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Résumé :

Les maladies infectieuses d’origine alimentaires causées par Escherichia Coli et

Salmonella Spp sont nombreuses chez ’homme et I'animal.

La présente étude a été effectuée sur 157 échantillons alimentaires (92 unités de
camembert, 40 poulets frais, 10 unités de fromage frais et 15 boudins de paté de volaille)
provenant de plusieurs industries de la région de la commune de Draa Ben khedda la wilaya

de TIZI OUZOU.

Une moitié de ces échantillons ont été analysés au niveau du Laboratoire Vétérinaire
Régional de Draa Ben Khedda (Wilaya de Tizi-Ouzou), durant le mois de Décembre 2018,
dans le service hygiene alimentaire; et l'autre moitié ont été analysés au niveau du
laboratoire de recherche de microbiologie de I'université Mouloud Mammeri TIZI-OUZOU,

durant le mois d’Avril 2019.

Tous les échantillons ont été analysés avec les méthodes standard (milieux spécifiques
a Escherichia Coli et a salmonella Spp), suivi d’identification biochimique classique (mini
galerie) et par une galerie miniaturisé API E20, elles nous ont permis d’obtenir les résultats
suivants :

Sur les 157 échantillons, aucune présence de Salmonella Spp n’a été présenté.

Concernant le germe d’Escherichia Coli est absent dans le fromage frais, par ailleurs
nous avons enregistré la présence d’Escherichia Coli avec 5,43% dans le camembert, 7,5%

dans le poulet frais et de 33,33% dans le paté de volaille.

Face a ces résultats nous avons conclure l'existence d’un risque lors de Ia

consommation de ces denrées alimentaires d’origine animale.
Mots clés :

Escherichia Coli, Salmonella Spp, toxi-infection, aliments, qualité alimentaire, pathologies.
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Abstract :

Infections pathologies with Escherichia Coli and Salmonella Spp as food contaminants

are many in humans and animals.

The present study has been made on 157 food samples (92 unity of pie charts, 40
fresh chiken, 10 unity of fresh cheese and 40 of poultry salami) coming from several
industries of the region of Draa ben Khedda (TIZI-OUZOU), the regional vetenerary
laboratory of Draa Ben Khadda (TIZI-OUZOU), throughout December 2018 in the food health
department and on the "Mouloud Mammeri" university in TIZI -OUZOU throughout April
2019.

The research of these germs on the whole of samples has been made according the
identification methods on specific areas of Escherichia Coli and Salmonella Spp and typical
biochemical identification areas and miniaturisation process (gallery) API E 20, for analysing

this bacteries.

On the whole of 157 samples analysed we notice an absence of Salmonella Spp and
also a total absence of Escherichia Coli in the fresh cheese; on the other hand we have found
5,43% of camemberts, 7,5% of fresh chicken and 33,33% of poultry salami were positive for

the research of Escherichia Coli.

Following of this resulats we conclude a presence of risk when we eat up this food.

keywords :

Escherichia Coli, Salmonella Spp, toxi-infection, microbiological quality, pathology.
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Chapitre 1 : Les Entérobactéreacea PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

Introduction Générale :

“Le médecin de I'avenir ne traitera pas le corps humain avec médicaments, il soignera et

préviendra les maladies avec la nourriture.” Thomas. Edison.

Les maladies infectieuses d’origine alimentaire sont souvent liées a des défauts
d’hygiene et peuvent étre graves comme le cas des toxi-infections a Escherichia coli et les
salmonelloses. La plus grande partie de ces syndromes est liée a la transmission des agents

pathogénes par le biais des aliments souillés. (Arvieux, 1998).

lls ont un impact important sur la santé humaine et animale, représentent un nombre
considérable de décés dans les pays en voie de développement, Ces maladies constituent le
probleme de santé publique le plus répandu dans le monde et générent un énorme
probléeme économique représentant ainsi une source de souffrances humaines. (MEAD et

al, 1999).

La présence d’Escherichia Coli dans les aliments est indicatrice de contamination
fécale; leur présence témoigne de I'éventuelle contamination de I'aliment par des bactéries

pathogénes d’origine entérique. (Anonyme, 2003).

Salmonella Spp, naturellement présente dans l'intestin des animaux. C'est une
bactérie qui représente la premiére cause d'une toxi-infection alimentaire collective(TIAC).

(Colin et al, 1992).

Il est pertinent de s’intéresser a la recherche de ces germes (Escherichia Coli et
salmonella Spp) dans les aliments d’origine animale, afin de pouvoir minimiser le risque de
contamination et améliorer la qualité des aliments. La consommation des denrées

alimentaires d’origine animale pose-elle des risques sur la santé humaine ?

Donc ce mémoire porte sur la recherche d’Escherichia Coli et Salmonella Spp dans
157 denrées alimentaires d’origine animale (92 unités de camembert, 40 poulets frais, 10
unités de fromage Frais et 40 boudins de paté de volaille) par des méthodes d’identification

standards et galerie miniaturisé API 20E.

s



Chapitre 1 : Les Entérobactéreacea PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

1 Les entérobactéries :

1.1 Définition :

Les entérobactéries comprennent de nombreux genres bactériens, qui ont les mémes
caractéristiques suivantes; sont: des bacilles Gram négative, immobiles ou mobiles par
ciliature péritriche, aérobie-anaérobies facultatifs (ils ont la capacité de pousser en présence
ou en absence de dioxyde); dont les besoins nutritionnels sont simples (facilement
cultivable), réduisent les nitrates en nitrites (nitrate réductase positif) et sont dépourvus

d’oxydase (oxydase négative), non sporulé. (Avril et al, 2000).

1.2 Systématique :

Ces criteres permettent de regrouper les différents genres en « groupes », rendant les
démarches d'identification plus méthodiques et plus aisées, mais qui ne correspondent pas
forcément a des réalités de proximité phylogénétique et actuellement, cette famille englobe

49 genres et plus de 1700 espéces. (Denis et al, 2007).

Régne : Bacteria.

Phylum (embranchement) : Proteobacteria.
Classe : Gammaproteobacteria.

Ordre : Enterobacteriales.

Famille : Enterobacteriaceae.

Les Enterobacteriaceae qui intéressent la bactériologie médicale peuvent étre groupées en
plusieurs groupes :

Groupe | : Salmonella, Edwadsiella.

Groupe |l : Escherichia, Shigella et Levinia.

Groupe lll : Klebseilla, Serratia, Enterobacter et Erwinia.

Groupe IV : Proteus et Providencia.

Groupe V : Yersinia.

-



Chapitre 1 : Les Entérobactéreacea PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

1.3 Habitat:

Les Enterobacteriaceae sont des hotes de tube digestif de I’homme et de nombreux
animaux ou ils sont retrouvés soit a I'état pathogene, soit a I'état commensal ; mais cette
localisation digestive n’est pas exclusive. (Drame, 2001). On les retrouve aussi dans

I’environnement (sols, eau) et les aliments. (Gueye, 2007).

1.4 Les entérobactéries pathogénes :

On distingue deux (02) groupes d’entérobactéries pathogenes :

1.4.1 Les entérobactéries pathogénes strictes :

Leur présence dans l'organisme est anormale quel que soit leurs nombres et
entrainent souvent une infection dont la gravité dépend de leur point d’entrée. (Bergey’s M,
2001).

Certaines espéces provoquent des pathologies spécifiques :

L'espece Salmonella Typhi responsable de la fievre typhoide.

I'espéce Shigella Dysenteriae est |'agent responsable de la dysenterie bacillaire.
I'espece Escherichia Coli entérotoxique responsable de gastro-entérite infantile (GEI).

I'espéce Yersinia Pestis responsable de la peste. (Bergey’s M, 2001)

1.4.2 Les entérobactéries pathogénes opportunistes :

Les entérobactéries opportunistes ne disposent pas d'un pouvoir pathogéne suffisant
pour déclencher une pathologie chez un hoéte sain. Elles sont en revanche susceptibles de
déclencher une infection chez un sujet immunodéprimé comme des septicémies surtout en
milieu hospitalier (par exemple, Serratia, Klebsiella, etc.) (Greatorex et al, 2000).

Elles peuvent étre présentes dans l'intestin et faire partie intégrante de sa flore
commensale, c'est ainsi que l'espéce Escherichia coli est responsable d'infection urinaire

(Greatorex et al, 2000).

1.5 Les entérobactéries saprophytes :

Les entérobactéries saprophytes sont présentes dans les sols, les eaux, les végétaux
et dans tout type d'environnement humide en général (Proteus,Providencia, Enterobacter).

(Levine et al, 1988).

™



Chapitre 1 : Les Entérobactéreacea PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

2 Escherichia Coli :

2.1 Généralités:

La bactérie est désormais connue sous le nom Escherichia Coli et abrégée en E. Coli a
été décrite pour la premiere fois par un pédiatre Allemand, Theodore Escherich, a la fin du
XIXéme siécle (Escherich, 1885), I’'espéce Bacterium Coli commune, isolée de selles de bébés

nourris exclusivement au lait maternel. (Ari et Sezonov, 2008). (Delphine, 2008).

2.2 Habitat:

Cette bactérie est retrouvée dans les eaux souvent en provenance d’une
contamination fécale, dans l'intestin. (Greatorex J et al, 2000).

On sait aujourd’hui que cette entérobactérie s’installe dans I'intestin des nouveau-
nés rapidement apres la naissance ; pendant un certain temps, elle constitue I'élément
dominant de leur flore intestinale et elle reste présente chez I'adulte, est I’h6te normal de
I'intestin de 'homme et des animaux ; est une entérobactérie commensale de tube digestif.
(Ari et Sezonov, 2008).

Cependant, certaines souches d’Escherichia Coli peuvent étre pathogénes entrainant

alors des gastroentérites, infections urinaires, méningites, ou septicémies. (Eudier, 2011).

2.3 Systématique:

Actuellement Escherichia comporte cing (05) espécesselon la classification de

Bergey’smanual, 2012 :

e Escherichia Fergusonii.
e Escherichia Hermanii.
e Escherichia Vulneris.

e Escherichia Blattae.

e FEscherichia Coli.

s
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2.4 Caractéres bactériologique :
2.4.1 Caractéres morphologique :

Bacille a bout arrondi, Gram-, mesure approximativement 2 a 4um de longueur sur
0.6um de larguer, ne possédant ni capsule ni spores, elle se présente isolée ou en courtes
chainettes, et en quelques cas, sous forme de trés long filaments (figure 01).Pourvu de cils,
elle est généralement mobile grace a une ciliature péritriche mais cette mobilité est tres

variable selon le milieu ou la souche a été ensemencée. (Bey F, 2009).

DNA JADN

Cwtoprlasmm
Cytoplasime

Cell memirane
Membrane celulaire_

Figure 01: Structure d’Escherichia Coli et une coloration de gram. (Anonyme, 2007)

2.4.2 Caractéeres culturaux :

Leur culture est facile aprés 24 heures d’incubation entre 10°C et 50°C avec un optimum
de 37°C.

e Le bouillon nutritif : le trouble est homogene et intense avec formation des ondes

moirées a |’agitation. (Avril et al, 2000).

e La gélose ordinaire : les colonies sont rondes, de 2 a 3 mm de diameétre, laiteuses ou

légérement jaunatres et lisses. (Avril et al, 2000).

e Le milieu hekteon : les colonies apparaissent de couleur saumon.

e Le milieu Endo: fermente le lactose, donne des colonies rouges a éclat métallique

doré (les lactose- apparaissent transparents). (Avril et al, 2000).

s
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e Le milieu de Mac Conkey : les colonies lactose” donnent une couleur rouge brique et

entouré d’'un halo opaque de précipitation des sels biliaires (les colonies lactose-
sont incolores). (Avril et al, 2000).

e Le milieu Drigalski: les colonies lactose® donnent une couleur jaune (les colonies

lactose- donnent une couleur bleu verdatre/ bleu rois). (Avril et al, 2000).

2.4.3 Caractéres biochimiques :

Escherichia coli posséde une catalase mais est dépourvue d’oxydase. L'étude
d’activités enzymatiques et de la fermentation des sucres est réalisée a I'aide de micro-
méthodes validées disponibles dans le commerce sous forme de mini-galeries; Ces
dernieres permettent I'identification de cette bactérie ainsi que le diagnostic différentiel
avec les autres bactéries de la méme famille (Fluadrois J, 2004).

Le tableau suivant regroupe les caracteres biochimiques d’Escherichia Coli :

Tableau 01: Caractéres biochimique d’Escherichia Coli. (Anonyme, 2011)

Caractéristique Réaction
Méthyle 4
désaminase =
VP -
lactose +
ONPG +
Mannitol +
Uréase -
Indole +
Citrate 2
Acétoine -
H21S o

saccharose

salicine

+ + 4+

LDC
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2.4.4 Caractéres antigéniques :

L’antigéne somatique O, définissant le sérogroupe, est contenu dans les
lipopolysaccharides présents sur la paroi bactérienne des souches a Gram négatif. L’antigene
flagellaire H est de nature protéique entrant dans la structure du flagelle (ciliature
péritriche) permettant la mobilité de la bactérie. L’antigene K de surface n’est pas toujours

présent mais s’il I’est, il bloque I'agglutinabilité de I'antigene O. (SURVILLANE E, 1997).

2.4.4.1 L’antigéne somatique O:

Les antigénes somatiques existent plus de 156 types;, actuellement les sérogroupes
sont décelables par agglutination face aux antisérums de référence, mais cette technique est
limitée par le nombre de plus en plus élevé de sérums a fabriquer, par la présence
d’agglutination croisée entre les antigenes O d’Escherichia coli, Shigella et ceux de
Salmonella, et par le passage de la consistance crémeuse de la colonie a une consistance
rugueuse ayant pour conséquence l'absence de synthese de I'antigene O, et Cet antigene
conditionne le pouvoir pathogene des souches, ainsi que I'immunité conférée. (SURVILLANE

E, 1997).

2.4.4.2 L’antigene de surface ou d’enveloppe K :

Il existe 3 types d’antigéne K désignés par les lettres L, AouB :
L’antigéne L : est le plus fréquent mais il est thermolabile (il est détruit en une demi-heure a
100°C (Posl et al, 1998).

L'antigéne A : rare, L'Ag A est tres thermostable (il faut un autoclavage pour le
détruire) (Posl et al, 1998).

L’antigéne B : est toujours présent chez les Escherichia coli enthéropathogenes de
gastro-entérite infantile. Il a une thermolabilité intermédiaire aprés une demi-heure a

100°C, (Posl et al, 1998).

2.4.5 Les antigenes flagellaires H :

Les antigenes H ne servent pas a l'identification des Escherichia Coli pathogénes mais
présentent un grand intérét du point de vue épidémiologique, l'identité de I'antigene H

constitue un élément pour assurer qu’il s’agit d’'une méme souche. (SURVILLANE E, 1997).

-
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2.5 Le pouvoir pathogéne :

Les souches de Escherichia Coli peuvent étre regroupées en huit (08) pathovars, les
Escherichia Coli a I'origine des maladies intestinales ont en commun de se multiplier dans
I'intestin de leurs hotes ; donc elles se retrouvent dans les féces et par la suite dans les
effluents animaux (élevages et abattoirs), et les effluents d’origine humaine. (Croxen et

Finlay, 2010).

2.6 Larésistance aux antibiotiques :
2.6.1 Définition:

D’un point de vue strictement bactériologique, une souche bactérienne devient
résistante lorsqu’elle peut croitre en présence d’une concentration d’antibiotique plus

élevée que la concentration qui inhibe normalement les souches sensibles de I'espéce.

2.6.2 Larésistance naturelle :

Elle correspond a la résistance de toutes les souches d’'une méme espéce
bactérienne a un antibiotique. Elle est due soit a une absence de cible pour I'antibiotique

soit a une imperméabilité de la paroi a cet antibiotique. (Takpara | et al, 1996).

2.6.3 Larésistance acquise :

Le terme de résistance acquise est utilisé pour désigner des processus permettant a
des bactéries appartenant a une espéce originellement sensible de devenir résistante a un

ou plusieurs antibiotiques. (Eslahpazir, 1993).

2.6.4 Larésistance d’Escherichia Coli :

Le comportement d'Escherichia Coli vis-a-vis des antibiotiques apparait
remarquablement stable depuis 1969 ; on peut toutefois noter un trés lent, mais réel
accroissement de la résistance aux aminopénicillines ainsi qu'aux associations
triméthoprime-sulfamides. (Surveillane E, 1997).

En 1986, les fréquences de résistance n'atteignent ou ne dépassent 30 % des souches
gue pour aminopénicillines, streptomycine, tétracyclines et sulfamides ; elles sont, parfois

comprises entre 10 et 30% (carboxypénicillines, uréidopénicillines, céfalotine et
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kanamycine) et tres inférieures a 10 % dans de nombreux cas (céphalosporines de 3éme
génération, autres aminosides et quinolones notamment). (Surveillane E, 1997).
Parmi les acquisitions nouvelles, il faut noter I'existence de quelques rares souches

résistantes au céfotaxime (BLSE, CTX-1). (Surveillane E, 1997).
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3 Salmonella Spp:

3.1 Historique:

Se sont nommées ainsi en ’honneur du médecin vétérinaire américain Daniel Elmer
Salmon en 1900, méme si le premier qui a découvert le genre a était Theobaldsmith.
(Brown, 1935).

Depuis les premiéres observations rapportées par Eberth jusqu’a nos jours, le genre
salmonella n’a pas cessé de présenter une importance considérable dans les domaines
vétérinaires et sur le plan médical, tant par les pertes économiques dues a la malade
animale, que par forte incidence chez 'Homme des fievres typhoides et des toxi-infections

alimentaire collectives a salmonelles. (Bornert, 2000).

3.2 Habitat:

Les salmonelles sont des bactéries ubiquistes a de nombreux animaux a sang chaud
(hommes, mammiféres, rongeurs et oiseaux), et aussi des animaux a sang froid (insectes,
reptiles, poissons). La plus grande majorité des salmonelles présentes dans I’environnement
(terres, eau, matiéres premiéres des aliments de bétail...etc.) ; ou des aliments destinés a

I’'hnomme proviennent des contaminations fécales. (Federigh, 2005).

3.3 Systématique:

La classification des salmonelles est établit selon un systeme basée sur I'identification
antigénique qui a été fait par white et kauffmann. Dans les années cinquante, une centaine
de sérovars était déja connu. (Popoff et Bockemuhl, 2005 ; millemann et al, 2002).

Aujourd’hui, il est démontré que le genre Salmonella comprend trois (03) espéces :
(Popoff et Bockemuhl, 2005 ; millemann et al, 2002).

Salmonella enterica : contient six (06) sous-types :

Nomenclature ancienne nomenclature actuelle
e Sous-especes | : subsp.enterica.
e Sous-especes |l : subsp.salamae.

e Sous-espece llla: subsp.arizonae.

e Sous-especes lllb: subsp.diarizonae.

e Sous-especes |V : subsp.houtnae.

=
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e Sous-especes VI: subsp.indica.

99,8% des souches isolées appartiennent a la sous-espéces |.

Salmonella bongori : une espéce rare, et qui correspond a I'ancienne sous-espéce V
bangori de Salmonella Enterica.

Salmonella subterranea.

Les sous espéces sont subdivisées en sérovars ou sérotypes.

3.4 Caractéres bactériologiques :

Selon la seconde édition du bergey’s manual of systematic bacteriology, Salmonella
Spp est le genre de la famille des Enetrobacteriacea dont elle posséde les principaux

caractéres.

3.4.1 Caractéres morphologiques :

Salmonella Spp se sont des bacilles a Gram négatif, de dimension moyenne (2 a 3 um
de longueur et de 0,6 a 0,8um de largeur), parfois capsulés, intracellulaires facultatifs.
Généralement sont mobiles grace a une ciliature péritriche. Quelques sérovars sont

immobiles (Salmonella Gallinarum et Salmonella Pullorum) (Humbert F,2005).

Riosomes
Capsule =
cell =~ * - s ——
wall - _‘_E\
Plasmolemma DMNA Flagella

Plasmid

Figure 02: Structure de Salmonella Spp. (Iryna, 2016)

3.4.2 Caracteres culturaux :

Les Salmonelles sont aéro-anaérobies qui se cultivent aisément sur les milieux usuels

a 37°Cen 18 heures a 24 heures.

[
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Elles peuvent se multiplient dans des températures comprises entre 5 et 47°C avec
un optimum entre 35 a 37°C.

e Le bouillon nutritif : on observe un trouble homogene avec des ondes moirées. (Avril

et al, 2000).

e La gélose ordinaire :les colonies sont de 1 a 4mm de diametre, a |'exception de

certains sérotypes animaux qui donnent toujours des colonies naines (Sa/monella.
Abortusequiet Salmonella Abortusuis), lisses, bombées, brillantes, rondes a bords
réguliers. (Avril et al, 2000).

e Le milieu hektoen : les colonies apparaissent de couleur verdatres ou gris bleu avec

ou sans centre noir. (Avril et al, 2000).

e Le milieu S-S Salmonella-shigella : les colonies sont transparentes avec ou sans centre

noir. (Avril et al, 2000).

Figure 03 : Colonies de salmonella sur gélose Hektoen. (Anonyme, 2018).

3.4.3 Caractéres biochimiques :

Les caractéres biochimiques sont mentionnés dans le tableau ci-dessous :

-
s
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Tableau 02: Caractéres biochimique de Salmonella spp. (flaudrois, 2004)

#
Test | GLU | [AC | H2S | GAZ | MAL | LDC | NIT | ODC | ADH | URE | TDA | VP ESC
resultats |+ - + + t s t
+: Caractére positif -+ Caractére négatif +: Caractere inconstant

3.4.4 Caractéres antigéniques :

Constitue la base de classification de kauffmann et white, en plus de I'antigene
commun de tous les Enterobacteriaceae, les Salmonelles peuvent posséder plusieurs types

d’antigenes ayant un intérét diagnostique. (Posl P et al, 1998).

3.4.4.1 L'AntigéneO:

De nature LPS, situé au niveau de la paroi, il agglutine face aux antisérums spécifiques
en donnant des agglutinations. (Camart-périé, 2006).
Nommé en chiffre de 1 a 67 (groupes différents), majeurs et des accessoires

(Camart-périé, 2006).

3.4.4.2 Les antigénesRet M:

L'antigéne R est mis en évidence que chez les souches rugueuses, et sont auto-
agglutinables en eau physiologique. L’antigene M est existant essentielles chez Salmonella

Paratyphi B et est responsable de I'aspect muqueux des colonies. (Camart-périé, 2006).
3.4.4.3 L’antigene flagellaire H :

Nommé par une lettre pour la phase 1 et un nombre ou une lettre pour la phase 2,
porté par les souches mobiles sur les flagelles. (Camart-périé, 2006).
3.4.4.4 L’antigéne K (de I’enveloppe Vi) :

Il forme une mince capsule qui recouvre le LPS, il est existant chez Salmonella Typhi,
plus rarement chez Salmonella Paratyphi C (reste exceptionnel chez Salmonella Dublin).

(POPOFF et NOREL, 1992).

)
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Cet antigene peut masquer I'agglutinabilité de I’'antigéne O et pour le démasquer, il
suffit de chauffer les suspensions bactériennes pendant 10minutes a 100°C ou 1h a 60°C.

(Posl et al, 1998).

3.5 Le pouvoir pathogéne :

Le pouvoir pathogene est différent pour les Salmonelles majeures (que I'on ne trouve
gue chez I'homme) et les salmonelles mineures (ubiquistes) :

-Salmonelles majeures: Salmonella  Typhi, Salmoella Paratyphi, respectivement

responsables des fievres typhoides et paratyphoidiques. La transmission se fait par les selles
des malades. (Machado et al, 1998).

-Salmonelles mineures : responsables de gastroentérites. Ces germes sont portés par

'homme et I'animal, et sont impliquées dans 30 a 60 % des infections alimentaires.

(Machado et al, 1998).

3.6 Larésistance des Salmonelles aux antibiotiques :

Sur le plan de la résistance aux antibiotiques, les souches de sérotype Typhi résistantes
a l'ampicilline, au chloramphénicol, au co-trimoxazole et a I'acide naliclixique sont
prédominantes en Asie alors que les souches africaines restent sensibles. (Théophile et a/
2018).Des souches de Salmonella non-typhiques résistantes aux cephalosporines de
3% géneration et aux quinolones sont décrites en France depuis ces 5 derniéres années.

(Théophile et al, 2018).

=
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1 Les pathologies dues a Escherichia coli :

Escherichia Coli est une bactérie que I'on trouve couramment dans le tube digestif de
I’étre humain et des animaux a sang chaud. La plupart des souches sont inoffensives.
Certaines en revanche, comme Escherichia Coli producteur de shiga-toxines, peuvent
provoquer de graves maladies d’origine alimentaire. La transmission a I'homme passe

principalement par la consommation d’aliments contaminés. (OMS, 2018).

1.1 Les facteurs de virulence :

Les souches pathogénes d'Escherichia Coli se caractérisent par |'expression de
propriétés, produits ou structures bactériennes distinctifs, appelés facteurs de virulence, car
ils les aident a surmonter les défenses de I'hote et a le coloniser ou I’envahir. (Johnson JR,
1991).

Des études ont montré que dans I'espece d’Escherichia Coli il existe de nombreux
facteurs :

-Capsule : elle possede une action antiphagocitaire. (Levine et al, 1988).
-les pilis commun/ antigéne F1/ Fimbriae typel : répartis sur toute la surface de la bactérie.
(Levine M, 1988).
-Les adhésines: de (F2 a Fn) sont plus spécifiques que les pilis communs, elles se
répartissent sur deux (02) groupes en fonctions de leurs cibles cellulaires : (Levine et al,
1988).

- F2 aF6: cellules épithéliales digestives.

- F7 aF14: cellules uro-épithéliales.
-Les toxines protéiques :

> Les entérotoxines ;

O Toxine LT : thermolabiles et immunogene.
0 Toxine ST : thermostable et immunogene.

» Les vérotoxines/ Shigellaliketoxin (SLT) : inhibe la synthese protéique ;

> Latoxine nécrosante (cytotxienecrotizing factor/ CNF) ;

» Les hémolysines alpha et béta(Levine M, 1988).

-Les sidérophores : se sont des chélateurs de fer synthétiser et secréter par Escherichia Coli

pour leur permettre de puiser le fer essentiel a leur développement (Johnson JR, 1991).
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Figure 04: Principaux facteurs de virulence impliqués dans le développement des
processus infectieux chez Escherichia coli. (Jauréguy, 2009).
1.2 Clinique:

Selon le type de maladie engendrée et les facteurs de virulence associés, les souches
d’Escherichia Coli sont divisées en deux (02) groupes. Le premier groupe pathogéne a
I'origine des maladies intestinales, et le deuxiéme groupe pathogene a I'origine des maladies

extra-intestinales. (Johnson et Russo, 2005).
1.2.1 Chezl’Homme:

1.2.1.1 Les pathogeénes intestinaux :

Les pathogenes intestinaux de Escherichia Coli sont reconnus comme des agents
responsables de syndrome diarrhéique d’origine alimentaire ou hydrique. (Clermont et al,

2011).

1.2.1.1.1 Les Escherichia Coli entérotoxinogénes (ETEC) :

Les ETEC sont a l'origine d’épisodes de diarrhée aqueuse, modérée a sévéere, peu

fébriles, associés a des nausées et a des crampes abdominales. (Kaper et al, 2004).



Chapitre 2 : Pathologies dues a Escherichia Coli et salmonella Spp PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

1.2.1.1.2 Les Escherichia Coli entéroinvasives (EIEC) :

Les EIEC sont responsables de syndrome dysentérique (diarrhée contenant du sang et
du mucus) caractérisé par une forte fievre, des crampes abdominales et des nausées. (Kaper,

2004).

1.2.1.1.3 Les Escherichia Coli a adhésion diffuse (DAEC) :

Les DAEC qui colonisent lintestin gréle engendrent des cas de diarrhée chez les

enfants entre 5 et 18 mois d’age. (Servin, 2005).

1.2.1.1.4 Les Escherichia Coli entéroagrégatives (EaggEc, ou EAEC) :

Les EAEC sont reconnues comme une cause de diarrhée endémique et épidémique

dans le monde entier ; (Mora, 2011).

1.2.1.1.5 Les Escherichia Coli entéropathogénes (EPEC) :

Les EPEC sont responsables de la majeure partie des diarrhées infantiles mais sont

rarement incriminés dans les diarrhées chez I'adulte. (Varela et al, 2015).

1.2.1.1.6 Les Escherichia Coli enterohemorragiques (EHEC) :

Escherichia Coli 0157:H7est le sérotype le plus souvent incriminé des EHEC a été isolé
en 1982 lors d’une épidémie de colites hémorragiques a la suite de consommation de viande
pas bien cuite dans un restaurant « fastfood ». (Riley et al, 1983).

L'infection par une souche EHEC chez 'lhomme peut revétir plusieurs aspects allant
du portage asymptomatique a linfection mortelle. La manifestation clinique la plus
fréquente est la colite hémorragique, évoluant parfois, en particulier chez I’enfant et le sujet
agé, vers un syndrome hémolytique et urémique (SHU) ou le purpura thrombotique,

thromobocytopénique (PTT). (Bouvet, 2003).

1.2.1.2 Les Escherichia Coli pathogénes extra-intestinaux (EXPEC) :

Les souches EXPEC se caractérisent par leur pouvoir de coloniser d’autres systémes
en dehors du systéme gastro-intestinal et elles représentent un risque sanitaire plus élevé

gue celui des Escherichia Coli pathogenes intestinales. (Russo et johson, 2000).
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1.2.2 Chezles Animaux:

Escherichia Coli producteur de vérocytotoxine (ECPV) est un colibacille (bactérie
intestinale) responsable de diarrhées ou de décés soudains chez certains animaux. (Tim,

2013).

1.2.2.1 Chez les ruminants :

Les bovins et les moutons sont porteurs du colibacille, sans que la maladie ne se
manifeste. L'Escherichia Coli producteur de vérocytotoxine peut causer la maladie de
I’cedeme chez les porcelets, habituellement aprées le sevrage et lorsqu’ils ont entre 4 et 12
semaines. La maladie se manifeste soudainement, d’abord par un manque de coordination
des pattes de derriere, puis elle évolue vers la paralysie totale et la mort. Il peut aussi se
produire un gonflement des paupieres et de la face, des manifestations plus difficilement

observables. (Tim, 2013).

1.2.2.2 Chez la volaille :

Escherichia Coli chez la volaille est peu impliqué en pathologie digestive mais participe
a des syndromes variés évoluant sous forme septicémique ou localisée : maladie respiratoire

chronique, omphalite, synovite, coligranulomatose et salpingite. (Brugere et al, 1992).

1.3 Les mesures de controle des Escherichia Coli :

Via des tests, il est possible de déterminer si un animal est porteur de la bactérie. Le
cas échéant, la viande peut subir un traitement qui consiste a la chauffer ou a l'irradier.
(Croxen et Finlay, 2010)

Ces techniques, bien qu’étant efficaces, ne garantissent pas systématiquement
I’'absence d’ECEH dans les aliments. Pour se prémunir efficacement des infections par ECEH,
il faut respecter I'application de pratiques d’hygiene strictes.

Le personnel impliqué dans la production et la préparation de produits végétaux et
animaux crus doit étre formé aux bonnes pratiques d’hygiéne. (Chapman P et al, 1997)

Concernant les consommateurs et les cuisiniers, il est possible d’éviter la plupart des
infections par ECEH en respectant les recommandations suivantes:

-Cuire a cceur la viande hachée de beeuf en particulier chez les enfants de moins de 5 ans ;
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-Les jeunes enfants et les personnes agées doivent éviter de consommer des fromages au
lait cru.

-Laver les fruits, les Iégumes et herbes aromatiques surtout s’ils sont consommés crus.

-Se laver les mains avant de préparer les repas et aussi souvent que nécessaire ;

-Veiller a I’hygiene du matériel en cuisine.

-Séparer les aliments cuits des aliments crus.

-Eviter le contact de trés jeunes enfants (moins de 5 ans) avec les animaux de ferme,

notamment les bovins, ovins et leur environnement. (Blanco et al, 1993).
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2 Les pathologies dues a Salmonella Spp. (Les salmonelloses)

La salmonellose est une maladie infectieuse, contagieuse, transmissible a 'homme et a
diverses especes animales causée par la bactérie Salmonella Spp, responsables de fievre
typhoide et paratyphoide (maladies a déclaration obligatoire), de toxi-infections alimentaire
et de gastro-entérite. (Teunis et al, 2010).

Les Salmonelles se retrouvent surtout dans les aliments crus ou insuffisamment cuits :
la volaille, la viande, les fruits de mer et les ceufs. Elles peuvent aussi contaminer des
légumes ou des aliments laissés sans réfrigération durant plusieurs heures .Les animaux
domestiques (surtout les oiseaux et les reptiles) peuvent également transmettre une

infection a la salmonelle. (Anonyme, 2017).

2.1 Clinique:
2.1.1 ChezI’Homme:

La salmonellose est I'une des causes principales de maladies diarrhéiques dans le

monde ; deux (02) types de salmonelloses humains sont reconnus:

2.1.1.1 Les fiévres typhoides et paratyphoides :

lls sont provoqués par des sérovars de Salmonella strictement humains (Salmonella
Typhi, Salmonella Paratyphi A,B,C et Salmonella Sendai). (Moury, 2005).

Les symptomes consistent essentiellement en des douleurs abdominales, des
diarrhées et vomissements, ils peuvent étre accompagnés de fievre. (Pierré et Geerinckx,

2012).

2.1.1.2 Les gastro-entérites :

lls sont provoqués par Salmonella Enteridis et Salmonella Typhimurium. La durée
d’incubation est généralement de 1 a 2 jours. La transmission s’effectue par ingestion des
aliments contaminés par Sa/monella. (Moury, 2005).

Les principaux symptomes sont la diarrhée non sanglante, les douleurs abdominales,

la fievre, les nausées et des vomissements. (Avril et al, 2000).
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2.1.1.3 Les formes septicémiques :

Le syndrome septicémique peut s’exprimer aussi chez les jeunes enfants par d’autres
sérotypes, avec une fievre élevée, des frissons, une tachycardie, une diarrhée, des douleurs

abdominales, des vomissements et une altération de I'état générale (Carlier et al, 2001).

2.1.1.4 Les toxi-infections de I’adulte et de I’enfant :

Elles sont provoquées par des salmonelles ubiquitaires, et se caractérisent par leur
fréquence (en constante augmentation), par leur évolution (généralement favorable) et par
leurs circonstances de survenue (liées aux denrées alimentaires). (Poncelet, 2007).

Les Toxi-infections salmonelliques se déclarent 12 a 24 heures apres l'ingestion des
aliments contaminés et se caractérisent par une diarrhée fétide et liquide parfois muco-
sanglante, les douleurs abdominales, fievre fréquente (39 °C). (Carlier et Lagrange, 2001).

Ces Toxi-infections alimentaires de l'adulte et des enfants surviennent selon deux

modalités épidémiologiques:

A. Les cas groupés: Toxi-infections Alimentaires Collectives (T.I.LA.C.) :

Les T.ILA.C. elles sont a déclaration obligatoire et la cause principale des T.l.A.C sont
les salmonelles ubiquitaires; les T.ILA.C a Salmonella Spp ont un caractére saisonnier et
surviennent généralement au cours d’été.

La contamination a eu lieu dans la majorité des cas a I'occasion des repas familiaux,

par ingestion des ceufs ou des ovo produits. (Carlier et Lagrange, 2001).

B. Les cas sporadiques: Toxi-infections sporadiques :

Elles sont trés fréquentes, ainsi aux Etats Unis d'Amérique, leur nombre annuel est de
2 millions avec un nombre de morts estimé 0,05 a 0,10 %; Les aliments incriminés sont les
ceufs, les poulets, la viande et d'autres aliments consommés crus. (Swerlow et atkruse,
1998).

Les sérotypes dominants sont la aussi, Salmonella Typhimurium et Salmonella
Enteritidis, parmi les souches de Salmonella Typhimurium, il existe une variété prédominante
caractérisée par son sous type lysotypique: le type D.T.104 (Définitive Type 104), elle est

caractérisée par sa résistance étendue aux antibiotiques. (Swerlow et atkruse, 1998).
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2.1.2 Chezles animaux:
2.1.2.1 Chezla volaille:

Les volailles sont en général des porteurs sains, et l'incidence technico-économique
du portage en poulet de chair semble étre minime, en fait, c'est le réle des Salmonelles dans
les toxi-infections alimentaires collectives qui explique leur importance dans la filiere. (Bell
et Kyriakides, 2002).

Deux sérotypes de salmonelles sont adaptés aux volailles: Salmonella Gallinarum

(typhose) et Salmonella Pullorum (pullorose). (Bell et Kyriakides, 2002).

A. Pullorose:

La pullorose est une maladie infectieuse septicémique a transmission verticale, causé
par Salmonella Pullurom. (Anonyme, 2010).

Elle est généralement asymptomatique chez les adultes, une réduction du taux de

fertilité, une réduction de taux d’éclosion et mortalité en coquille ou la mortalité des
poussins peu apres |'éclosion. (Anonyme, 2010).
-forme aigue : les jeunes oiseaux moins de 3mois présentent une diarrhée gris-blanchatre,
d’aspect crayeux, qui agglutine les plumes autour du cloaque « maladie de la crotte », et des
signes d’anorexie, de déshydratation et de faiblesse, et parfois des signes respiratoires et
nerveux. La mort survient en 10-12 jours le nombre de mortalité atteint son maximum, et
durant la deuxiéme semaine suivant I'éclosion. (Anonyme, 2010).

-forme subaigiie et chronique : les oiseaux présentent des signes d’anorexie, de faiblesse et

surtout une tuméfaction des articulations (Anonyme, 2010).

B. Typhose:

Maladie septicémique du poulet, de la dinde et d’autres espéces aviaires, causée par
Salmonella Gallinarum, présence d’'une grande simultanéité clinique et lésionnelle avec la
pullorose. La maladie touche principalement les poulets matures ou en croissance, mais
aussi peut toucher tous les autres. La pullorose frappe généralement les poussins et la jeune
volaille alors que la typhose touche plus fréquemment les oiseaux en croissance et adultes.
(Anonyme, 2010).

Les symptomes chez les jeunes moins de 4 semaines sont identiques a celle de la

pullorose. Chez les adultes ont une somnolence, anorexie, diarrhée blanchatre, fievre,
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anémie (paleur des crétes) avec une morbidité et mortalité élevée, mais le taux de mortalité
est variable selon la virulence et la souche de Salmonella Gallinarum et selon les conditions

d’élevage et y’a une reprise de mortalité apres arrét du traitement. (Anonyme, 2010).

2.1.2.2 Chezles bovins:
A. Forme digestive :

Tres fréquente, cette forme se traduit surtout par I’émission d’une diarrhée
sanglante. Salmonella Typhimurium est généralement isolé (MARTEL, 1997).Les veaux
atteints sont généralement agés d’une semaine a trois mois (RINGS, 1985). Le tableau
clinique typique comporte une hyperthermie, une perte de I'appétit, une diarrhée jaune a
brunatre. Les selles sont liquides, nauséabondes et peuvent contenir du mucus, du sang et
des fragments de muqueuse. Cette diarrhée s’accompagne d’épreintes, ténesme et de
coliques abdominales. Les veaux se déshydratent rapidement. La morbidité et la mortalité
sont proportionnelles a I’age (WRAY et SOJKA, 1977). La encore, le caractére trés contagieux
de la maladie doit étre souligné, particulierement dans les élevages intensifs de veaux.

Les vaches laitieéres hautes productrices, présentent avant méme les signes digestifs
de I'hyperthermie, une diminution de 'appétit et de la rumination. L’entérite salmonellique
est toujours accompagnée d’une baisse de la sécrétion lactée. Le taux de morbidité peut
atteindre 25% et la mortalité est élevée en |'absence du traitement. (Martel J, et SAVEYM,

1992).

B. Forme génitale:

Cette forme est essentiellement liée a l'infection par Salmonella Dublin. Ce sérovar
entraine des avortements survenant entre le 124éme et le 270éme jour de gestation et plus
généralement entre le 160 et le 180éme jour. lls sont généralement suivis de rétention
placentaire. Dans 90% des cas (MARTEL et PARDON, 1980), I'expulsion du foetus n’est pas
précédée ni accompagnée de symptomes visibles chez la mere. Il n’y a pas d’augmentation
de l'infertilité ni de I'anoestrus (MARCHAL, 1997) et la mortalité est nulle. (LAX et coll.,
1995).
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C. Forme septicémique :

Plus rares, les septicémies salmonelliques se développent habituellement dans les
élevages industriels (veaux de boucherie), et sont liées au stress de I'allotement. Les veaux
atteints de septicémie salmonellique sont généralement agés d’une semaine a sept mois
avec un pic d’incidence chez les veaux d’un mois. Elle se manifeste par une fieévre intense
accompagnée d’un abattement profond : c’est le« tuphos » des fievres typhoides. La
pression artérielle chute, les extrémités refroidissent : la peau est froide et les muqueuses
cyanosées. La mort peut étre brutale sans prodrome ou étre précédée de signes généraux
(respiratoires, digestifs). L'évolution est suraigué et est liée a un choc endotoxinique.
Salmonella Typhimurium le sérovar le plus fréquemment isolé dans les septicémies

salmonelliques. (MARCHAL, 1997).

D. Forme respiratoire :

Cette forme est trés fréquente dans les grandes collectivités (nurseries, ateliers
d’engraissements). L'atteinte de I'appareil respiratoire se traduit par de la dyspnée, de la

polypnée, une toux seche et quinteuse, un jetage séreux puis mugueux.

Les pneumonies salmonelliques sont trés contagieuses. En I'absence de traitement, la
maladie évolue rapidement vers la mort chez les plus jeunes animaux. Chez le veau, les
formes respiratoires sont souvent accompagnées de diarrhée. On parle de syndrome

«pneumo-entérite ». (MARTEL, 1985).

E. Autres Formes:

D’autres localisations sont plus rarement observées (MARTEL, 2001): arthrite,
méningo-encéphalite, ostéite, gangrene des extrémités, uvéite, mammite, complication de

césarienne (péritonite, abcés de paroi).

F. Portage asymptomatique :

En France, 10% des élevages, laitiers et allaitants confondus, excréteraient des
salmonelles dans les feces. Le taux d’excréteurs dans ces troupeaux varierait de 5 a 10% en
dehors de la période de vélage et de 50 a 80% durant la période des vélages. Or, moins d’un
sur cing de ces troupeaux a connu un épisode de salmonellose clinique au cours des années

antérieures il est difficile de formuler des hypotheses sur I'origine du portage : soit il persiste

|g
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apres les cas cliniques, soit il les précede. On ne connait précisément ni les facteurs
bactériens ni ceux liés a I'h6te qui évitent que le portage provoque la maladie. Le porteur
présente un danger dans la transmission de l'infection au sein de I'élevage. (VALLET et

MARLY, 1997).

2.2 Mesure de contrdle de Salmonella :

Il n'existe aucun vaccin pour se protéger des intoxications alimentaires provoquées
par la Salmonella Spp. Ce sont donc des mesures d'hygiéne adéquates qui permettront
d'éviter la contamination par les aliments et les excréments animaux. Du producteur au

consommateur, tous sont concernés. (Anonyme, 2017).

2.2.1 Les mesures de controle sanitaires :

Il a été démontré dans le monde entier que l'application et les programmes de
contrble peuvent contribuer de maniere considérable a la réduction de la prévalence des
salmonelles, par le biais des mesures telles les bonnes pratiques d'élevage et la biosécurité.
(carlier et Lagrange, 2001).

En Algérie I'arrété interministériel n° 006 du 20 janvier 2003, définissant les mesures
de prévention et de lutte spécifiques aux salmonelloses aviaires a Salmonella Enteritidis,
Typhimurium, Typhi, Arizona, Dublin, Paratyphi et Pullorum Gallinarum, doit étre pris en
considération, pour une lutte efficace. (Anonyme, 2003).

Les barrieres sanitaires représentées par les mesures générales d'hygiene sont les
premiers éléments a mettre en place avant I'emploi des procédés spécifiqguement adaptés a

la lutte contre le danger de Salmonella Spp ou tout traitement. (Anonyme, 2001).

2.2.2 Les mesures de controle générales d’hygiénes :

Les locaux, le personnel et I'environnement doivent répondre a certains principes

généraux:(Le coanet, 1992).

- Un isolement rigoureux des locaux vis a vis de |'extérieur, pour protéger les locaux, les
équipements et les animaux.
- Le respect du principe de la marche en avant avec délimitation d'une zone propre et d'une

zone sale.
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- Le non entrecroisement des courants de circulation (matiéres premieres et produits finis
ou produits avec déchets).

- La propreté, la désinfection et le bon état d'entretien des équipements et du matériel. - La
propreté et sensibilisation a I'hygiéne du personnel.

- La propreté et le lavage des mains, le changement et désinfection des bottes sont

essentiels pour la protection des batiments d'élevages.

2.2.3 Le systeme de contrdle en Algérie :

La surveillance des Salmonelles en Algérie s'inscrit dans le cadre d'un vaste
programme de surveillance des maladies animales; En effet, afin de permettre une
évaluation des programmes de prévention et de lutte mis en place et |'analyse des risques
liés a I'importation des animaux, des produits d'animaux et des produits d'origine animale,
un réseau d'épidémio-surveillance a été initié en 1984, consolidé en 1988 suite a la
promulgation de la loi régissant la médecine vétérinaire et la protection de la santé animale.
(Medjbar, 2012).

La réglementation en vigueur impose a tout vétérinaire quel que soit son secteur
d'activité, la déclaration obligatoire de toute maladie animale contagieuse tant celles
confirmées ou celles fortement suspectées. Ainsi, les vétérinaires privés ou les vétérinaires
fonctionnaires, en poste au niveau des bureaux d'hygiene communaux, des abattoirs, des
postes frontiéres et des centres de quarantaine, récoltent les données, et les transmettent a
I'inspection vétérinaire, aux autorités locales et a la direction des services vétérinaires. Ces
informations sont véhiculées a travers le formulaire officiel de déclaration, les rapports de
suivi des foyers et les rapports mensuels des activités vétérinaires. (Medjbar, 2012).

Les laboratoires sollicités pour une éventuelle confirmation ou infirmation de la maladie,
assurent le retour d'informations aux vétérinaires demandeurs par des bulletins d'analyses,
et a la direction des services vétérinaires a travers les bilans mensuels. Aussi, dans le cadre
de renforcement du réseau d'épidémio-surveillance au sud du pays (Adrar et Tamanrasset),
il a été mis en place des observatoires qui ont pour tache principale, la création de base de
données relatives aux maladies sévissant dans les régions respectives et celles menacant le
cheptel Algérien a partir des frontieres Sud, ainsi que la mise en place d'un systeme de
diagnostic précoce permettant l'intervention rapide des services concernés. (Medjbar,

2012).
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Par ailleurs, afin de renforcer l'intégration totale des praticiens privés dans le réseau
d'épidémio-surveillance, des mandats sanitaires leur ont été attribués des I'année 2004,
pour la réalisation de certains programmes de prophylaxie officiels ordonnés par I'autorité

vétérinaire nationale. (Medjbar, 2012).
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Figure 05: Schéma du systeme d’information en surveillance sanitaire vétérinaire.

(Anonyme, 2003).
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1 Problématique et objectif de travail :

Les denrées alimentaires peuvent étre une source majeure des maladies intestinales,
des infections urinaires et des méningites néo-natales dues au genre Escherichia Coli, et
aussi des fievres typhoides et paratyphoides , des gastro-entérites et des toxi-infections
alimentaires collectives dues au genre Salmonella Spp. Alors y’a-t-il un danger sur la santé

humaine apres leurs consommations ?

Objectif :

L'objectif de ce travail consiste a rechercher les deux, germes pathogenes Escherichia
Coli et Salmonella Spp entant que contaminants alimentaires, qui aboutissant chez I'homme

et I'animal a des maladies diverses.

1.1 Cadre de l’étude:

La présente étude a été effectuée au sein du Laboratoire Vétérinaire Régional de Draa
Ben Khedda (TIZI-OUZOU), pendant le mois de décembre 2018, dans le service hygiene
alimentaire ; et au niveau du laboratoire de recherche de microbiologie de l'université

Mouloud Mammeri TIZI-OUZOU, pendant le mois d’avril 2019.
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2 Le matériel utilisé :

Tableau 03 : Le matériel utilisé.

Le grand matériel Le petit matériel

-Un Bain-marie. -Un Bec Benzéne.
-Une Balance de précision. -Des Boites de pétries.
-Un Congélateur. -Des Cuilleres.

-Des Etuves. -Des Fioles.

-Un Stomatcher. -Des Pinces.

-Des Pipettes pasteurs.

-Une Poire a pipeter.

-Des Portoirs.

-Tubes a essaies.

-L’eau physiologique.

-Plusieurs  milieux de cultures:
(VRBL, Rappaport, Hekteon, urée
Indole, KIA).

-Des réactifs : (KOVACS, VP1 et VP2,
TDA, ONPG).

-Huile de vaseline.

-Des galeries API 20°.

3 La méthode de travail :

On a analysé 157 échantillons alimentaires comprenant des aliments crus et des
aliments préts-a-manger (Voir tableau 03). Provenant de plusieurs industries de la région les
échantillons étaient prélevés et transportés au laboratoire dans une glaciére contenant un

nombre suffisant de sachets réfrigérants.
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Tableau 04: L’ensemble des échantillons.

Les échantillons La taille

Camembert 92 unités

Poulet frais 40 poulets
complets

Paté de volaille 15 boudins

Fromage Frais 10 unités

3.1 La préparation des échantillons :

Une fois la vérification de document de demande d’analyse (annexe 01), et I'aspect
extérieur du produit est terminée, on doit les identifier pour commencer leurs préparations

a étre analyser.

3.1.1 Ladilution de I’échantillon :

On préleve (aseptiquement) deux fois 25g du produit a analyser, le premier
échantillon pour la recherche d’Escherichia coli et le second pour la recherche de Salmonella
Spp, ces échantillons vont étre incorporés dans 225ml d’eau peptonée tamponnée(EPT) pour
obtenir une dilution mére (DM) qui est une dilution de 1/10 ou 10, Ensuite 1ml de la DM
est rajouté a 9 ml d’eau peptonée tamponnée (EPT) ; pour obtenir une dilution 1/100 ou
102, Enfin 1ml de la dilution 10 est rajouté dans 9 ml de I'EPT ; pour obtenir une dilution

1/1000 ou 107 (voir schémas : 01)

-Ces trois (03) dilutions serviront a la recherche des Escherichia Coli.

DM 10 1073

Schémas 01: La dilution décimale.
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Figure 06 : Dilution décimale du camembert.

3.1.2 Protocole 01 : (recherche d’Escherichia Coli)

e Larecherche et le dénombrement :

Cette étape comprend :

e L’ensemencement:

A partir des dilutions préparées, prélever aseptiquement 1ml dans une boite de pétri
vide stérile préparée a cet usage et numérotée. Compléter ensuite avec 20ml de gélose VRBL
fondu puis refroidir a 45 + 1°C. Homogénéiser le mélange en faisant des mouvements
circulaires de va-et-vient en forme de « 8 ». Laisser la boite de pétrie quelques minutes sur la
paillasse pour la solidification de la gélose ; une fois solidifier rajouter une deuxieme couche

d’environ 5ml de la méme gélose.

Incuber les boites de pétries couvercles en bas a 44°C et 37°C pendant 24h.
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Figure 07: Ensemencement sur gélose VRBL.

e La sélection et le dénombrement des colonies :

Les boites prises en considération ceux qui renfermement un nombre de colonies
compris entre 15 et 300 ; et présentent des colonies de couleur rouge violacé ou prennent

la couleur de la gélose avec un centre noir (des colonies suspectes).

Les boites sélectionnées vont étre isolées sur gélose nutritive(GN) et incuber a 37°C
pendant 24h, afin d’avoir des colonies pures, pour pouvoir leurs soumettre a des tests

biochimiques d’orientation.

Figure 08:Des colonies suspectes sur gélose VRBL.
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e L’identification :
A. Les tests biochimiques d’orientation :
Une colonie caractéristique du milieu d'isolation est prélevée, puis repiquée sur :
» La gélose TSI (triple sugar iron)

> Milieu avec de 'ONPG.

> Le milieu Urée indole.

Figure 09 : Les deux tests d’orientation urée indole et Kligler-Hajna.



PARTIE EXPERIMENTALE

/25g de produit + 225ml d’EPT I:> \

‘ 1% jour : Ensemencement.
(10 10 ’ 10_3)

Incubation 24h a 44°C
Repiquage de 4colonies em jour : Isolement et dénombrement.
Suspectes (+) \
@ Dénombrement

Incubation 24h a 37°C.

N

Le 3em jour : Identification.

=)

—  , GalerieApi20E

( 9I0PUI-9,910<>
(eU!eu-Jaa!m() _

N

Incubation 24h a 37°C.

Le 4em jour : Lecture

Lecture.

Schémas 02 : Protocole de recherche d’Escherichia Coli.

|g
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3.1.3 Protocole 02 : (La recherche des Salmonelles)

La recherche des Salmonelles nécessite une prise d’essaie a part :

e Le pré-enrichissement :
25g d’échantillon est placé dans 225ml d’eau peptonnée tamponnée, pour effectuer
la dilution décimale, puis incuber a 37°C pendant 18-24h.
e L’enrichissement :
1ml du pré-enrichissement placé dans deux tubes de Rappaport vassiliadis. Le
premier est incubé a 37°C pendant 24h et le deuxieme a 44°C pendant 24h.
e L'isolement:
A partir du milieu d’enrichissement, une quantité du milieu est ensemencée sur un
milieu sélectif gélosé (hektoen) et incubée a 37°C et 44°C pendant 24h.
e Purification :
Les colonies présumées étre des Salmonelles sont repiquées sur gélose nutritive
(GN). Incuber a 37°C pendant 24h. Dans le but d’avoir des colonies pures.
¢ L’identification :
A. Les tests biochimiques classiques :
Les tests biochimiques utilisés pour I'identification de Salmonella Spp sont :
» Le milieu urée-indole.
» La gélose TSI (triple sugar iron).
» Letest de 'ONPG

La confirmation de la souche se fait par I'utilisation de

la galerie biochimique miniaturisée API 20°

Figure 10: Galerie biochimique API 20",
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25g de produit + 225ml d’EPT Le 1°" jour : Pré-enrichissement.

Incubation 24h a 44°C

N

AV AS

\_

Le 2em jour : Enrichissement.

( Jodeddes |wQT
( yodeddes |wQT

Incubation 37°Cpendant 24h a44°C

l%epiquage de colonies Le 3em jour : Isolement.
Suspectes (+)

Incubation 37°C pendant 24h a 44°C

|

Incubation 24h a 37°C

Le 4ém jour : Purification.

Le 5em jour : Identification.

Galerie Api 20E

=)
(e

( 3jopul 394N ()

Incubation 24h a 37°C.

l‘ Le 6em jour : Lecture

Lecture

Schémas 03 : Protocole de recherche de Salmonella Spp.
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4 Les résultats :

4.1 Le fromage frais :

4.1.1 Larecherche des Escherichia Coli :

Dans notre étude, nous avons recherché d’Escherichia Coli dans 10 échantillons de

fromage frais.

Escherichia Coli

[v)
120 G

100
80
60
40
20

0 00— T T !

Positifs Négatifs

B Escherichia Coli

Figure 11 : Résultat de recherche d’Escherichia Coli dans le fromage frais.

Comme on a pu constater selon ce diagramme que I'ensemble des 10échantillons
analysés ne présente aucune bactérie d’Escherichia Coli.
4.1.2 Larecherche des Salmonelles :

Dans notre étude, nous avons recherché Salmonella Spp dans 10 échantillons de

fromage frais.
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Figure 12 : Résultat de recherche de Salmonella Spp dans le fromage frais.
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Aucun isolement de Salmonella Spp n’a été enregistré dans les 10 échantillons

analysés.

4.2 Le paté de volaille :

4.2.1 Larecherche des Escherichia Coli :

Dans notre étude, nous avons recherché d’Escherichia Coli dans 15 échantillons de paté

de volaille.
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Figure 13 : Résultat de recherche d’Escherichia Coli dans le paté de volaille.

Parmi les 15 échantillons de paté de volaille analysés, 5 (33,33%) échantillons ont été
positifs pour Escherichia Coli.
4.2.2 Llarecherche des Salmonelles :

Dans notre étude, nous avons recherché Salmonella Spp dans les 15 échantillons de paté

de volaille.
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Figure 14 : Résultat de recherche de Salmonella Spp dans le paté de volaille.

Aucun isolement de Salmonella Spp n’a été réalisé dans les 15 échantillons analysés.
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4.3 Le Camembert:

4.3.1 Larecherche des Escherichia Coli :

Dans notre étude, nous avons recherché d’Escherichia Coli dans 92 échantillons de

camembert industriel.
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Figure 15 : Résultat de recherche des Escherichia Coli dans le camembert.

On peut voir que parmi les 92 échantillons de camembert analysés, 5 (5,54%) des
échantillons ont été positifs.
4.3.2 Larecherche de Salmonella Spp:

Le diagramme suivant représente le pourcentage des résultats de recherche de

salmonella Spp dans 92 échantillons du camembert :
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Figure 16 : Résultat de recherche des Salmonelles dans le camembert.

Aucun isolement de Salmonella Spp n’a été réalisé dans les 92 échantillons analysés.
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4.4 Le poulet Frais :

4.4.1 Larecherche d’Escherichia Coli :

Dans notre étude, nous avons recherché d’Escherichia Coli dans les 40 échantillons de

poulet frais.
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Figure 17 : Résultat de recherche d’Escherichia Coli dans le poulet frais.

On peut constater que Sur I’ensemble des 40 échantillons de poulet frais, Escherichia
Coli est présente que dans 3 échantillons (7,5%).
4.4.2 Larecherche des Salmonella Spp :

Dans notre étude, nous avons recherché Salmonella Spp dans 40 échantillons de

poulet frais.
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Figure 18 : Résultat de recherche de Salmonella Spp dans le poulet frais.
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Aucun isolement de Salmonella Spp n’a été enregistré dans les 40 échantillons analysés.

4.5 L’ensemble des échantillons :

Nous avons recherche d’Escherichia Coli et Salmonella Spp 157 échantillons de denrées

alimentaires.
20 %
14,54
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Figure 19 : Résultat de recherche d’Escherichia Coli et de Salmonella Spp dans I'ensemble

des échantillons.

L'isolement d’Escherichia Coli est plus important dans les denrées alimentaires d’origine
aviaire (40 poulet frais et 10 boudins de paté de volaille) (14,54%); que dans les denrées

alimentaires d’origine bovine (92 unités de camembert et 10 unités du fromage frais) (4.9%).

En ce qui concerne Salmonella Spp, Aucun isolement n’a été retrouvé dans I'ensemble des

échantillons analysés.
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5 Discussion :

Dans notre étude nous avons constaté une absence de Salmonella Spp dans
I'ensemble des 157 échantillons analysés, ce qui peut-étre expliquer d’'une part par les
normes d’hygiene mise en ceuvre dans les industries de l'agroalimentaire (industries et
élevages), et d’autre part par le seuil de détection du milieu RV (Rappaport-Vassiliadis) qui

est faible.

Pour cela dans la nouvelle norme I1SO 6579 le milieu RV était remplacé par le milieu
semi solide « modified semi-solid Rappaport-Vassiliadis » (MSRV), ce dernier permet la
détection d’un petit nombre de Salmonella Spp présentes dans I’échantillon (Korsak et al,

2004).

Dans notre étude nous avons constaté une absence totale d’Escherichia Coli dans le
fromage frais, ce qui peut étre par son procédé de fabrication car une pasteurisation de lait

cru a 72 °C durant 15secondes sont suffisantes pour éliminer Escherichia Coli. (FIL, 1993).

Cependant 5,43% des camemberts analysés était positif pour la recherche
d’Escherichia Coli, cette contamination est due soit a une contamination post-pasteurisation
lors de la fabrication, soit a une mauvaise pasteurisation. Car la contamination du lait peut
étre excessive lors des pathologies; d’ailleurs une étude a montré une importante
contamination de lait mammiteux par Escherichia Coli avec un taux de 36,23%. (Amara et

Msela, 2010).

Dans notre étude 7,5% de poulet frais et de 33,33% de paté de volaille étaient positifs

pour la recherche d’Escherichia Coli.

La présence d’Escherichia Coli dans les denrées d’origine aviaire (poulet frais et paté de
volaille) peut étre expliquée soit par une mauvaise pratique lors de la plumaison et de
I’éviscération, soit a des comportements non hygiéniques des manipulateurs, ces étapes
sont considérées comme étant les plus importantes sources de contamination de ces
produits. En effet, les coliformes sont des bactéries saprophytes du tube digestif de I'homme

et des animaux (Basel et al, 1983).
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6 Conclusion générale :

Ce mémoire avait pour ambition de rechercher deux germes pathogénes Escherichia
Coli et Salmonella Spp dans 157 échantillons alimentaires d’origine animale, on se posant
une question si ces denrées contaminée posent-elles des dangers sur la santé humaine ?
Apres le travail effectué on a pu trouver :

-Quelques aliments contaminés par Escherichia Coli (5,54% dans le Camembert, 7,5%

dans le poulet frais et 33,33% dans le paté de volaille).
-une absence totale de Salmonella Spp dans I'ensemble des prélevements.

-L’effet qui présente ces aliments contaminées sur la santé humaine est vraiment

dangereux.

-la présence d’Escherichia coli est un signe de contamination fécale et manque de

bonne pratique d’hygiene.

Nous avons pu conclure que la qualité microbiologique de ces denrées est mauvaise,
parce que la présence d’Escherichia coli est un signe de contamination fécale et manque de
bonne pratique d’hygiene.

L'effet qui présente ces aliments contaminées sur la santé humaine est vraiment
dangereux.

7 Recommandations :

Suite a notre étude, les propositions suivantes sont primordiales afin de minimiser les
risques liés a I'apparition et a la dissémination de salmonellose et des toxi-infections
Escherichia Coli d’origine alimentaire. Ces propositions sont essentiellement préventives qui
reposent sur la mise en ceuvre de mesures de lutte a tous les stades de la chaine
alimentaire.

A lintention des industries :

e |e dépistage des animaux avant |'abattage pour limiter le nombre d’agents
pathogenes sur le lieu d’abattage, et I'application de bonnes pratiques d’hygiene

a I'abattage diminue la contamination des carcasses par les matieres fécales.
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e Des formations pour le personnel aux régles d’hygiéne alimentaires le systeme
HACCP est une mesure essentielle.

e Décontamination réguliere des outils de préparations.
A l'intention des personnes qui manipulent des aliments :

e doivent se montrer vigilants dans la préparation de ces aliments et respecter les
regles d’hygiene qui s’appliquent a cette préparation.

e Les personnes qui manipulent des aliments a titre professionnel et qui présentent
de la fievre, de la diarrhée, des vomissements ou des lésions cutanées

visiblement infectées doivent le signaler immédiatement a leur employeur.

A I'intention du public :

S’assurer que les aliments sont convenablement cuits et encore chauds quand ils
sont servis, éviter le lait cru et les produits a base de lait cru, ne boire que du lait
pasteurisé ou bouilli.

e prendre I'habitude de la propreté, se laver soigneusement et fréquemment les mains
avec du savon, notamment aprés un contact avec des animaux d’élevage ou de
compagnie ou apres s’étre rendu aux toilettes.

e séparer les aliments crus des aliments cuits.

e maintenir les aliments a bonne température surtout respecté la chaine du froid.

Les systemes nationaux de surveillance sont des moyens importants pour connaitre et de
suivre la qualité de ces aliments, et donc de détecter et de réagir a leur début afin d’éviter

gu’elles ne se propagent.
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ANNEXES

Annexe 02 :

Composition des différents milieux de cultures utilisés

Bouillon Eau Peptoné Tamponnée :

-Peptone 10g.

-Potassiumdihydrogene 1,5g.

-Chlorure de sodium 5g.

-Sodium hydrogénophosphate 3,5g.

-Eau distillée g.s.p 1000ml.
pH=7,2

Bouillon RapapportVassiliadis :

-Tryptone 5g.
-Chlorure de sodium 8g.
-Phosphate dipotassique 0,8g.
-Chlorure de magnésium 40g.
-Vert malachite 0,12g.
-Eau distillée g.s.p 1000ml.
pH=5,2

Hektoen

-Protéose peptone 12g.
-Extrait de levure 3g.
-Chlorure de sodium 5g.
-Thiosulfate de sodium 9g.
-Sels biliaires 1,5g.
-Citrate de fer ammoniacul 2g.
-Salicine 12g.
-Lactose 12g.
-Saccharose 12g.
-Fuchine acide 0,1g.
-Bleu de bromothymol 0,065g.



-Agar 13g.
-Eau distillée g.s.p 1000ml.
pH=7,5
Muller-Hinton
-Infusion de viande de boeuf déshydraté 3g.
-Hydrolysat de caséine 17,5g.
-Amidon 1,5g.
-Agar 10g.
-Eau distillée g.s.p 1000ml.
pH =7,4
VRBL:
-peptone 78
-extrait de levure 3g
-lactose 10g
-chlorure de sodium 5g
-mélange sel biliaire 1,5g
-cristal violet 0,002 ¢
-rouge neutre 0,03 g
-agar-agar 15g
-eau distillée 1 000 mL
Ph=7,4
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ANNEXES

Annexe 03 :

Composition des réactifs utilisés

Réactif de Kovacs :

-Alcool amylique 58.
-Paradiméthylamino-benzaldéhyde 75 ml.
-HCL pur 25 ml.
Réactif de TDA :

-Soluté de perchlorure de fer feC 13 10 ml.
-Eau distillée 20ml.



