur environnement de production : 

 

La bactérie peut se retrouver dans les aliments comme par exemple, le lait, les produits laitiers 

ou la viande. La contamination des aliments peut être due principalement à la matière première 

qui est contaminée ou d’origine humaine lors de la fabrication et/ou le conditionnement de 

l’aliment dans l’industrie agro-alimentaire. Ces contaminations sont souvent liées à un défaut 

d’hygiène du matériel de production ou de l’employé. 

(Nguyen et al ,1999) 

La contamination des aliments est un problème à prendre en compte car S. aureus peut être 

responsable de toxi-infections alimentaires (TIA). S’il y a plusieurs personnes infectées par une 

toxi-infection alimentaire collective (TIAC), elles doivent impérativement se déclarer auprès des 

agences régionales de santé (ARS) ou de la direction départementale de la protection des 

populations (DDPP). En effet, les TIAC figurent en France dans la liste des maladies à 

déclaration obligatoire (DO). Cette DO va être suivie d’une enquête épidémiologique afin 

d’identifier les aliments responsables et d’appliquer des mesures correctives pour éviter la 

survenue d’un nouvel incident. Les TIAC à S. aureus sont dues à l’ingestion d’entérotoxines 

staphylococciques. 

(Yu et al , 1989) 

 

1.B.5 :Pathogénicité :  

La présence de S. aureus dans les aliments constitue un risque pour la santé humaine parce que 

certaines souches sont capables de produire des entérotoxines dont l’ingestion provoque une 

intoxination. Les symptômes apparaissent brutalement : nausées, douleurs abdominales et surtout 

vomissements violents et répétés souvent accompagnés de diarrhée. Il n’y a généralement pas de 

fièvre. Des complications peuvent survenir en fonction de la dose ingérée et de la sensibilité 

individuelle : déshydratation, prostration, hypotension, état de choc. Le rétablissement intervient 

dans les 24 à 48 h, sans séquelle. La mortalité est exceptionnelle. 

(Edmiston  et al , 2005) 

Les entérotoxines staphylococciques sont de petites protéines thermostables alors que la bactérie 

est thermosensible. Plusieurs types immunologiques d’entérotoxines ont été décrits : les types A 

à E détectables par des méthodes immunologiques commercialisées, d’incidence connue, et les 

types G à M, récemment décrits, d’incidence inconnue. Le type A, seul ou en association avec 

d’autres types, est le plus fréquemment impliqué dans les toxi-infections collectives (TIAC). 

L’aliment ne devient toxique que s’il est contaminé par des souches productrices d’entérotoxines 

et si des conditions favorables à une multiplication bactérienne importante et à la toxinogénèse 



CHAPITRE I                                                                                                                               BACTERIE PATHOGENE 

 

 

15 

 

se trouvent réunies. La grande majorité des souches de S. aureus isolées d’aliments sont capables 

de produire une ou plusieurs entérotoxines en culture in vitro, mais à des niveaux de 

concentration très divers selon les souches et il n’est pas certain que des souches faiblement 

productrices puissent être impliquées dans une toxi-infection alimentaire. 

(Callon, 2007) 

I-C: Escherichia coli : agent pathogène des aliments : 

1.C.1. Définition de Escherichia coli : 

Les Escherichia coli font partie de la famille des Enterobacteriacae. Ce sont des hôtes communs 

de la microflore intestinale de l’homme et des animaux à sang chaud (mammifères et oiseaux). 

La majorité des souches d’E. coli sont commensales, mais certaines ont toutefois été associées à 

des pathologies intestinales ou extra-intestinales . 

(Levine, 1987) 

Parmi celles-ci, les Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines (STEC) sont considérés 

comme des pathogènes émergents importants en santé publique. Ils peuvent être à l’origine de 

diarrhées souvent sanglantes. Dans certains cas, des complications peuvent apparaître telles 

qu’un syndrome hémolytique et urémique parfois mortel, notamment chez les enfants en bas 

âge, ou un purpura thrombotique thrombocytopénique chez l’adulte. 

(Pohl , 1993). 

I.C.2. Taxonomie 

Règne   :    Procaryotes (ouprocaryotae) 

Embranchement (phylum) :Gracilicutes 

Classe :Scotobacteria 

Famille :Enterobacteriaceae 

Genre : Escherichia 

Espèce : Escherichia coli 

(Komacki et al ,1982) 
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1.C.3. Classification des E. coli responsables des troubles intestinaux : 

 

A l’heure actuelle, il n’existe pas de classification standardisée des souches appartenant à 

l’espèceE. coli. Les médecins utilisent une classification basée sur la pathogénie des 

syndromes diarrhéiques comprenant 6 groupes (Figure 03): 

 

 

 

              Figure 03 : Pathogénie associée aux six classes de E. coli responsables de diarrhées  

 

(Nataro et Kaper, 1998) 
 

I.C.4 .les catégories d’Escherichia coli  pathogène : 

� E. Coli entérotoxigéniques (ECET) 

Les ECET sont une cause majeure de diarrhée aqueuse aiguë accompagnée souvent de 

déshydratation chez les enfants de moins de 3 ans (surtout dans les pays en voie de 

développement), et sont aussi responsables de ce que l'on appelle la « turista » ou « diarrhée du 

voyageur ». Ces souches sécrètent des toxines qui vont induire une diffusion osmotique (due à 

des différences de concentration) d'eau vers la lumière intestinale  

  

� E. Coli entéroinvasives (ECEI) 

Les ECEI conduisent à des syndromes dysentériques qui se traduisent par une forte fièvre, des 

crampes abdominales et des nausées, accompagnés d’une diarrhée aqueuse évoluant rapidement 

en une dysenterie ( selles contenant du sang et du mucus). Les ECEI ne sécrètent pas de toxines : 

elles provoquent la mort cellulaire et déclenchent une intense réaction inflammatoire. 
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� E. Coli entéropathogènes (ECEP) 

Les ECEP sont surtout responsables de gastro-entérites infantiles et ne sont normalement 

pathogènes qu'en dessous de l'âge de deux ans. 

 

� E. Coli entérohémorragiques (ECEH) 

Les ECEH sont responsables de colites hémorragiques. Elles ont notamment défrayé la 

chronique en 2011 à la suite d'une épidémie de diarrhées mortelles en Allemagne. Surnommées « 

les bactéries tueuses » par certains journalistes, elles sont les plus redoutées, car les symptômes 

induits sont particulièrement sévères.  la période d’incubation va de trois à huit jours avec une 

durée moyenne de trois à quatre jours. La plupart des patients guérissent en 10 jours mais, pour 

une petite partie d’entre eux (surtout les enfants et les personnes âgées), l’infection peut évoluer 

vers une forme potentiellement mortelle, comme le syndrome hémolytique et urémique (SHU). 

Celui-ci se caractérise par une insuffisance rénale aiguë, une anémie hémolytique et une 

thrombopénie.  

L'OMS estime que pour 10% des patients, l'infection peut évoluer en SHU, avec un taux de 

mortalité oscillant de 3 à 5 %. Elle laisse des complications neurologiques dans 25% des cas et 

des séquelles rénales chroniques chez 50% des survivants. 

 

 

� E. Coli entéroaggrégatives (ECEAgg) 

Ces types de souches présentent un mode d'action différent des quatre précédents : elles 

s'accrochent à la paroi intestinale en formant des « amas de briques ». Elles sont responsables de 

retards de croissance ainsi que de diarrhées persistantes.  

(Germany ,1994) 

 

I.C.5 .Habitat 

 

E.coliest un commensal du tube digestif de l'homme et de nombreux animaux. Il représente à lui 

seul la plus grande partie de la flore bactérienne aérobie de l'intestin (espèce aérobie 

dominante) à raison de 108 par gramme de fécès (flore totale : 1011 à 1012 bactéries par 

gramme).  

(Anonyme 2003) 
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I.C.6 .La transmission 

 

La transmission des E. coliest essentiellement liée à la contamination de produits alimentaires. 

La contamination des aliments peut se produire soit lors de la fabrication en usine (suivie de la 

multiplication éventuelle lors du transport et du stockage), soit lors de la préparation du repas 

(personnel des cuisines). La contamination interhumaine existe également par l'intermédiaire de 

porteurs sains avec une faible dose infectante. 

(Padye et al ,1991). 
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II – La PCR en temps réel :  

 

La technologie de PCR en temps réel devient de plus en plus populaire dans différents secteurs 

d’activité. Cette technologie est basée sur la détection et la quantification d’un reporter 

fluorescent dont l’émission est directement proportionnelle à la quantité d’amplicons générés 

pendant la réaction de PCR.   

( KAPLAN et al ,1989) 

II.1.Historique :   

 

Russell Higuchi fut l’un des premiers à faire l’analyse des cinétiques de la PCR (polymerase 

Chain Reaction) en élaborant un système qui détectait le produit de la PCR au fur et à mesure 

qu’il s’accumulait. Ce système en temps réel » utilisait le bromure d’éthidium comme agent 

intercalant dans chacune des réactions d’amplification et un thermocycleur modifié pour stimuler 

l’émission des échantillons par rayonnements UV. L’émission de la fluorescence était détectée à 

l’aide d’une caméra CCD  (charge-coupleddevice). Une augmentation de l’émission de la 

fluorescence était observée lorsque le bromure d’éthidium se fixait à l’ADN double brin produit 

au cours de l’amplification. En traçant l’augmentation de l’émission de fluorescence en fonction 

du nombre de cycles, le système produit des courbes d’amplification exhibant un schéma plus 

complet du processus de la PCR que la simple détermination d’amplicons (produits 

d’amplification) accumulés en fin d’amplification  

 

(Higuchi et al, 1992). 

II.2.Définition : 

 La PCR quantitative en temps réel est une application de la PCR. Elle permet de suivre en 

continu (« en temps réel ») le processus d’amplification PCR en détectant la fluorescence émise 

par les produits de PCR néo formés. 

(GAUTIER et al , 2002) 

II.3. Principe de la PCR quantitative en temps réel 
 

La PCR quantitative en temps réel repose sur le même principe que la PCR classique,le procédé 

nécessite la succession de  nombreux cycles avec trois étapes ( dénaturation, hybridation, 

élongation )  excepté qu'on utilise une sonde en plus des deux amorces. La figure 4 présente le 

principe de la PCR quantitative en temps réel avec utilisation d'une sonde TaqMan. Une sonde 

TaqMan est un oligonucléotide complémentaire de l'un des brins de la séquence cible, à laquelle 

elle s'hybride pendant la phase d'hybridation, de même que les amorces (figure 4 ). Elle porte à 



CHAPITRE II                                                                                                                             LA PCR EN TEMPS REEL 

 

 

19 

 

son extrémité 5' une molécule fluorescente (fluorochrome) dite « reporter », et à son extrémité 3' 

un deuxième fluorochrome dit « quencher ». Le « reporter » est une molécule qui, après 

excitation par un faisceau laser, émet un signal de fluorescence à une longueur d'onde spécifique 

qui est mesuré à la fin de chaque cycle de PCR. En absence d'amplification, la sonde reste 

intacte, le fluorochrome  « quencher» inhibe en grande partie la fluorescence du « reporter », et 

seule une fluorescence résiduelle est émise . 

(FÖRSTER  , 1948) 

En revanche, s'il y a amplification, la sonde TaqMan est hydrolysée lors de l'étape d'élongation 

de l'ADN (activité 5'-3' exonucléase de l'ADN polymérase ) . 

(HOLLAND et al, 1991) 

 Le «reporter » est alors libéré et sa fluorescence n'est plus inhibée par celle du « quencher ». 

Pour chaque échantillon, l'émission de fluorescence enregistrée à la fin de chaque cycle de PCR 

permet de définir une valeur de Ct (cycle threshold ou cycle seuil) correspondant au nombre de 

cycles de PCR à partir duquel la valeur de l'intensité de fluorescence est significativement 

différente du bruit de fond. 

La valeur du Ct est d'autant plus faible que le nombre initial de copies de la séquence cible est 

grand : elle est inversement proportionnelle au logarithme du nombre initial de copies de la 

séquence cible dans l'échantillon d'ADN . 

(HIGUCHI et al, 1993). 

 

II.4. les systèmes de détection en temps réel 

 

Les systèmes permettant la détection des molécules d’amplicon générées après chaque cycle 

d’amplification font appel : 

 

� soit à un agent intercalant : se fixant directement sur l’ADN double brin 

 Le système de détection le plus simple repose sur l’inclusion d’un agent intercalant, le 

SYBRTM Green I  qui se lie préférentiellement à l’ADN double brin nouvellement synthétisé. 

(Wittwer &al. ,1997) 

 À chaque étape d’hybridation et d’élongation d’un cycle PCR, le SYBRTM Green I s’intercale 

entre les bases nucléotidiques de l’ADN double brin et peut émettre un signal de fluorescence 

lorsqu’excité par des rayonnements ultraviolets. La mesure de l’intensité du signal émis à la fin 

de chaque étape d’élongation permet le suivi cycle par cycle de la réaction PCR. 

(Higuchi&al. ,1997) 
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� soit à une sonde fluorogénique allant s’hybrider de manière spécifique sur le fragment 

cible amplifié. 

 

o Principe de base : quenching par FRET 

 

Une sonde fluorogénique est un fragment d’ADN monobrin, non extensible par l’ADN 

polymérase, spécifique du fragment cible amplifié et portant un ou deux groupements 

fluorophores. 

 Un groupement fluorophore est une molécule capable d’absorber de l’énergie lumineuse et ainsi 

de passer à un état excité, puis de restituer cette énergie sous forme d’une émission fluorescente 

en retournant à son état initial.  

(Clegg, 1995). 

À chaque cycle d’amplification PCR, l’hybridation spécifique d’une molécule de sonde 

fluorogénique sur chaque molécule d’amplicon générée, couplée à une mesure de l’intensité de 

la fluorescence émise par le groupement fluorophore excité, vont permettre le suivi en direct de 

la réaction d’amplification. Cependant, l’émission de fluorescence mesurée ne doit se produire 

que lorsque la sonde s’est hybridée sur sa cible spécifique. D’où l’introduction d’un second 

fluorophore allant plus ou moins complètement absorber l’énergie émise par le fluorophore 

excité et réduire voire empêcher l’émission de fluorescence lorsque la sonde se trouve libre dans 

le milieu réactionnel. Afin d’obtenir un signal intense avec un très faible bruit de fond, le 

système permettant la détection des produits d’amplification exploite exploite le processus de 

transfert d’énergie par résonance defluorescence (FRET : fluorescence resonanceenergytransfer) 

entre une molécule électroniquement excitée (le fluorophore donneur) et une molécule voisine 

(le fluorophore accepteur ou quencher)  

Suite à ce transfert d’énergie, le fluorophore donneur excité retourne à son état initial et l’énergie 

transférée au quencher est, soit absorbée par ce dernier, soit dissipée dans l’environnement sous 

forme de chaleur. Ce processus de capture et de transfert d’énergie lumineuse est appelé 

quenching. Le fluorophore quencherest la molécule qui réalise le quenchingde fluorescence. 

 

(Glazer et al. ,1997) 
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o Deux conditions sont essentielles pour obtenir un quenching efficace par FRET : 

 

� un chevauchement spectral compatible du couple donneur/accepteur et un rayon dit de 

Förster (distance optimale entre donneur et accepteur) compris entre 40 et 100 angströms.  

 

                                                                                                   (Livak et al ,1995) 

 

� Selon la nature du quencherparticipant au processus FRET, plusieurs systèmes de 

détection ont été élaborés. À l’heure actuelle, les stratégies de détection les plus 

employées sont celles utilisant comme sonde fluorogénique, les sondes TaqManTM ou 

sondes d’hydrolyse  les sondes FRET en tandem ou sondes LightCyclerTM (Nazarenko 

et al. ,1997), les sondes BeaconTM  , autres systèmes comme le système ScorpionTM , le 

système AmplifluorTM (Caplin et al. ,1999), le système des sondes peptidiques light-up 

ou sondes peptide nucleicacids (PNA) (récemment  développés)  (Svanvik et al  , 2000) 

 

o Les sondes d’hydrolyse ou sondes TaqmanTM 

 

La sonde TaqManTM est un fragment oligonucléotidique marqué par deux groupements 

fluorophores en ses extrémités 5’ et 3’. L’extrémité 5’ porte le fluorophore donneur qui est un 

dérivé de la fluorescéine (FAM, TET, JOE, HEX ou VICTM). À l’extrémité 3’, se trouve le 

fluorophorequencherqui est habituellement un dérivé de la rhodamine (TAMRA). Du fait de la 

proximité des deux groupements fluorophores, liée à la petite taille de la sonde (25 à 30 

nucléotides, soit moins de 55 angströms entre les deux fluorophores), l’énergie absorbée par le 

fluorophore donneur excité est transférée par FRET au fluorophore accepteur. Le spectre 

d’excitation du TAMRA ne chevauchant pas le spectre d’émission du fluorophore donneur, le 

quencherabsorbe l’énergie qui lui est transmise mais n’émet aucune fluorescence.  

La particularité du système TaqManTM est d’exploiter l’activité 5’-3’ nucléase de l’ADN 

polymérase qui permet d’hydrolyser la sonde hybridée à sa cible spécifique lors de l’étape 

d’élongationdesamorces . 

 (Holland et al , 1991) 

 

Le clivage de la sonde au cours de cette étape a pour conséquence d’éloigner les deux 

fluorophores, de libérer le fluorophore donneur de l’effet quenching exercé par le TAMRA et 

ainsi de rétablir son émission de fluorescence .L’intensité de la fluorescence émise par le 
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fluorophore donneur, couramment dénommé fluorophore reporter dans une sonde TaqManTM, 

est mesuréeen fin de chaque cycle d’amplification. 

De par son mode de fonctionnement, le système TaqManTM utilise des conditions 

d’amplification particulières en deux étapes, une étape de dénaturation à 94 °C et une seconde 

étape combinant hybridation et élongation réalisées à une température identique (aux alentours 

de 60 °C). La sonde ne pouvant être clivée que lorsqu’hybridée à son brin 

complémentaire, la température d’extension des amorces doit être compatible avec la 

température d’hybridation de la sonde. 

 La Tm d’une sonde TaqManTM doit donc être élevée et voisine de 70 °C, ce qui impose une 

conception rigoureuse des amorces mais facilite l’application d’un profil de thermocyclage 

standard.  

Par ailleurs, le système Taq- ManTM impose l’utilisation d’une ADN polymérase 

obligatoirement dotée d’une activité 5’-3’ exonucléase dont l’efficacité conditionnera la qualité 

et l’intensité du signal émis . 

(Kreuzer et al  , 2000) 

 

 Le clivage de la sonde étant irréversible, le système TaqManTM ne permet pas l’établissement 

d’une courbe de fusion post-PCR. Le développement d’un nouveau type de sondes Taq-ManTM, 

les sondes TaqManTM – MGB , a permis de pallier certaines limites du système TaqManTM. 

 L’introduction à l’extrémité 3’ d’une molécule ayant une affinité pour le petit sillon de l’ADN 

ou noyau MGB (minor groovebinder) augmente la Tm de la sonde et stabilise plus fortement son 

interaction avec la matriceADN, ce qui permet de dessiner des sondes de plus petite taille (13 à 

20 nucléotides) et capables de s’hybrider avec une matrice riche en dinucléotides GC ou AT. Par 

ailleurs, dans une sonde Taq- ManTM – MGB, le fluorophore reporter est associé à un 

quenchernon fluorescent ; ce qui rend possible la détection de deux cibles différentes (ou 

biplexing) au cours d’une même réaction PCR. Ces modifications chimiques apportées aux 

sondes TaqManTM ont également permis d’étendre les applications de cette chimie au 

génotypage par discrimination allélique. 

 

(Kutyavin et al  , 2000) 
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Figure 04 : Principe de la PCR quantitative en temp réel associer à la chimie TaqMan
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: Principe de la PCR quantitative en temp réel associer à la chimie TaqMan

                       

           LA PCR EN TEMPS REEL 

 

 

: Principe de la PCR quantitative en temp réel associer à la chimie TaqMan 

 

                       (Livak KJ et al.1995) 
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II.5. Le suivi en temps réel d’une réaction PCR :  

 

La cinétique de la réaction PCR met en jeu en trois phases :  

 

Une phase d’initiation ouLa phase de bruit de fond : 

elle s’achève lorsque le nombre de produits PCR néo formés dépasse la valeur seuil de la 

technique de détection utilisée. 

 

� Cycle seuil Ct (Threshold cycle) : 

Le concept du « cycle seuil » est à la base d’une quantification précise et reproductible pour les 

techniques fluorescentes en PCR. Les valeurs de fluorescence sont enregistrées au cours de 

chaque cycle et représentent la quantité d’amplicons produits en un point précis dans la réaction . 

Plus il y a de matrices (template) à amplifier au départ de la réaction PCR, moins élevé sera le 

nombre de cycle requis pour atteindre un point où le signal d’émission de fluorescence sera 

statistiquement et significativement plus élevé que le bruit de fond  

(Gibson et al, 1996). 

Ce point est défini comme étant le cycle seuil (Ct) et apparaîtra toujours au cours de la phase 

exponentielle d’amplification. Par conséquent, la quantification n’est pas affectée par 

l’épuisement d’un des réactifs comme lors de la phase plateau ce qui explique pourquoi le 

système en temps réel est si reproductible. La valeur du Ct peut être traduite en un résultat 

quantitatif en la comparant avec les valeurs du Ct générées avec des matrices de quantification 

connues  

(Bustin, 2000). 

 

Une phase exponentielle : 

  La réaction en chaîne qui s’établit par la répétition des cycles de dénaturation-hybridation-

élongation aboutit à une accumulation exponentielle théorique de 2n fois par molécule d’ADN. 

Autrement dit, la quantité de produits de PCR double à chaque cycle d’amplification suivant la 

relation mathématique suivante : 

N = N0. 2n 

(où :N est le nombre de molécules amplifiées au final,N0 le nombre initial de molécules et n le 

nombre de cycles d’amplification). 

 

(Tse et al.,2003) 
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Une phase plateau : 

L’accumulation exponentielle de la quantité de produits au cours de la réaction PCR n’est, en 

réalité, observée que pendant les 20 à 35 premiers cycles. Au cours des derniers cycles 

d’amplification, l’accumulation se ralentit et la quantité de produits formés tend vers une limite. 

C’est l’effet plateau (ou saturation). La phase plateau reflète une baisse de l’efficacité 

d’amplification qui résulte en partie de 

l’inactivation thermique partielle de l’ADN polymérase au cours des derniers cycles et du fait 

que les produits nécessaires à l’amplification (notamment dNTP et amorces) deviennent 

limitants. D’autres phénomènes sont également impliqués : réhybridation préférentielle de la 

cible avec elle-même plutôt qu’avec les amorces, activation de l’activité 5’-3’ exonucléase de 

l’ADN polymérase et probablement accumulation de pyrophosphates résultant de la dénaturation 

thermique des dNTP et inhibiteurs de l’activité polymérase initialement présente dans 

l’échantillon. 

 

(Morrison et al. , 1994) 
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Figure 5 : les trois phases de la réaction PCR 

Source :http://www.gene-quantification.info/The Reference in qPCR &dPCR -  Academic &    

Industrial Information Platform 
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II.6.Application : 

 

La technologie de PCR en temps réel a grandement amélioré et simplifié la quantification des 

acides nucléiques. 

Elle est aujourd’hui devenue un outil inestimable pour de nombreux scientifiques. En biologie 

médicale, les applications sont déjà très nombreuses et couvrent des domaines très diversifiés 

dont les plus importants se situent en microbiologie clinique, en oncologie et dans l’étude de 

l’expression des gènes. Des applications très importantes ont également été développées en 

microbiologie alimentaire et en agroalimentaire. 

 

Microbiologie clinique : 

La détection et la quantification d’agents pathogènes bactériens (mycobactéries, légionelles, 

mycoplasmes, Bordetellapertussis, Chlamydia) et fongiques (champignons du genre Candida, 

Aspergillus, Cryptococcus) par PCR en temps réel a fait l’objet de plusieurs centaines de 

publications scientifiques, cet intérêt s’expliquant par la durée du diagnostic traditionnel qui 

s’exprime en jours voire en semaines et par la grande sensibilité de cette technique par rapport 

aux méthodes conventionnelles. 

 La PCR quantitative en temps réel s’est également révéléed’un grand intérêt pour la titration de 

virus (virus VIH1 et VIH2 du sida, virus VHB etVHC des hépatites B et C) dans les phases 

précoces de la maladie, mais aussi dans le suivi des sujets infectés et en particulier le suivi des 

traitements antiviraux. 

 C’est dans ce domaine que la connaissance du nombre « absolu » de particules virales est utile. 

 Des trousses de quantification « absolue » dédiées à la quantification d’une charge virale et 

utilisant des standards internationaux OMS (Organisation mondiale de la santé) calibrés ont été 

récemment commercialisées. 

 

 Les applications de la PCR en microbiologie clinique présentent cependant des limitations 

importantes à considérer : 

 

1) la plupart des agents infectieux sont caractérisés par une grande variabilité génétique 

susceptible d’affecter de façon significative l’estimation de la charge en agents pathogènes, d’où 

la nécessité de développer des essais spécifiques de sous-classes  
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 2) le risque de résultats faussement positifs par contamination mais aussi de résultats faussement 

négatifs liés à la présence d’inhibiteurs de PCR dans le liquide biologique considéré impose 

l’utilisation d’un contrôle interne positif qui sera analysé en parallèle pour chaque échantillon. 

 (Niesters  , 2001) 

Oncologie clinique : 
 

Les applications sont très nombreuses, les principalesétant :  

1) la quantification des transcrits de fusion, comme BCR-ABL dans la leucémie myéloïde 

chronique, avant ou après autogreffe ou pour évaluer la réponse au traitement  

 2) la quantification des transcrits de fusion TELAML1 spécifiques de la leucémie aigüe 

lymphoblastique pour prédire une rechute ou évaluer la maladie résiduelle minimale  

(Ginzinger , 2002) 

 3) la quantification d’oncogènes comme le gène HER-2/neu, l’amplification génique étant un 

critère de sélection pour une indication de thérapie ciblée par l’Herceptin® (anticorps 

monoclonaux anti-HER-2/neu) chez les patientes atteintes d’un cancer du sein métastatique 

 

( Bernard et al  , 2002) 

 

Expression génique : 

Les techniques de quantification relative par RT-PCR en temps réel sont largement utilisées  

pour :  

1) estimer le niveau d’expression de gènes d’intérêt comme les gènes de cytokines par exemple  

(Giulietti et al. , 2007) 

 2) analyser l’expression des variants d’épissage génique  

 3) et plus récemment valider les profils d’expression obtenus à l’aide des puces à ADN . 

 

(Rajeevan et al. , 2001) 
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II-Matériels et méthodes 
 

II.1.Matériel 
 

II.1.1.Matériel biologique :  
 
On a analysé 42échantillons alimentaires comprenant à la fois des aliments crus et des 

aliments prêt-à-manger (10 viandes, ,10 abats de poulet crus ,12 lait crus,10 camemberts) 

provenant des plusieurs points de ventes réparties sur le territoire algérien. Les échantillons 

prélevés sont transportés au laboratoire dans une glacière contenant un nombre suffisant de 

sachets réfrigérants. Les unités d'échantillonnage ont été conservées au réfrigérateur (0°C et 4°C) 

et analysées dans les 24 heures suivant leur réception. 
 
 
II.1.2.Liste des kits PCR utilisés  
 
 

II.1.2.1. DNeasy® mericon® Food Handbook 
 

Tableau N°02 : Contenu du kit : 
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II.1.2.2 : Le kit mericon PCR kit S.Aureus (24) 
 
 

Tableau N°03 :Contenu du kit (S aureus 24 ) : 
 

 

 

Tableau N°04 : Contenu du kit (Sallmonella spp 24 ) : 
 
 
 
 

 
 
 
 

II.2.Méthodes  

II.2.1. Analyse microbiologique classique 

II.2.1.1.Analyse microbiologique de viande 

 II.2.1.1.a.préparation de la solution mère et des dilutions : 

Pour la préparation de la solution mère, prélever 25g de l’échantillon de viande broyé et 

l’introduire dans un flacon stérile contenant 225 ml de TSE (Tryptone Sel Eau) on obtient la 

dilution 10-1. 

Pour la préparation de la dilution 10-2 faire introduire 1ml de la solution mère 10-1 aseptiquement 

dans 9ml d’eau physiologique stérile, procède de la même façon pour réaliser les autres 

dilutions. 

 

 

 

(PCR essay) Tube jaune 

(Multiplex PCR ou master mix) «il contient : 
DNTP, sondes Taq polymérase 
 

Tube bleu 

(contrôle positif)  
 

Tube rouge 

 

(Quantitectnucleicacid) Dilution Buffer 
 

Tube noir 

(PCR essay) Tube jaune 

(Multiplex PCR ou master mix) «il contient : 
DNTP, sondes Taq polymérase 
 

Tube bleu 

(contrôle positif)  
 

Tube rouge 

 

(Quantitect nucleic acid) Dilution Buffer 
 

Tube noir 



CHAPITRE I                                                                                                                   MATERIELS ET METHODES 

 

31 

 

II.2.1.1.b. Recherche de salmonella 

Mode opératoire : 

La recherche de salmonelle s’effectue en quatre étapes successives : 

II-2-1-1-b.1 : Pré enrichissement et enrichissement d’échantillon : 

Pré enrichissement 

- Introduire aseptiquement 25g de viande broyée dans un flacon stérile contenant 225ml de EPT 

(eau peptonée tomponée), bien homogénéiser et incuber à 37°C pendant 18 à 24h. 

 

Enrichissement 

- Ensemencer 10 ml de la solution de pré enrichissement dans 10ml de bouillon SFB (D/C) au 

quelle on ajoute deux disque d’additif de SFB. 

- Après homogénéisation, les tubes sont incubés à 37°C pendant 24h. 

 

II-2-1-1-b-2 :isolement de bactérie salmonella   

Ensemencer en surface 0.1ml à partir de tube d’enrichissement (SFB) sur une gélose Hektoen et 

incuber pendant 24h à 37°7C. 

Lecture : 

Les colonies apparaissent de couleur verte avec ou sans un centre noir (production de H2S). 
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              Figure 6: enrichissement et isolement de salmonella 

 

   de viande 
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II-2-1-1-b-3 :identification de bactérie salmonella : 

 

Se fait à l’aide d’une galerie biochimique API 20E, un système standardisé pour l’identification 

des ENTEROBACTERIACEAE et des bacilles à gram négatif comprenant 21 tests biochimiques 

miniaturisés. 

 

II.2.1.2 :Analyse microbiologique des abats de poulet crus :  

II.2.1.2.a. préparation de la solution mère et des délutions : 

Pour la préparation de la solution mère, prélever 25g des abats broyés et l’introduire dans un 

flacon stérile contenant 225 ml de TSE (Tryptone Sel Eau) on obtient la dilution 10-1. 

Pour la préparation de la dilution 10-2 faire introduire 1ml de la solution mère 10-1 aseptiquement 

dans 9ml d’eau physiologique stérile, procède de la même façon pour réaliser les autres 

dilutions. 

 

II.2.1.2.b.Recherche de Staphylococcus aureus :  

La recherche de Staphylococcus aureus dans un produit alimentaire se fait en 2 étapes 

I.2.1.2.b.1.Première étape : Enrichissement 

- Introduire aseptiquement 1ml de chaque dilution décimale dans des tubes à essai contenant 9ml 

de bouillant Giolitti contoni additionné de télurite de potassium, puis homogénéiser et incuber à 

37°c pendant 24h. 

Lecture : le tube ayant virés a la couleurs noire sera présumé positif. 

 

II.2.1.2.b.2.Deuxième étape : Isolement  

À partir de tube présumé  positif, un isolement est réalisé par ensemencement en stries de 0.1ml 

sur des boites de Pétri contenant la gélose Chapman et incuber à 37°c pendant 24 à 48h 

 

Lecture:  

Staphylococcus aureus se présente sous formes de colonies de taille moyenne, lisses brillante 

pigmentées en jaunes du à la fermentation du mannitol avec une production d’acide. 

Pour confirmer que ces colonies sont des Staphylococcus aureus, on procède au test biochimique 

suivant :  

- Test de coagulase : à l’aide de plasma de lapin. 
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       2 gouttes  

Figure 7: enrichissement et isolement des sataphylocoques pathogéne 

25 g  des abats 

de poulet crus 
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II.2.1.2.b.3.Troisième étape  Identification  
 
Principe :  

La staphylocoagulase ou coagulase est une enzyme thermostable libre, extracellulaire capable in 

vitro de coaguler le plasma de lapin. 

La mise en évidence de la coagulase libre permet la différenciation des espèces du genre 

Staphylococcus. En effet, seule l'espèce Staphylococcus aureus peut posséder cette enzyme qui 

joue un rôle important dans le pouvoir pathogène de la bactérie. 

 

Technique : 

-  ensemencer  5 colonies bien isolées sur un milieu Chapman dans 5ml du (BHIB) 

- Incuber à 37°c pendant 3h  

-introduire dans un tube à hémolyse 10 gouttes (0.5ml) de plasma de lapin oxalaté et 10 gouttes 

de bouillon précité. 

- Incuber à 37°c pendant 16 à 24h 

Lecture :  

Les souches de Staphylococcus aureus provoquent la coagulation du plasma en un temps variant 

d’une demi- heure à 24h, un caillot moins compact visible avant 24éme heure doit etre considéré 

comme positif. 
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                   Figure 8 : technique de recherche de staphycoagulase 
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II.2.1.2.c. Recherche de salmonella:  

* Mode opératoire (voir le protocole précédant) 

 

 

II.2.1.3- Analyse microbiologique de camembert 

II.2.13.a préparation de la solution mère et des dilutions : 

Pour la préparation de la solution mère, prélever 25g du camembert broyé et l’introduire dans un 

flacon stérile contenant 225 ml de TSE (Tryptone Sel Eau) on obtient la dilution 10-1. 

Pour la préparation de la dilution 10-2 faire introduire 1ml de la solution mère 10-1 aseptiquement 

dans 9ml d’eau physiologique stérile, et procéder de la même façon pour réaliser les autres 

dilutions. 

 

II.2.1.3.b. Recherche d’E.coli : 

 

II.2.1.b.1: techniques d’isolement des bactéries pathogènes ( E.coli ;)  
 

-L’ensemencement de chaque dilution est réalisé en surface sur des boites contenant le milieu  

(PTX), puis incubé à 44 οC. La lecture se fait après 24 h  

 

-Incubation à 44 c° pendant 24 heures. 

 

Lecture 

Apparition des colonies de couleur bleu signifie la présence d’E. coli  (Pitt et al. 1997). 
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Figure 9:Préparation des dilutions d’échantillon du camembert et ensemencement 
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II.2.1.3.c.Recherche de Staphylococcus aureus :  

* Mode opératoire (voir le protocole précédant) 

 

II.2.1.4.Analyse microbiologique du lait cru : 

II.2.1.4.a préparation de la solution mère et des dilutions : 

Pour la préparation de la solution mère, prélever 25 ml de lait homogénéisé et l’introduire dans 

un flacon stérile contenant 225 ml de TSE (Tryptone Sel Eau) on obtient la dilution 10-1. 

Pour la préparation de la dilution 10-2 faire introduire 1ml de la solution mère 10-1 aseptiquement 

dans 9ml d’eau physiologique stérile et procéder de la même façon pour réaliser les autres 

dilutions. 

L’analyse à été effectuée sur les échantillons du lait cru prélevés sur trois points différents (point 

A, Point B et point C). 

 

I.2.1.4.b.Recherche de Staphylococcus aureus :  

* Mode opératoire (voir le protocole précédant) 

I.2.1.4.c.Recherche  d’escherichia coli 

* Mode opératoire (voir le protocole précédant) 
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II.2.2. Analyse génétique : 
 
II.2.2-1 .L’extraction d’ADN : 

 

• Protocole standard: (200 mg) 

Ce protocole est conçu pour l'extraction de l'ADN total à partir d'un échantillon à petite échelle 

(200 mg) de matières premières ou transformées. 

 

1. Prélever 200 mg a partir de 100 g d’échantillon du produit alimentaire homogénéisé à analyser 

et les introduire dans un tube de micro-centrifugeuse de 2 ml; Ajouter 1 ml de tampon de lyse 

alimentaire et 2,5 µl de solution de protéinase K et 30 µl d’éthanol. Vortex brièvement pour 

assurer une distribution complète et l'humidification du matériau d'échantillon. 

 

2. Incuber dans un bain marie  pendant 30 min à 60 ° C avec une agitation chaque 10 minute 

pour améliorer la précipitation de l'inhibiteur, refroidir l'échantillon à température ambiante (15-

25 ° C) sur de la glace après incubation. 

 

3. Centrifuger pendant 5 min à 2500 x g. 

 

4. Pipeter 500 µl de chloroforme dans un tube de micro centrifugeuse de 2 ml. 

 

5. Dessinez soigneusement le volume maximal de surnageant clair de chaque tube de lyse de 

l'étape 3 sans perturber le précipité de l'inhibiteur au fond du tube. Mélanger les parties aliquotes 

surnageantes dans un tube de micro centrifugeuse et mélanger en pipetant vers le haut et vers le 

bas plusieurs fois pour assurer une solution homogène. 

 

6. Transférer 700 µl du pool de surnageant transparent au tube de micro centrifugeuse contenant 

du chloroforme. 

 

7. Vortez le tube à microcentrifugeuse de l'étape 6 vigoureusement pendant 15 s et centrifugez à 

18 000 tour  pendant 15 min. 

Remarque: Si le surnageant n'est pas clair, centrifuger à nouveau pendant 5 min. 

8. Pipeter 350 µl de tampon PB dans un tube de microcentrifugeuse de 2 ml frais, ajouter 350 µl 

de la phase aqueuse supérieure à partir de l'étape 7 et bien mélanger par vortex. 
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9. Pipeter la solution de l'étape 8 dans la colonne de rotation QIAquick placée dans un tube de 

collecte de 2 ml. Centrifuger à 13000 tour  pendant 2 min et jeter l'écoulement. Réutilisez le tube 

de collecte à l'étape 10. 

 

10. Ajouter 500 µl de tampon AW2 à la colonne de rotation QIAquick, centrifuger à 13000 tour  

pendant 2 min et éliminer l'écoulement. Réutiliser le tube de collecte et centrifuger à nouveau à 

17 900 x g pendant 1 min pour sécher la membrane. 

 

11. Transférer la colonne de rotation QIA quick à un tube de microcentrifugeuse de 1,5 ml ou 2 

ml (non fourni) et pipeter 150 µl de tampon EB directement sur la membrane QIAquick. Incuber 

pendant 1 min à température ambiante (15-25 ° C), puis centrifuger à 13000 tour pendant 2 min 

pour éluer.  

 

Les tampons utilisés pour extraction et purification de l’ADN 
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I.2.2-2 .L'amplification et l’identification des bacteries : 

 

I.2.2-2.a .L'amplification et l’identification des staphylococcus aureus par PCR 

en temp réel dans l’échantillon des abats de poulet crus: 

 

-Manuel mericon PCR kit S.Aureus (24) 
 

• Introduction 
 

Le kit mericon PCR kit S.Aureus (24) est une solution hautement spécifique et 

sensible servant à détecter l’ADN de staphylococcus aureus dans les aliments, les aliments 

d’origines animales et dans les produits pharmaceutiques. 

 
Le protocole inclut la préparation d’une culture d’enrichissement suivie d’une purification 

manuelle ou automatisée de l’ADN d’espèces de staphylococcus aureus de même qu’une analyse 

de PCR en temps réel permettant de déterminer la présence ou l’absence de pathogènes à l’aide 

du test mericon PCR kit S.Aureus (24) d’espèces de staphylococcus aureus sur le Rotor-Gene® 

Q. 

 
• Principe  

 

La réaction en chaîne par polymérase (PCR) repose sur l’amplification de régions 

spécifiques du génome de l’agent pathogène. Dans la PCR en temps réel, le produit amplifié est 

décelé au moyen de fluorophores. Ceux-ci sont généralement liés à des sondes 

oligonucléotidiques qui se lient spécifiquement au produit amplifié. La surveillance des 

intensités de fluorescence pendant l’analyse PCR (c.-à-d. en temps réel) permet la détection de 

l’accumulation de produit sans avoir à rouvrir les tubes de réaction par la suite.  

 

Le mericon PCR kit S.Aureus (24) contient tous les réactifs nécessaires pour la détection 

de l’ADN de staphylococcus aureus, y compris un contrôle positif, un contrôle négatif et un 

contrôle interne. L'ADN de contrôle interne assure la réussite de la purification et de 

l'amplification des tests en intégrant la procédure de purification de l'ADN. 

 
Le kit utilise deux combinaisons amorce/sonde spécifiques l’une pour l’ADN de 

staphylococcus aureus générant une fluorescence FAM™ et l’autre pour le contrôle interne 

générant une fluorescence MAX™. 
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Le contrôle positif contient de l’ADN de staphylococcus aureus et sert à prouver la 

fonctionnalité du dosage de l’agent pathogène, par exemple la préparation correcte du mélange 

réactionnel. 

 
• Extraction d’ADN  

 
Le mericon PCR kit S.Aureus (24) peut être utilisé pour la détection de l'ADN de 

staphylococcus aureus dans les aliments, les  aliments d’origines animales et les produits 

pharmaceutiques. Avant analyse par PCR en temps réel, l’ADN doit être extrait de la substance 

de départ. L'ADN doit être extrait en ajoutant le tampon de lyse (foodlysis buffer) et la 

protéinaseK 

 
 
 
 
 

1 - Contrôle négatif  
 

Chaque analyse PCR doit comprendre au moins un contrôle négatif. Cela permet d’évaluer 

la contamination dans la réaction.  

 

2 - Contrôle positif  
 

Lors de l’analyse PCR sur des échantillons inconnus, il est recommandé d’effectuer une 

réaction de contrôle positif dans l’analyse PCR, avec un échantillon connu pour inclure l’ADN 

bactérien ciblé. Un contrôle positif sert à prouver la fonctionnalité du dosage de l’agent 

pathogène, par exemple la préparation correcte du mélange réactionnel. Utiliser 10 µl de l'ADN 

de contrôle positif fourni avec le mericon PCR kit S.Aureus (24)  pour vérifier que 

l’amplification de la cible est réussie. 

 

(Anonyme. 2013) 
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I.2.2-2.b. L'amplification et l’identification de Salmonella spp par PCR en temp 

réel dans l’échantillon de viande: 

 

-Manuel mericon PCR kit Salmonella spp (24) 
 

• Introduction 
 

Le kit mericon PCR kit Salmonellaspp (24) est une solution hautement spécifique et 

sensible servant à détecter l’ADN de Salmonella dans les aliments, les aliments d’origines 

animales et dans les produits pharmaceutiques. 

 

Le protocole inclut la préparation d’une culture d’enrichissement suivie d’une 

purification manuelle ou automatisée de l’ADN d’espèces de Salmonella de même qu’une 

analyse de PCR en temps réel permettant de déterminer la présence ou l’absence de pathogènes à 

l’aide du test mericon PCR kit Salmonella spp (24) d’espèces de Salmonella sur le Rotor-

Gene® Q 

• Principe  
 
La réaction en chaîne par polymérase (PCR) repose sur l’amplification de régions 

spécifiques du génome de l’agent pathogène. Dans la PCR en temps réel, le produit amplifié est 

décelé au moyen de fluorophores. Ceux-ci sont généralement liés à des sondes 

oligonucléotidiques qui se lient spécifiquement au produit amplifié. La surveillance des 

intensités de fluorescence pendant l’analyse PCR (c.-à-d. en temps réel) permet la détection de 

l’accumulation de produit sans avoir à rouvrir les tubes de réaction par la suite.  

 
Le mericonPCR kit Salmonella spp (24) contient tous les réactifs nécessaires pour la 

détection de l’ADN de Salmonella, y compris un contrôle positif, un contrôle négatif et un 

contrôle interne. L'ADN de contrôle interne assure la réussite de la purification et de 

l'amplification des tests en intégrant la procédure de purification de l'ADN. 

 

Le kit utilise deux combinaisons amorce/sonde spécifiques l’une pour l’ADN de 

Salmonella spp générant une fluorescence FAM™ et l’autre pour le contrôle interne générant 

une fluorescence MAX™. 

Le contrôle positif contient de l’ADN de Salmonella et sert à prouver la fonctionnalité du 

dosage de l’agent pathogène, par exemple la préparation correcte du mélange réactionnel. 
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• Extraction d’ADN  
 

Le mericon PCR kit Salmonella spp (24) peut être utilisé pour la détection de l'ADN de 

Salmonella dans les aliments, les  aliments d’origines animales et les produits pharmaceutiques. 

Avant analyse par PCR en temps réel, l’ADN doit être extrait de la substance de départ. L'ADN 

doit être extrait en ajoutant le tampon de lyse (foodlysis buffer) et la protéinaseK 

 
 
 

1 - Contrôle négatif  
 

Chaque analyse PCR doit comprendre au moins un contrôle négatif. Cela permet d’évaluer 

la contamination dans la réaction.  

2 - Contrôle positif  
 

Lors de l’analyse PCR sur des échantillons inconnus, il est recommandé d’effectuer une 

réaction de contrôle positif dans l’analyse PCR, avec un échantillon connu pour inclure l’ADN 

bactérien ciblé. Un contrôle positif sert à prouver la fonctionnalité du dosage de l’agent 

pathogène, par exemple la préparation correcte du mélange réactionnel. Utiliser 10 µl de l'ADN 

de contrôle positif fourni avec le mericon PCR kit Salmonellaspp (24) pour vérifier que 

l’amplification de la cible est réussie. 

 

(Anonyme. 2013) 

 

 

À effectuer avant de commencer l’analyse 

Le bloc de chargement de PCR doit être conservé au réfrigérateur afin d’assurer que la 

préparation de la PCR s’effectue dans des conditions de température stables.  

 

I.2.2-3 Protocole : Préparation manuelle du test 
 

Avant l’utilisation, il faut reconstituer les tubes lyophilisés. 

            On a 4 tubes : 

Tube jaune (PCR essay). 

Tube bleu (Multiplex PCR ou master mix) «il contient : DNTP, sondes Taq polymérase 

Tube rouge (contrôle positif). 

Tube noir (Quantitectnucleicacid) Dilution Buffer 
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� On prend 130 µl du contenu du tube bleu dans le tube jaune. 
 

� Mélanger 5 fois avec la pipette et centrifuger quelques secondes à 4000 tours/mn. 
 

� On prend 200 µl du contenu du tube noir dans le tube rouge . 
 

� Mélanger 5 fois avec la pipette et centrifuger quelques secondes à 4000 tours/mn. 
 

� Maintenant  on a 02 tubes jaune et rouge prés à l’emploi et 01 tube de l’échantillon 
préparé d’avance. 

 
� On prépare trois eppendof (tube de 20 µl) : 

� Un pour le contrôle positif 
� Un pour le contrôle négatif 
� Un pour l’échantillon 

 
� Mettre 10 µl du tube jaune dans les trois eppendof. 

 
� Mettre 10 µl de l’échantillon (extractum d’ADN) dans l’eppendof de l’échantillon. 

 
� Mettre 10 µl du tube rouge dans l’eppendof contrôle positif. 

 
� Mettre 10 µl soit du quantitectnucleicacid ou RNASE free water dans l’eppendof contrôle 

négatif. 
 
Remarque   : Le total de volume de chaque eppendorf est de 20 µl 
 

� Faire passer les trois eppendof dans l’appareil PCR. 
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Tableau  N°05 : Préparation du mélange réactionnel 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Composants Echantillon Contrôle positif 
de PCR 

Contrôle negatif de 
PCR 

Test mericonreconstirué 10 µl 10 µl 10 µl 
ADN de l’écahntillon 10 µl   

ADN de contrôle positif dissous  10 µl  
Tampon de dilution d’acide 

nucleiquesquantitect ou eau sans 
Rnase 

/ / 10ul 

Volume total 20ul 20ul 20ul 
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I.2.2-4.Protocole expérimental de l’analyse par Rotor-gène Q series software système 
 

 Le programme de la détectionde l’ADN de Staphylococcus aureus et de Salmonella sppdans 

les échantillons de produits alimentaires analysés, 

Par le logiciel est représenté par les étapes suivantes : 

� Ouverture du programme on cliquant sur l’icône Rotor-gène Q series software système 
apparait sur le bureau. 

� Ouverture d’une fenêtre New Run 
� Cliquer sur Advanced. 
� Cliquer sur la case New qui apparait au bas de la fenêtre. 
� Ouverture d’une fenêtre New RunWizard pour choisir le type et la couleur des nacelles. 
� CochersurLoching Ring Attached. 
� Cliquer sur Next, une fenêtre apparait afin d’introduire les différents données concernant 

le nom de l’opérateur, le volume d’eppendof de PCR utilisé et les numéros 
d’emplacement des échantillons. 

� Cliquer sur Next au bas de la fenêtre. 
� Cliquer sur edit profil et sélectionner le Hold. 
� Déployer la case Insert before.et cliquer sur New Hold température pour régler Hold 

température et Hold time. 
� Sélectionner Cycling et cliquer sur New cycling pour programmer les températures et le 

temps. 
 
Programme PCR (Tableau N°06) : 
 
 

Etapes Temps Température Commentaires 

Etape d’activation de PCR 
initiale 

5min 95°C 
Activation de l’ADN 

polymérase 
HotStarTaq plus 

Cycle en 3 étapes   

Dénaturation 
 

Hybridation 
 

Extension 
 

Nombre de cycle 

15s 
 

15s 
 

10s 
 

40 

95°C 
 

60°C 
 

70°C 

Collecte des données 
à 60°C 

Détection Marqueur Excitation/Emission Canal 

Cible 
 

Contrôle interne 

FAMTM 

 

MAXTM 

495/520 nm 
 

524/557 nm 

Cycle A vert 
 

Cycle A jaune 
 

� Sélectionner Acquiring to cycling. 
� Ouverture d’une fenêtre Aquisition pour choisir les couleurs seulement green et yellow. 
� Cliquer sur ok et cliquer une deuxième fois sur OK. 
� Cliquer sur Next. 
� Cliquer sur Start Run. 
� Ouverture d’une fenêtre Save as pour enregistrer le nom de l’analyse. 
� Cliquer sur Save. 
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� Une fenêtre s’ouvre New RunWizard pour enregistrer les noms des échantillons à 
analyser. 

� Les résultats d’analyses sont donnés sous forme de graphes 
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II -Résultats et discussion 

II -1-Résultats 

II.1. A/ Résultats d’analyse microbiologique : 

II.1. A.1 La viande 

Après broyage et homogénéisation de 10 échantillons de la viande de différents points on a 

obtenu les résultats  microbiologiques qui sont représentés dans le tableau N°6 :  

Tableau N° 6 : Résultats des analyses microbiologique de la viande 

 

Echantillon  

Germes recherchés 

Viande Normes Requises (*) 

Salmonella Absence Absence 

(*)
 : Arrêté Interministériel du 24.01.1998 relatif aux spécifications microbiologiques des viandes rouges. 

On constate d’après les résultats (Tableau 1), une absence totale de germes pathogènes 

(salmonelle). 

Au vu des normes microbiologique (absence) , on peut conclure que cette viande est de qualité 

satisfaisante. 

II.1.A.1.1. Isolement et identification des espèces salmonella: 

En culture sur le milieu Héktoén, l’observation macroscopique des échantillons de produits 

alimentaires homogénéisés (la viande) analysés après incubation (24h), a fait ressortir l’absence 

totale de germe pathogène  de genre salmonella (c’est a dire  absence des Colonies incolores à 

centre noir) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Figure 10: Observation macroscopique sur milieu Hektoen (absence de salmonelle) 
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II.1. A.2Les abats de poulet crus 

Après broyage et homogénéisation de 10 échantillons des abats de poulet crus de différents 

points on a obtenu les résultats  microbiologiques qui sont représentés dans le tableau N°7 :  

 

Tableau N° 7: Résultats des analyses microbiologique des abats de poulet crus 

 

Echantillon  

Germes recherchés 

Abats de poulet crus Normes Requises (**) 

Staphylocoques aureus 10
3
 5.10

2
 

Salmonella Absence Absence dans 1g 

(**)
 : Arrêté Interministériel du 24.01.1998 relatif aux spécifications microbiologiques des volailles et leurs produits dérivés. 

Les résultats de l’analyse bactériologique des abats de poulet crus ont révélés l’absence des 

salmonelles et la présence de staphylocoques aureus en quantité supérieurs aux normes requises, 

cela nous amène à dire que ces abats ne sont pas conformes aux règles d’hygiène et la 

réglementation en vigueur. 

 

II.1.A.2.1.Identification de l’espèce Staphylococcus aureus : 

 

A partir des colonies de Staphylococcus, on réalise l’identification Staphylococcus aureus par 

des tests morphologiques et biochimiques, qui se résument aux examens suivants : 

II.1.A. 2 .1.a Examen macroscopique : 

En culture sur le milieu Chapman, l’observation macroscopique d’échantillons de produit  

alimentaire (les abats de poulet crus)  montre la présence des colonies de 1 à 2 mm de diamètre, 

lisses  brillante et  de couleur jaune  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

             

        Figure 11 : Observation macroscopique de face de  Staphylococcus aureus 
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II.1. A. 2.1.b. Examen biochimique : 

 

Les résultats de test de  coagulase  Confirment  la présence de bactérie pathogène 

Staphylococcus aureus   après la coagulation de plasma de lapin et la formation d’une  masse  

dans le  tube à hémolyse. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          Figure 12: Test de  coagulase  positif de bacterie Staphylococcus aureus 

  

II.1. A.3.Le camembert 

Après broyage et homogénéisation de 10 échantillons de camembert de différents points on a 

obtenu les résultats  microbiologiques qui sont représentés dans le tableau  tableau N°8 :  

 

Tableau N°8: Résultats des analyses microbiologique de camembert 

Echantillon  

Germes recherchés 

camembert Normes Requises (***) 

E. coli 10
2
 Non Déterminé 

Staphylocoques aureus 10
3
 10

2
 

(***)
 : Arrêté Interministériel du 24.01.1998 relatif aux spécifications microbiologiques des laits et des produits laitiers. 

On a remarqué que l’échantillon de camembert est de mauvaise qualité microbiologique car il 

contient des staphylocoques et E coli en quantité intolérable indicateur de contamination fécale 

et du manque d’hygiène, cela s’explique par le non-respect des règles d’hygiène lors de sa 

fabrication et de mauvaises conditions de sa conservation. 
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                   Figure 13 : Observation macroscopique de colonies d’Escherichia coli 

sur milieu chromogénique (PTX) 

 

 

II.1. A.4.Le lait cru : 

Après broyage et homogénéisation de 12 échantillons de lait cru de différents points on a obtenu 

les résultats  microbiologiques qui sont représentés dans le tableau N°9 :  

 

Tableau N° 9 : Résultats des analyses microbiologique des échantillons de lait cru 

Echantillons 

Germes recherchés 

Point A Point B Point C Normes Requises  

Staphylocoques aureus Absence 10
2
 Absence Absence 

E. coli Absence 10 Absence Non Déterminer 

(****)
 : Arrêté Interministériel du 24.01.1998 relatif aux spécifications microbiologiques des laits et des produits laitiers. 

Les résultats montrent :  

- - la présence d’E. coli dans l’échantillon de lait prélevé au niveau du point B, indice de 

contamination fécale. 

On a constaté que l’échantillon de lait cru prélever au niveau du point B ne répond pas aux 

normes requises, cela s’explique par le non-respect de règles d’hygiène, par contre les laits 

prélevés au niveau des points A et C sont de qualité satisfaisante. 
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II.1. B / Résultats d’analyse génétique: 

 

Amplification du contrôle 

interne 

Amplification de 

l’échantillon 

résultat 

+ + 
Echantillon est 

positif 

+ - 
Echantillon est 

négatif 

- - Echec de la PCR 

 

                                     Tableau 10: Résumé des résultats possibles 

 

L’inhibition partielle de la PCR en raison de la présence de concentrations d’inhibiteurs 

décelables mais tolérables dans les échantillons est généralement indiquée par le fait que le 

contrôle interne tend vers des valeurs CT supérieures.  

 

 

 

II.1.B.1- l’interprétation des résultats :   

 

 

L’interprétation des résultats des échantillons peut être déterminée à condition que des 

réactions de contrôle positif et négatif soient effectuées. Le contrôle positif doit émettre un signal 

sur les canaux FAM et MAX. Le contrôle négatif ne doit émettre aucun signal sur les canaux 

FAM et MAX. 

Lors de l’analyse PCR sur des échantillons inconnus, il est recommandé d’effectuer une 

réaction de contrôle positif dans l’analyse PCR, avec un échantillon connu pour inclure l’ADN 

bactérien ciblé. Un contrôle positif sert à prouver la fonctionnalité du dosage de l’agent 

pathogène, par exemple la préparation correcte du mélange réactionnel. Utiliser 10 µl de l'ADN 

de contrôle positif fourni avec le mericon PCR kit S.Aureus (24) ou Le mericon PCR kit 

Salmonella spp (24)  pour vérifier que l’amplification de la cible est réussie. 
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II.1.B.1.1.Résultats de l’analyse génétique de
 

L’analyse par la PCR en temps réel 

pathogène (Staphylococcus aureus

interne) correspondant à une valeur de 

Staphylococcus aureus dans 
 

*
:   Cycle seuil (CT) : cycle auquel le graphique d’amplification atteint le seuil, c.

nettement décelable de la fluorescence. 
 

            Les résultats obtenus sont illustrés dans le graphe  suivant 

 
      figure14: Graphe d’amplification 
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Résultats de l’analyse génétique des abats de poulet crus :

L’analyse par la PCR en temps réel a détecté des régions spécifiques du génome de l’agent 

Staphylococcus aureus), après vérification par sonde d’hybridation (contrôle 

interne) correspondant à une valeur de CT
*
 comprise entre 21 et 28, ce qui signifie la présence de 

dans l’échantillon des abats de poulets crus. 

Cycle seuil (CT) : cycle auquel le graphique d’amplification atteint le seuil, c.-à-d. qu’il y a une augmentation 

nettement décelable de la fluorescence.  

Les résultats obtenus sont illustrés dans le graphe  suivant  

d’amplification de PCR en temps réel  (Staphylococcus aureus

II                                                                                                                      RESULTATS ET DISCUSSION 

: 

détecté des régions spécifiques du génome de l’agent 

), après vérification par sonde d’hybridation (contrôle 

, ce qui signifie la présence de 

d. qu’il y a une augmentation  

Staphylococcus aureus) 
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II.1.B.1.2.Résultats de l’analyse génétique de viande :

 

L’analyse par la PCR en temps réel 

pathogène (Salmonelle), après vérification par sonde d’hybridation (contrôle interne)

signifie l’absence de salmonelle

     

Les résultats obtenus sont illustrés dans le graphe  suivant :

 

                      Figure 15 : Graph d’amplification de PCR en temps réel

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Echantillon 
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Résultats de l’analyse génétique de viande : 

L’analyse par la PCR en temps réel n’a pas détecté des régions spécifiques du génome de l’agent 

), après vérification par sonde d’hybridation (contrôle interne)

salmonelle dans l’échantillon de la viande. 

Les résultats obtenus sont illustrés dans le graphe  suivant : 

: Graph d’amplification de PCR en temps réel

II                                                                                                                      RESULTATS ET DISCUSSION 

détecté des régions spécifiques du génome de l’agent 

), après vérification par sonde d’hybridation (contrôle interne), ce qui 

 

: Graph d’amplification de PCR en temps réel (Salmonelle). 
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II.2 Discussion : 

 

L’intérêt de développer de nouveaux outils de diagnostic et  détection bactériologiques rapides 

est par conséquent de plus en plus important pour les scientifiques, les industriels et les 

organismes de réglementation. 

Notre étude avait pour objectifs d’étudier trois germes pathogènes Salmonella, Staphylococcus 

aureus et Escherichia coli  en tant que contaminants alimentaires, aboutissant chez l'homme à 

des troubles digestive. Cette étude se base sur la recherche de ces 03 germes dans les aliments 

sur le territoire Algérien. Après leur isolement sur des milieux sélectifs, ces souches seront par la 

suite Identifiées sur deux plans : caractérisation biochimique par les tests classiques 

d'identification et caractérisation moléculaire en utilisant la technique PCR en temp réel. 

 

Les méthodes conventionnelles utilisées pour la détection et l'identification des agents 

pathogènes, reposent principalement sur l'identification microbiologique et biochimique. 

Traditionnellement, la première étape de l’identification bactérienne, consiste à en 

obtenir une culture pure contenant un seul isolat bactérien. A partir de cette culture, on va 

confronter un certain nombre de caractères morphologiques, culturaux et biochimiques de cet 

organisme inconnu, avec ceux des nombreuses espèces connues jusqu’à trouver une 

similitude. L’origine de l’organisme fournit souvent des indications qui, ajoutées à quelques 

observations et tests simples, peuvent conduire à l’identité possible de l’organisme ou tout au 

moins, de circonscrire la recherche à l’un des principaux groupes bactériens. 

Les souches de staphylococcus aureus. isolées sur les milieux sélectifs chapman, sont identifiées 

avec succès  par le test  classique, et aussi pour l'isolement du genre Escherichiasur sur le milieu 

PTX  

 Pour la Salmonella l’absence totale de cette flore dans tous les échantillons alimentaire  analysé 

(viande et abats de poulet crus) est notée (Tableau 6.7). La norme concernant la salmonella est 

l’absence du germe dans ces produits alimentaires , ce résultat montre la bonne conduite 

d’hygiène 

cette étape d'identification est importante avant de passer à l'identification moléculaire par PCR 

en temps réel. A-propos de la PCR  en temps réel a permis une identification correcte et 

hautement spécifique  pour la plupart des souche dans un intervalle du temps très réduit par 

apport aux méthodes classiques  
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Concernant l’amplification par PCR en temps réel , les résultats ont également confirmé les 

résultats obtenu par la méthode classique : 

1-staphylococcus Aureus : 

Dans ce travail on a amplifie le gène pathogène de staphylococcus Aureus par l’utilisation de la 

réaction en chaîne par polymérase (PCR) qui repose sur l’amplification de régions spécifiques du 

génome de l’agent pathogène. Dans la PCR en temps réel, le produit amplifié est décelé au 

moyen de fluorophores. Ceux-ci sont généralement liés à des sondes oligonucléotidiques qui se 

lient spécifiquement au produit amplifié. La surveillance des intensités de fluorescence pendant 

l’analyse PCR (c.-à-d. en temps réel) permet la détection de l’accumulation de produit sans avoir 

à rouvrir les tubes de réaction par la suite.  

Le mericon PCR kit S.Aureus (24) c’est une solution hautement spécifique et sensible servant à 

détecter l’ADN de staphylococcus aureus dans les aliments, ce kit contient tous les réactifs 

nécessaires pour la détection de l’ADN de staphylococcus aureus, y compris 

- Un contrôle positif contient de l’ADN de staphylococcus aureus et sert à prouver la 

fonctionnalité du dosage de l’agent pathogène, par exemple la préparation correcte du mélange 

réactionnel. 

-Un contrôle négatif qui permet d’évaluer la contamination dans la réaction.  
 

-Un contrôle interne (la sonde d’hybridation) un fragment d'ADN spécifique des Staphylococcus 

aureus correspondant à une valeur de CT
*
 comprise entre 21 et 28. assure la réussite de la 

purification et de l'amplification des tests en intégrant la procédure de purification de l'ADN. 

 

 Le kit utilise deux combinaisons amorce/sonde spécifiques l’une pour l’ADN de 

staphylococcus aureus générant une fluorescence FAM™ et l’autre pour le contrôle interne 

générant une fluorescence MAX™ et l’interprétation des résultats des échantillons peut être 

déterminée à condition que des réactions de contrôle positif et négatif soient effectuées. 

 Les résultats obtenu confirme  la présence du génome de l’agent pathogène de Staphylococcus 

aureus (résultat positif et le test est valide) car : L’échantillon émet un signal sur les canaux FAM et 

MAX, Le contrôle positif émet un signal sur les canaux FAM et MAX  et le contrôle négatif  n’émet pas  

de signal sur le canal FAM  

ce qui est traduit par la montée de courbe de notre échantillon vis-à-vis  a la courbe de control 

positif. 
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2. Salmonelle 

Comme  Le mericon PCR kit S.Aureus (24) , Le kit mericon PCR kit Salmonella spp (24) est 

une solution hautement spécifique et sensible servant à détecter l’ADN de Salmonella dans les 

aliments, les aliments d’origines animales et dans les produits pharmaceutiques. contient tous les 

réactifs nécessaires pour la détection de l’ADN de Salmonella, y compris y compris un contrôle 

positif, un contrôle négatif et un contrôle interne. L'ADN de contrôle interne 

L’analyse par la PCR en temps réel n’a pas détecté des régions spécifiques du génome de l’agent 

pathogène (Salmonelle),après vérification par  la sonde d’hybridation (contrôle interne), ce qui  

explique pourquoi La courbe de notre échantillon reste toujours  linéaire et aussi toujours en 

parallèle avec La courbe de contrôle négatif au cours de processus,  

Les resultats obtenu sont donc négatifs car :L’échantillon émet un signal sur le canal MAX mais 

pas sur le canal FAM , Le contrôle positif émet un signal sur les canaux FAM et MAX (la 

montée de courbe  de control positif au cour de processus avec une valeur  CT* 28) et Le 

contrôle négatif n’émet pas de signal sur le canal FAM  Notons  que Un signal MAX positif 

signifie que l'extraction et l'amplification ont réussi. Ces résultats obtenu confirme  l’absence  du 

génome de l’agent pathogène de Staphylococcus aureus (résultat negatif et le test est valide). 
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III : Conclusion 

 

   Au terme de ce travail nous avons utilisé la PCR en temp réel comme moyen 

d’identification des bactéries pathogènes , contribuant ainsi aux diagnostic rapide des 

infections causées par des micro-organismes fastidieux pour lesquels la culture est 

difficile, voire impossible.  L’objet de notre étude  est de rappeler quelles sont les 

techniques moléculaires disponibles pour détecter un agent pathogène et de proposer un 

algorithme d'interprétation d'un résultat de PCR englobant les niveaux analytiques et 

cliniques.  

  Les méthodes conventionnelles basées sur la culture et les tests métaboliques 

«biochimiques » sont utilisées comme méthode de référence pour la détection de 

plusieurs agents de toxi-infections alimentaires, tels que S. aureus, Salmonella, 

Coliformes, E. coli… etc. Cette méthode standard qu’on a utilisé pour la détection peut 

nécessiter jusqu'à 6  jours pour nous donnée des résultats satisfaisants, car elle repose sur 

la capacité des micro-organismes à se multiplier et à donner des colonies visibles à l’œil 

nu (colonies bleu pour E. coli et colonie jaune pour S. aureus…etc) 

  Bien que ces  méthodes soient sensibles, peu coûteuses pour certaines et donnent à la fois 

des informations qualitatives et quantitatives des micro-organismes testés, elles sont 

grandement limitées par le temps nécessaire pour l'identification de la bactérie, mais aussi 

par le temps nécessaire à l'enrichissement initial. 

La réaction de polymérisation en chaîne en temp réel (RT-PCR) est une technique 

alternative, attractive en raison de sa rapidité, sensibilité ( l'utilisation d'une sonde 

TaqMan en plus des deux amorces augmente fortement la spécificité des amplicons 

générés) ,reproductibilité  et de leur délai de réponse. (elle nécessite 3 heurs). Cependant, 

il est utile de connaître les limites des analyses PCR afin d'interpréter correctement les 

résultats obtenus. L'interprétation est fonction de la fiabilité des tests utilisés, des 

pathogènes recherchés, du site d'infection, et de la présentation clinique. Il est essentiel 

que les cliniciens généticiens et les microbiologistes partagent leurs expériences, afin que 

les niveaux analytiques et cliniques d'interprétation puissent être combinés 
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II.1.3.Liste des produits utilisés 

 

-Bouillon TSE (Tryptone Sel Eau) 

-Eau physiologique  

-additif (Institut Pasteur d’Algérie, I.P.A.)  

-Bouillon d’enrichissement Giollitécontoni 

-plasma de lapin 

-Le phénol  

-L’éthanol   

-Tompon de lyse (food lyse buffer) 200ml 

-protéinase K 

-Le chloroforme  

-La sonde TaqmanTM 

-buffer AW 2 (wash  buffer) concentration 13ml 

-buffer PB (binding  buffer) 30ml 

-buffer EB (élution buffer) 15ml 

 

II.1.5 Verreries et accessoires:  

 

-Tubes à essais stériles 

-boites pétrie  

-micropipettes 

-Pipettes  pasteur stériles 

-Becher  

-Eppendrof 

-blender 

-pince  

-Tubes à microcentrifugeuse (1,5 ml ou 2 ml) 

 

 

 

II.1.5.Milieux de cultures 

 

1) Milieu de culture Chapman: pour l’identification des staphylococcus aureus 

Composition typique (gramme/litre)  

 



. Composition dans 1L d'eau distillé                     (g/l)      

Peptone………………………………………….. 11 

Extrait de viande………………..………….…….. 1 

NaCl……………………..………………………. 75 

Mannitol……………………...……………….….. 10 

Rouge de phénol………………………………...0,025 

Agar…………………………………………..        15 

 PH :……………………………………………      7.5 

 

 

2)Milieu de culture chromogénique PTX  

 

La composition de ce milieu est la suivante : 

 

Extrait de pomme de terre……1L  

à partir de 200 g 

Glucose ………………………20 g 

Agar….……………………….20g 

pH 5,6 

 

 

3)Le Bouillon Cœur Cervelle (BHIB): 

 
La composition de ce milieu est la suivante : 

 
protéose-peptone ………………………..10,0 g 

infusion de cervelle de veau …………….12,5 g 

infusion de cœur de bœuf ………………...5,0 g 

glucose ……………………………………2,0 g 

chlorure de sodium ……………………….5,0 g 

hydrogénophosphate de sodium …………..2,5 g 

pH = 7,4  

 

 

 



4)Milieu de culture hektoen : 

protéose-peptone:..........................................12,0 g  

extrait de levure :facteur de croissance ……3.0g 

lactose :critere de différenciation ………….12.0g 

saccharose : critere de différenciation....................12,0 g 

salicine : critere de différenciation......................2,0 g 

citrate de fer III et d'ammonium révélateur d'H2S..........1,5 g  

sels biliaires : inhibiteur................................9,0 g  

fuchsine acide : inhibiteur................................0,1 g  

bleu de bromothymol : indicateur de pH.....................0,065 g   

chlorure de sodium : maintien de la pression osmotique.....5,0 g   

thiosulfate de sodium : précurseur d'H2S...................5,0 g   

 agar..........................................14,0 g  

pH = 7,6  



 

II.1.4.Appareils utilisés :  

 

 
 

 

 

 

 

 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

        Bain marie (Marmmert) 
Balance 

Etuve ( jouan ) Hôte bactériologique à flux luminaire 

(TELSTAR  AV 100) 



 

            PCR en temps réel (QIAGEN)

                                                                                                       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         Centrifugeuse ( DSAE

               

 

 

(QIAGEN) 

                                                                                                        

Centrifugeuse ( DSAE-002)                Vortex ( Labinco ) 

               Pack de kit PCR en temps réel 

(QIAGEN) 

Vortex ( Labinco )  

Mixeur (waring) 
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