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Introduction

Les « Fast-food » sont des unités de restauration rapide a amplitude d'ouverture
importante, ou I'on peut consommer ou emporter les repas sur place (assis ou debout). Un
assortiment limité (parfois une prestation unique) de produits a faible prix unitaire et
présentés dans un emballage approprié excluant la vaisselle traditionnelle. On y sert
principalement le Hamburger, les pommes de terre frites, diverses boissons... Le type de
restauration rapide le plus important et le plus répandu est de loin le fast -Food. 1l est
possible que certains établissements de fast-food proposent a la fois, a c6té des hamburgers

et des frites, d'autres produits tels que des pizzas. [13]

La restauration rapide de type fast-food connait actuellement un essor grandissant

dans notre pays. Différentes raisons expliquent ce phénomene :
- L'évolution des conditions de vie et de travail:

- L'éloignement du lieu de travail (souvent plusieurs kilometres) du lieu de résidence, le

trafic urbain difficile dans les grandes agglomérations,

- le nombre croissant de femmes exercant une activité professionnelle hors de leur foyer, le

travail a horaire continu, n'accordant que 15 a 20 minutes de pause pour le déjeuner.

Ces facteurs rendent pratiquement impossible le retour a domicile surtout a midi et

contribuent donc au développement de la restauration rapide.[04]

La diffusion de plus en plus large des Fast-Food et leur développement a 1’heure
actuelle s’accompagnent d’un risque de plus en plus élevé de TIAC ; I'investigation
épidémiologique de tels foyers devient donc un outil indispensable pour les décideurs de
santé afin de mieux connaitre, et donc de mieux traiter et prévenir ce probléme de santé

publique. [01]

Les maladies d'origine alimentaire sont une cause importante de morbidité et de
mortalité a travers le monde, de telle la sorte que I’assurance de la sécurité alimentaire
représente un enjeu majeur pour les pouvoirs publics, les consommateurs et les
professionnels de produits destinés a la consommation humaine. L'OMS estime que deux
millions de personnes meurent chaque année de diarrhées infectieuses consécutives a la

consommation de denrées alimentaires [49].
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Des études antérieures indiquent que les micro-organismes pathogenes les plus
fréquemment rencontrés dans les aliments sont Salmonella, Clostridium, Staphylococcuset
Escherichia coli [63]

Des bactéries pathogenes peuvent €tre retrouvées sporadiquement dans ces aliments
du fait de I'utilisation de matieéres premicres contaminées et de la contamination apportée
par la transformation du produit ou de son stockage. L’efficacité des techniques utilisées
pour maitriser le risque microbiologique est profondément liée aux propriétés physico-
chimiques du produit alimentaire, notamment 1’activité de 1’eau, ainsi qu’a la nature et a

I’état physiologique de la flore pathogene présente [01].

Les bactéries pathogenes Campylobacter, Salmonella, Klebsiella et E. coli sont les
causes les plus communes d’infection entérique au niveau mondial [12] et I’incidence de

ces micro-organismes demeure préoccupante.

Aucun produit alimentaire ne peut maintenir sa qualité originale et optimale
indéfiniment. Pendant le stockage, il est inévitable qu'une certaine détérioration se

produise, qui rendra le produit inacceptable pour la consommation [02].

Il est cependant tres difficile de concilier sécurité microbiologique et qualités
organoleptiques, du fait de la grande variabilité existante, tant au niveau biologique
(aliments crus, microorganismes différents), qu'au niveau pratique (temps de stockage,

températures, vie des produits chez le consommateur...) [03].

Les questions de recherches qui découlent du théme traité étaient: Quels sont les
facteurs de risques de consommation des repas servis dans Fast- Food ? Quels sont les
bactéries pathogene présentes? Quel est le lien qui existe entre les germes présents et
I’émergence des maladies infectieuses alimentaires, particulierement ceux impliqués dans

les diarrhées humaines?

De I’ensemble de ces questions, 1’hypothése formulée est la présence des germes
possedent une pathogénicité et une virulence (facteurs de virulence) qui peuvent s’ accroitre

et persister dans ces endroits et contaminer des repas préparés.

L’objectif général de cette étude était de contribuer a la réduction des risques de

toxi-infections alimentaires liés a la consommation des repas contaminés.
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L’objectif spécifique consiste en la mise en évidence et évaluer la qualité
bactériologique hygiénique et sanitaire des repas du Fast- Food dans la ville de Khenchela
(Algérie), identifier les germes isolées des repas et déterminer les caractéristiques

phénotypiques et biochimiques des souches isolées.

Notre étude comporte trois parties :
17 partie bibliographique consacrée aux généralités sur la contamination et 1’intoxication
alimentaire, en particulierla microbiologie des plats cuisinés et les affections liées a leur
ingestion.

2éme

partie expérimentale comporte les analyses microbiologiques effectuées au niveau du
laboratoire pédagogique de la faculté de science de nature et de la vie, Khenchela

3™ partie fournisse et interpréter les résultats obtenus, leur discussion et les perspectives.



Chapitre I : Etude Bibliographique

I. La contamination alimentaire
I.1.Définition

Pour qu’il y ait infection, il faut d’abord qu’il y ait eu contamination. On distingue
différents mécanismes: contamination directe par contact (homme a homme, animal a
homme, objet a homme, etc.), contamination par [’intermédiaire de
I’environnement(aérosols respiratoires, eaux de baignade..), contamination par ingestion
d’un produit (lui-méme contaminé), intervention directe ou indirecte d’un vecteur. La
prévention de ces intoxications non spécifiques consiste au respect des regles d’hygiene et
le refroidissement rapide des denrées empéchant la prolifération des germes. [05]Une
contamination n’évolue pas forcément vers une infection car les micro-organismes peuvent
étre en trop faible quantité (il existe des doses minimales infectantes) ou bien étre détruits

ou éliminés avant d’agir. [06]
I.2.Les origines de la contamination alimentaire

Les micro-organismes des aliments peuvent préexister dans la matiére premiere
avant toute manipulation et /ou transformation, étre apportés accidentellement lors des
manipulations ultérieures de 1’aliment, et/ou étre ajoutés volontairement. [07] La
contamination microbienne est ainsi inévitable pour presque tous les aliments et revét deux

formes: originelle ou primaire d'une part et secondaire et d'autre part. [08]
I.2.1 La Contamination endogéne

Les aliments bruts ne sont pas stériles : ils portent des microorganismes divers et
adaptés appelés germes spécifiques [09]. L'abattage d'urgence d'animaux malades ou
accidentés constitue aussi un risque particulier. En effet, I'affaiblissement de la résistance
organique, les troubles digestifs par décubitus peuvent entrainer 1'ensemencement profond
de la viande. De méme, les conditions d'abattage (saignée tardive et malpropre,
éviscération tardive) contribuent a alourdir les contaminations. La viande peut également
se contaminer au moment de I'abattage a partir de la flore de l'intestin, de la peau, des

muqueuses de 1'animal. [08]
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Tableau 1. les germes spécifiques de quelques maticres premieres alimentaires [01]

Germes sp écifiques
Produit brut Micrn—urg..anismes présents Actions des microhes
B : bactérie ; M : moisissure ; L : levures
LAIT B : bactéries lactiques (Streptocogues, fermentation lactique lait
lactobacilles) B : Bactéries protéolytiques visqueux goiit de poisson
(Alcaligenes viscolactis) B : Pseudomonas
VIANDE B : Lactobacille, Leuconostos, FPseudomonas, gofit et odeur avariés
VOLAILLE B : Achromoebacter, Flavobacteriion, détérioration de la peau et
Micrococcus Alcaligenes mauvaise odeur
EUFS M Pénicillivm, Sporatrichen Moisissures bleues-vertes,
B : Salmonelles rosées Production de toxines
. M : Péniciilaun, Moisissures bleues-vertes
LEGUMES Botritis, Moisissures grises
Rk;iz@m Moisissures cotonneuses
Trichoderma o Moisissures vertes
B : Pseudomonas Erwinia, Gofit douceétre de
champignon, pourriture
E : Celluiomeonas Cladogporium, Destruction de la cellulose
FRUITS M : Pénicillison digitatiom (agrumes) Diverses motsissures de surface
M . Dipladia, fusarien et dans la pulpe
L : Saccharonpres cerevisias Fermentation alcooligque
GRAINS Diverses moisissures, levures et bactéries Moisissures des grains,
. . hydrolyse de I'amidon
E :acétiques et alcooliques Fermentations
Diverses moisissures et levuores Fermentation acide
FARINE B . Acetobacter

1.2.2. La Contamination exogene
La regle des SM détaille cinq origines possibles :

* Matiére premiere
e  Matériel

e Main-d’ceuvre

* Milieu

e Méthode[07]

Les aliments sont confrontés a différentes sources de contaminations microbiennes.
Par exemple, les végétaux sont contaminés par 1’air, le sol, ’eau, les engrais ... Les
manipulations et les traitements technologiques sont également impliqués. Les
manipulateurs sont responsables de contaminations de contact ou de contaminations
indirectes. Si la présence d’une flore originelle peut étre difficile a éviter, celle liée aux
contaminations peut étre fortement réduite par 1’hygiéne. Au cours des opérationsde

fabrication, la flore évolue qualitativement et quantitativement. [06]
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Milieu Matériel
Contammnations
MP e
N p microbiennes
(flore originelle)
Mam Méthode
d' Oeuvre

Figure 1. Le diagramme d’Hishikawa (SM) ou causes a effets permet de recenser les

origines des contaminations des aliments [01]
[.2.2.1. Contamination parmatiere premiere

C’est la flore issue des animaux et des végétaux. On peut distinguer la normale,
rencontrée chez les sujets sains (flore commensale) et la flore pathogéne rencontrée chez
les sujets malades. Les flores commensales des animaux et des végétaux sont de type
sensiblement différent. Cependant, la flore de surface peut présenter des similitudes car
elle provient de contaminants de I’environnement : air, eau, sol, etc. La flore pathogeéne est
totalement différente :la flore végétale au métabolisme plutdt orienté vers les glucides,
alors que celle des animaux I’est vers les protéines. [06]La matiere travaillée est source de
l'apport initial sur le site considéré. Elle est a 1'origine de la contamination croisée, c'est-a-
dire d'apports secondaires. [08]Tous les aliments sauf 1’eau proviennent des €tres vivants
ou une partie d’€tres vivants, animaux, végétaux ou champignons. Or, les parties des étres
vivants en contact avec I’extérieur (peau, tube digestif) ne sont pas stériles : Les micro-
organismes de ces zones peuvent donc se retrouver dans 1’aliment. Leur nombre dépendra

des conditions de conservation.



Chapitre I : Etude Bibliographique

D’autre part, les animaux comme les végétaux peuvent €tre malades, et les micro-
organismes pathogenes responsables peuvent se retrouver dans I’aliment correspondant.

[07]
1.2.2.2. Contamination par les manipulateurs

Les flores commensales et pathogenes de 1’homme sont proches de celles des
animaux. La contamination peut provenir aussi bien de personnes saines que malades ou
guéries (porteurs sains).LLa peau en général, les cheveux et autres pilosités sont trés riches
en micro-organismes(10® 2410*germes /cm? pour la peau). La contamination est de contact,
Les germes incriminés sont surtout Staphylococcus,Streptococcus...etc. qui sont véhiculés
par une peau saine ou par des plaies,abces ou furoncles. [06] Manipulant les aliments, le
personnel de préparation peut apporter de nombreux micro-organismes par

I’intermédiaire :

* de la peau, des poils et cheveux souvent en contact direct avec les aliments, d’ou le
port de gants et d’une coiffe couvrante dans les industries alimentaires.[07]Le
manque d’hygiéne peut entrainer la présence sur la peau de bactéries intestinales
contamination fécale : Salmonella. [06]

* de la bouche (éternuements, crachats), et aussi de la classique dégustation Les plats
par les cuisiniers prélevant 1’aliment avec leurs doigts, d’ou le port de masques
dans les industries alimentaires. [07]Des contaminations par aérosols : toux,
éternuement, respiration peuvent également avoir lieu : germes d’angines, de
sinusites, aussi bien bactériens (Staphylococcus,Streptococcus)[06]

* des vétements, d’ou le port d’une tenue de travail spécifique réservée aux ateliers
de fabrication dans les industries alimentaires.Il s'agit de toute personne impliquée
dans la fabrication des denrées alimentaires, depuis la production jusqu'au
consommateur en y incluant les visiteurs. Le personnel des industries agro-
alimentaires peut étre des porteurs intestinaux, épidermiques et bucco-pharyngés de
germes pathogenes. Ainsi, toutes les personnes atteintes de troubles digestifs, de
rhinopharyngite, de sinusite, de 1ésions cutanées suppurées, constituent un danger
potentiel en raison 1'abondance de 1'émission des germes. La goutte dorée pendante

du nez peut contenir plusieurs millions de Staphylococcus aureus [08]
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Le probleme des infections cutanées ou rhinopharyngées et de 1’hygiene générale
du personnel est donc crucial : on ne peut pas admettre qu’un patissier prépare une creme

avec une plaie ou un panaris au doigt.

Le cas des porteurs asymptomatiques (sains), personnes hébergeant comme
commensales des bactéries pathogénes ou potentiellement pathogénes, est beaucoup plus

délicat [07].
1.2.2.3.Contamination par le milieu (I’environnement)

L’air et surtout le sol sont riches en micro-organismes. L’air contient des poussieres
chargées de spores et conidies fongiques, de spores bactériennes Bacillus et de formes
bactériennes non sporulées microcoques. Le sol et en particulier la terre végétale
contiennent un trés grand nombre d’espéces microbiennes tels que Bacillus, Clostridium,
Streptomyces, Corynebacterium, spores et conidies de Penicillium, Aspergillus, Mucor,

Fusarium ...etc.

La flore naturelle de 1’eau douce et salée est constituée de bactéries aérobies Gram-

dont des Pseudomonas, Vibrio, Aeromonas, Zooglea,etc.[06]
Il peut étre aussi source de contamination, notamment :

e par lair, apportant des micro-organismes adhérant aux diverses particules en
suspension(aérosols), ce qui conduit parfois a travailler en salle
microbiologiquement maitrisée,

* par les insectes et arachnides qui sont des vecteurs trés dangereux de

microorganismes :
Imaginons la mouche qui s’est posée sur une crotte de chien.

* par les rongeurs (souris et rats) Il est donc nécessaire de lutter contre les

ravageurs. [07]

L’eau est utilisée dans I’industrie alimentaire : cette eau peut contenir des micro-
organismes variés et étre a 1’origine de contaminations. Ces micro-organismes peuvent

avoir des origines

Diverses :sol Streptmyces, Bacillus, etc. Matiere fécales Entérobactéries, Streptocoques,

etc.Plantes, animaux.L’eau peut €tre le vecteur de micro-organismes pathogenes. [06]
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1.2.2.4 Contamination par le matériel

Le matériel et les machines utilisée pour les transformations (couteaux, broyeurs,
plats,)Ainsi que les eaux de lavage ne sont pas stériles. Ils apportent donc des micro-
organismes, et cela d’autant plus qu’ils ne seront pas nettoyés et désinfectés correctement.
[07] ils véhiculent des germes des eaux souillées ou d’autres aliments en cas de mauvaises

pratiques de nettoyage et de désinfection. [09]

Le matériel industriel est une source de contamination, en particulier les surfaces
poreuses, les outils et machines, les tissus (torchons,toiles diverses), de méme que le sol et
les murs. Les contaminations industrielles sont en général spécifiques d’une industrie
donnée.Les habitudes de nettoyage et la nature des produits utilisés ont parfois une grande

importance, ils peuvent permettre la sélection d’un contaminant donné. [06]
I.3. Les Conséquences de la présence de micro-organismes sur I’aliment
I.3.1.Conséquences positives

L’addition volontaire de microorganismes est un élément essentiel du procédé de
fabrication pour certains aliments. Les microorganismes présents dans la matiére premiere
ou apportés par les locaux peuvent aussi intervenir dans le procédé de facon peu contrdlée,
Toutefois, on préfeére aujourd’hui maitriser au mieux 1’action des microorganismes en les
ajoutant volontairement a partir de souches industrielles sélectionnées. Les transformations
provoquées par les microorganismes sont avant tout la production de métabolites
responsables des qualités organoleptiques de 1’aliment et intervenant sur sa conservation.

[07]
1.3.2 Conséquences négatives

L’action microbienne sur un aliment est variée et affecte les caractéres physico-
chimiques, nutritifs et organoleptiques. L’activité microbienne se manifeste souvent au

travers de réactions enzymatiques. [06]

L'altération superficielle et profondeassocie leurs effets pour transformer les
caracteres du produit. Ces effets provoquent des modifications localisées ou généralisées
des caractéres organoleptiques (aspect, consistance, texture, couleur, odeur et gofit),
entrainant ainsi une perte de la qualité marchande des poissons. En effet, ces altérations

sont généralement a prédominance bactérienne. [10]
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Les bactéries dont la multiplication altere les qualités organoleptiques des aliments
et la coservabilité.Ces bactéries n’ont pas toujours un effet nocif pour la consommation,
mais les modifications qu’elles entrainent rendent les produits impropres a la
consommation [11]. Une prolifération microbienne entraine de nombreuses modifications
favorables ou non qui affectentl’odeur, la saveur, I’aspect, la couleur, la texture mais aussi
la valeur alimentaire ou hygiénique. Il se produit souvent des successions de flores,
chacune étant responsable de transformations qui modifient I’aliment et permettent a la
suivante de se développer. Les modifications dépendent beaucoup de la composition de
I’aliment et principalement de sa teneur en glucides, protéines et lipides : les produits
formés sont issus du catabolisme de ces grandes familles de composés .L’environnement

physico-chimique joue aussi un grand role. [06]

10
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II. Les intoxications alimentaires
II1.1.Toxi-infections alimentaires collectives

Les toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) peuvent étre définies comme les

accidents toxiques ou infectieux résultant de 1’absorption d’unedenrée alimentaire.

D’apparition plus ou moins rapide, elles atteignent en général plusieurs
consommateurs et prennent des allures d’affections familiales ou d’épidémies collectives

se traduisent par des symptomes digestifs, nerveux et/ou circulaires [70].
I1.1.1.Intoxination

On désigne par intoxination, une TIAC dont la toxine responsable, est préformée
dans I’aliment consommé. En exemple on peut citer le botulisme dit a Clostridium

botulinum et 1’entérotoxicose staphylococcique due a Staphylococcus aureus [71].
I1.1.2.Toxi-infection alimentaire

Les toxi-infections alimentaires surviennent suite a une multiplication dans
I’intestin de bactéries vivantes contenues dans 1’aliment ingéré. Les principaux germes
responsables des toxi-infections sont : Salmonella, Shigella, Clostridium perfrigens,
Bacillus aureus, Vibrio parahaemolyticus, Campylobacter, Yersinia enterolytica,

Colibacilles [72].

Selon Dactivité des germes responsables, on distingue deux types de toxi-

infections:

* Le germe se multiplie et libére une anatoxine ; exemple de la gastro-entérite a
Salmonella.
* Le germe est toxinogeéne dans le tube digestif ; exemple des accidents a Clostridium

perfrigens de type A.
I1.1.3. Intoxication

Les intoxications font suite a la consommation d’aliments contenant des substances
toxiques comme les amines biogeénes. Les principaux agents sont 1’histamine et les

pesticides [71].

11
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I1.2. Les agents responsables de la toxi-infection alimentaire
I1.2 .1. Salmonella

Le genre Salmonella est I'un des 32 genres de la famille des Entérobacteriaceae
[50]. Salmonella est un bacille Gram négatif non sporulant, dont la mobilité est assurée par
des flagelles péritriches (a 1’exception de S. gallinarum qui n’en posseéde pas) et qui est de
type aéro-anaérobie. Ces batonnets de 2 a 3 um de long sont des bactéries mésophiles, peu
exigeantes d’un point de vue nutritionnel. Leur développement est optimal pour des
températures proches de la température corporelle des animaux a sang chaud, 35 a 37°C, et

un pH de 6,5 a7,5. [51].
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Figure 2. Salmonella apres coloration Gram (microscopie éléctronique). De nombreux

flagelles couvrant les bactéries. [54]

Salmonella possede comme caractéres biochimiques la réduction du nitrate en
nitrites; la possibilité d’utiliser le citrate comme source de carbone; la production de gaz a
partir du glucose (sauf S. typhi); la synthése de H,S en milieu triple sucre ou «Triple Sugar
Iron» (TSI) et la réaction négative au test a ’oxydase qui traduit I’absence de I’enzyme

phényléne diamine oxydase, spécifique aux bactéries Gram négatives [51].

La majorité des souches de Salmonella sont ubiquistes. Elles franchissent la
barriere d’espece et peuvent se transmettre de I’animal a ’homme et réciproquement. Elles
sont potentiellement pathogénes pour I’homme, a différents degrés [57]. Les souches de
Salmonella sont des pathogénes intestinaux [58], présentes dans les intestins de I’homme et
des animaux qui constituent leur réservoir principal; elles peuvent suite a une
contamination fécale, survivre dans I’environnement pendant plusieurs mois [51]. Leur
ubiquité se traduit par un large spectre de réservoirs: humains [59] et animaux,

mammiferes [60], volailles [61], reptiles [62], crustacés [63].

12
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Leur capacité de survie leur permet également de persister dans des réservoirs
secondaires comme les boues d’épuration [64], Les aliments d’origine animale [65] ou

végétale [66], les fruits et [égumes [67].

La principale voie de contamination pour I’homme est alimentaire [68]. L’ infection
résulte alors de la consommation d’aliments contaminés. [69], la contamination peut étre
intrinséque, comme cela peut étre le cas pour les ceufs; elle peut étre secondaire, suite au
contact avec des maticres fécales. La contamination peut provenir d’une surface
contaminée, d’un aliment contaminé lors de sa préparation. Enfin cette contamination peut
provenir de la transformation des denrées alimentaires; on parle alors de contamination
croisée [51]. Un premier groupe de sérotypes particulierement pathogénes n’est
exclusivement isolé que chez I’homme, il est responsable de la fiévre typhoide et
paratyphoide. A ce jour, il n’existe pas de réservoir animal a S. typhi, S. paratyphiet S.

Sendai [62].

Tableau II. Facteurs de risques d’infections a Salmonella non typhique [58]

Sérotype deSalmonella enterica Les Facteurs de risque

S. typhimurium Consommation de viande ou de beeuf haché,
de produits laitiers, et en particulier des
ceufs;

S. enteritidis Consommation d'ceufs, surtout a l'extérieur

de la maison, voyage international

S. newport Antibiotiques avant l'exposition,
consommation de viande de boeuf crue ou
beeuf haché, Omelette préparée a la maison ;

S. heidelberg Consommation de volailles ou d’ceufs,
consommation d'ceufs a l'extérieur de la
maison

Tous les sérotypes de Salmonella Consommation de légumes crus, acquisition

nosocomiale de germes, exposition aux
reptiles  (lézards, serpents et tortues)
amphibiens (grenouilles et salamandre)
volaille et animaux domestiques, aliments
crus, et d'autres aliments d'origine animale.

13
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Le genre Salmonella comporte trois especes: S. enterica, S. bongori et S.
subterranea. Les sous-especes de Salmonella sont enfin subdivisées en sérovars selon leurs
caracteres antigéniques. La majeure partie des sérovars appartient a la sous-espece S.
enterica subsp. Les sérovars sont définis selon les antigénes: somatique O (nature
polysaccharidique), flagellaire H (nature protéique), et capsulaire Vi. Ces derniers sont

rares, ils n’ont été identifi€és que chez trois sérovars, S. typhi, S. paratyphi et S. dublin [52].

La taxonomie se base aussi sur l'espece génomique, qui est définie maintenant
comme un groupe de souches reliées par un taux d'hybridation ADN-ADN supérieur a 70

% avec une instabilité thermique des hybrides inférieure a 5 °C [53].
Domaine: Bacteria

Phylum: Proteobacteria

Classe: Gamma proteobacteria

Ordre: Enterobacteriales

Famille: Enterobacteriaceae

Genre: Salmonella

Espece: Salmonella enterica [55]

11.2.2.Shigella

Bacille Gram négatif, les Shigelles sont ainsi nommées en [’honneur du
bactériologistejaponais Kiyoshi Shiga (1870-1957) qui découvrit 1’agent de la dysenterie
bacillaire en 1897 au cours d’une grave épidémie au Japon .Cette épidémie toucha plus de

90 000 personnes avec un taux de mortalité > 20 %. [73]

Les Shigelles ne constituent plus un genre ni une espece : le groupe shigelle
appartientdésormais a 1’espéce colibacille en raison de similitudes phénotypiques et
génétiques. Escherichia coli entéro-invasif et Shigella formant d’ailleurs un méme et
unique pathovar d’Escherichia coli. Les shigelles appartiennent donc a la famille des
entérobactéries , Ce sont des pathogenes strictes des humains et sont sousforme de courts
batonnets de 2 a 3 um de long, immobiles, aflagellés, non encapsulés. Leur température

optimale de croissance est de 37°C en milieu aéro ou anaérobie. Elles sont peu résistantes

14
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en milieu extérieur, ne produisent pas de gaz lors de la fermentation du glucose et ne

dégradent pas le glucose. [73]
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Figure 3. Shigella flexneri vue au microscope électronique. [74]

Les Shigelles ont pour unique réservoir naturel le tube digestif de 1’homme
exception faite des primates en captivité. On les trouve uniquement dans les selles des

malades et des porteurs sains [75].

La propagation de Shigella s’effectue par voie féco-orale directe interhumaine du
malade a son entourage par les mains sales .L’eau de boisson contaminée et les aliments
souillés (lait, cremes glacées, salades, produits carnés, etc.) par des déjections contenant

Shigella représentent I’ autre source traditionnelle de contamination, dite indirecte. [75].
11.2.3. Colibacilles : Escherichia coli

Bacille a bout arrondi, Gram-, mesure approximativement 2 a 4 u de longueur sur
0.6 pde largeur, ne possédant ni capsule ni spores, elle se présente isolé ou en courtes

chainettes, et en quelque cas, sous forme de trés long filaments [76].

Pourvu de cils, elle est généralement mobile grice a une ciliature péritriche mais
cettemobilité est trés variable selon le milieu ou la souche a été ensemencée. Certaines
souches développent des capsules et cultivent sur milieux solides en donnantdes colonies

muqueuse [77].
La famille des Entérobactéries se définit par les caractéres suivants :
e Bacille a gram négatif (2 a 4 u de long sur 0.4 a 0.6u de large)

* Immobiles ou mobiles grace a des flagelles disposés de maniere péritrichepoussent

sur milieu ordinaire
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¢ aérobies-anaérobies facultatifs
e réduisent le nitrate en nitrite

* ont une réaction d’oxydase négative [78]

Figure 4. Morphologie d’Escherichia coli sous microscope électronique [79]

Entérobactérie lactose positif, indole positif oriente vers une Escherichia coli.
[80]. environ 70 % des souches mobiles donnent les caractéres suivants:

* Gaz en glucose positifs en général

e Production d'indole positif

* Lactose, mannitol, sorbitol positif

* [-galactosidase (ONPGQG) positive

* Phénylalanine-désaminase, uréase, oxydase, H,S, négatifs
* Rouge de méthyle positif,

*  Vogues Proskauer (VP) négative [81]
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Escherichia coli se retrouve en abondance dans la flore commensale humaine,
enparticulier dans le tube digestif de I’homme qu’elle colonise dés les premicres heuresde

la naissance. Elle constitue 1’espéce dominante de la flore aérobie anaéro-tolérante [82].

Les colibacilles, hdtes normaux de l'intestin, ne provoquent normalement pas
demaladie. Cependant ils posseédent un potentiel pathogene qu'ils expriment dans certaines
circonstances (pathogeénes opportunistes [83] .C’est une des espéces bactériennes les plus
souvent rencontrées en pathologie humaine. La plupartsont commensales, mais certaines
souches posseédent des facteurs de virulence qui leurpermettent de déclencher des

diarrhées. Escherichia coli est une cause majeure dediarrhée aigue dans le monde [84]

La propagation de I’infection a I’homme peut s’effectuer directement parcontact de
personne a personne par la route oro-fécale, indirectement parla consommation d’aliments
ou d’eau contaminés. De nombreux cas d’infection a E. coli ont été associés avec
laconsommation de bceuf haché insuffisamment cuit, de lait cru, de fruits et Iégumes ou

d’eau contaminée avec des matiéeres fécales [85].

Le genre Escherichia appartient a la famille des Enterobacteriaceae du fait de leur

isolement fréquent du tube digestif de I’homme et /ou de féces des mammiferes [86]. Les

N

genres appartenant a cette famille sont des bacilles a gram négatif, ne possédant pas
d’oxydase, aéroanaérobies facultatifs et parfois mobiles grace a une ciliature péritriche. Le
genre Escherichia coli est constitué de 5 especes : E. coli ; E.blattae ; E.fergusonii ;

E.hermannii et E.vulneris
Domaine: Bacteria

Phylum: Proteobacteria
Classe: Gamma proteobacteria
Ordre: Enterobacteriales
Famille: Enterobacteriaceae
Genre: Escherichia

Espéce: Escherichia coli [55]
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I1.2.4.Toxi-infection a Bacillus cereus

Bacillus cereus est une bactérie Gram positive mobile, aéro-anaérobie facultative
dont la cellule végétative mesure 3 a 5 um de long pour un diamétre de 1 a 2 um. Certaines
souches sont psychrotrophes et peuvent se développer lors du stockage en froid positif, a
savoir entre 0 et 4 °C, mais celles-ci sont rares. Sa gamme de températures de croissance
s'‘échelonne plutot entre 5 et 50°C Bacillus cereus peut se développer a des pH variant de
4,3 [87] capables de produire une endospore quand les conditions deviennent défavorables.
Elles ont des capacités physiologiques tres diversifiées. Eneffet, elles peuvent étre
impliquées dans la minéralisation du phosphate [88], la dénitrification [89] , la protéolyse

[90], ou la production d'antibiotiques[91].

Figure 5. Cellules végétatives de la souche B. cereus en microscopie électronique a

balayage [92].

L'espéce B. cereus au sens strict est capable de coloniser différents habitats. Elle est
fréquemment isolée a partir du sol, de plantes et de 1'intestin de différents animaux. Elle est
capable de synthétiser des enzymes extracellulaires d'intérét industriel, des toxines et des

antibiotiques. [93]

C'est une bactérie d'origine tellurique qui est ubiquitaire. Les aliments dans lesquels
on peut la rencontrer sont par conséquent trés variés : lait, Iégumes, sauces, riz, épices,

oeufs, ingrédients, etc. [94]
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Les souches pathogenes de B. cereus sont capables de contaminer toutes sortes de
nourriture comme le lait, les 1égumes, la viande, le poisson, le riz, la pomme de terre, le
fromage, etc. Les spores des souches pathogeénes de B. cereus adhérent a 1'épithélium de

l'intestin gréle, germent et produisent des toxines [92][95].
I1.2.5.Vibrio parahaemoliticus

Vibrio parahaemoliticus a été reconnu pour la premiere fois comme responsable de
maladies d’origine alimentaire a Osaka (Japon) en 1951. Il causa un foyer majeur ayant

impliqué 2752 patients dont 20 morts, associé a la consommation de sardines [96].

Depuis, il a été identifié comme la cause commune des maladies consécutives a la

consommation de produits de la péche dans plusieurs pays asiatiques [97]

Les Vibrio sont des bacilles a Gram négatif, droits ou incurvés, d’un diamétre
comprisentre 0,5 et 0,8 um et d’une longueur comprise entre 1,4 et 2,6 pm. Ils présentent
habituellement une mobilité polaire due a un seul flagelle, mais certaines souches
possédent plusieurs flagelles latéraux lorsqu’elles poussent sur un milieu solide en
particulier pour I’espeéce Vibrio parahaemoliticus, Vibrion cholerae présente un flagelle

«engainé» dans la paroi caractéristique [98].

Le propriété biochimique est utile pour I’identification conventionnelle de
VibrionCe dernier fait apparaitre des caractérescommuns aux trois especes (V.cholerae,
V.parahaemolyitcus, V.vulnificus) et des caracteéres distinctifs.Les premiers permettent,
dans une démarche de diagnostic bactériologique, de confirmer I’appartenance des isolats
aux trois especes.lls concernent 1’oxydase positive, la lysine décarboxylase positive, la
lipase positive et 1’arginine dihydrolase , ONPG ,Vogues proskauer est négative.La
fermentation des glucides (saccharose, lactose et arabinose) qui est négative pour Vibrion
parahaemolyticus, la croissance en présence NaCl a différentes concentrations 0% est
absente ,3 % et 8% Na Cl est présente et la sensibilité au composé vibriostatique
0129.Cette dernicre propriété été utilisée pour différencier les souches du Vibrion

parahaemolyticus qui est sensible a 50ug et résistante a 10ug. [127]

Vibrions non cholériques n’ont qu’un réservoir, le réservoir environnemental, et
appartiennent a 1’écosysteme marin et estuarien.lls sont naturellement présents dans
I’environnement en ’absence de toute pollution d’origine humaine [99]. D’ailleurs, la

plupart des scientifiques s’accordent pour constater I’absence de corrélation entre la
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présence des vibrions pathogénes dans 1’environnement et la colimétrie, qui est

universellement adoptée pour évaluer la salubrité des zones conchylicoles.

Dans le cas de Vibrion parahaemoliticus, la consommation de crustacés, crevettes
ou crabes insuffisamment cuits ou recontaminés apres cuisson, et de mollusques,
notamment les huitres crues, constitue la voie de transmission la plus fréquente et se traduit
généralement par une atteinte intestinale (gastro-entérite).Les infections extra-intestinales
sont plus rares et concernent des contaminations de plaies par I’eau de mer ou de blessures
occasionnées par la manipulation des produits de la mer [100]. Les septicémies
exceptionnelles, surviennent toujours chez les sujets présentant un terrain prédisposant

(immunodépression, diabéte, pathologies hépatiques, cirrhose) [99].

Le genre Vibrio appartient a la famille des Vibrionaceae qui a été décrite pour la
premiere fois par Véron en 1965 [101]. Ce dernier s’est basé sur deux criteéres majeurs pour
différencier les especes des Vibrionaceae de celle des Enterobacteriaceae : la présence
d’une cytochrome oxydase et la mobilité a 1’aide de flagelle polaire, anaérobies facultatifs,
possédant une oxydase, un métabolisme a la foisrespiratoire et fermentatif et fermentant (le

plus souvent sans gaz) le glucose. [102],
I1.2.6. Intoxication staphylococcique

Staphylococcus aureus est un germe appartenant au groupe des cocci a Gram positif
quipousse en amas. Cette bactéries non productrice de spores mais résistante, peut survivre
longtemps sur des objets inanimés et secs, elle résiste aussi relativement bien a la chaleur
[103]. Staphylococcus sont des coques d’un diamétre compris entre 0,8 a 1 pm,
généralement en amas, immobiles, aéro-anaérobie facultatif, catalase positive et oxydase
négative. [104], mesurant de 0.8 a 1 um, parfois encapsulés, S. aureusest identifié sur

I’aspect pigmenté des colonies A ccuprobe S.Aureus [112]
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Figure 6.Aspect de S. aureus en microscopie électronique (X 20000) [105]

Tableau III. Différents caractéres bactériologiques de Staphylococcus aureus [105]

Morphologie

Regroupé en paire, tétrade ou amas
réguliers Immobile ; non sporulé

Dimension (um)

Teneur en GC (mol %)
Taille du génome (Mb)
Type respiratoire

Type trophique

Métabolisme

Autres caractéres

0,5-1

33%
2,8-29
Aéro anaérobie facultatif

Chimioorganotrophe

Fermentaire et /ou respiratoire

Catalase positive — oxydase négative
Halophile — mésophile (37°C) et
psychrophile (6-12°C)

Neutrophile pH =7 ; pHAw : basse, jusqu’a
0,83
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Le réservoir naturel des staphylocoques est ’homme et les animaux a sang chaud.
Ils peuvent également survivre sur des surfaces inanimées telles que la literie, les

vétements, et les poignées de portes [106].

Chez I’homme, les staphylocoques font partie de la flore résidante cutanée qui joue
unrdle dans 1’équilibre physico-chimique de la peau et constitue une barriere
contrel’implantation des bactéries de la flore transitoire [107].Les fosses nasales
antérieuresconstituent avec les zones humides de la peau comme les aisselles et le périnée,

un site de portage préférentiel de cette bactérie [108]

Le réservoir essentiel de S. aureus est ’homme lui-méme, de 30 a 50 % des sujets

sainshébergent S. aureusau niveau, de la george et de I’intestin [109].

Les mains sont le vecteur principal de transmission interhumaine. Le
S.aureusdiffusedans son environnement apres contact des mains avec les fosses nasales ou
des surfaces contaminées. On observe également une diffusion par voie aérienne, chez des
patients porteurs de staphylocoques et atteints de pathologies rhino-sinusiennes. Ces deux
modes de transmission expliquent la diffusion dans les sphéres familiales et hospitalieres
puisqu’on évalue jusqu’a 80% la proportion de porteurs sains au sein du personnel

soignant [110].

Le genre Staphylococcus est classé dans la famille des Staphylococcace qui

comprend 45 especes et sous especes dont dix sept ont été retrouvées chez ’homme [111]
Reégne: Bactéria

Phylum : Firmicutes

Classe : Bacilli

Ordre : Bacillales

Famille : Staphylococcaceae

Genre : Staphylococcus

Espece : Staphylococcus aureus [105]
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I1.2.7. Intoxication botulinique

Clostriduim botulinum est un bacille, Gram positif, droit ou légérement incurvé, de

2a 10 centimetres de long et 0.1micrométre de large mobile par ciliature péritriche .

Les formes jeunes peuvent présenter de courtes chainettes tandis que des formes
d’involution vacuolaire et des spores sont observées chez les bactéries plus anciennes
[113]. 11 s’agit d’'un germe anaérobie strict. Sa température optimale de croissance
sesitueentre 30 et 37 C°, un pH inférieur a 4.5 inhibe son croissance, Enfin la concentration
en chlorure de sodium, les nitrites, les antioxydants phénoliques, les polyphosphates,

bloquent sa croissance [114] ; [115].

Est un germe tellurique trés répandu dans la nature, Il est présent sous forme de
spores dans 1’eau, les sédiments aquatiques, les végétaux, le contenu intestinal des

vertébrés et invertébrés [116] ; [117].

Le botulisme transmis par les aliments ou intoxication botulique est consécutif a
I’ingestion de toxines préformées dans un aliment contaminé ; le bacille botulique étant
incapable de se multiplier dans 1’organisme. C’est la manifestation la plus connue de la

maladie et ’une des plus fréquentes. [118] ; [117] ;[116].

le botilusme infantile represente la forme la plus frequente de la maladie et se
manifeste chez des enfants de quinze jours a six mois, le botulisme par blessure est la

forme la plus rare de la maladie. [116]
I1.2.8. Campylobacter jejuni

Les Campylobacter sont des bacilles fins (batonnets avec un diamétre de 0,2 a
0,3um), a coloration de Gram négative. De longueur variable (0,5 a 8um), ils peuvent étre
soit incurvés, soit en forme de S, en hélice ou en spirale. Les Campylobacter présentent
une ou plusieurs ondulations et posseédent généralement un unique flagelle polaire,
d’environ 20 nm de diametre. Ils peuvent parfois avoir un flagelle a chaque pole
(amphitriche) (décrit dans les stades de pré-division) [119]. Cette structure confére a
Campylobacter une grande mobilité, trés caractéristique (diteen « vol de moucherons » ou
en « tire-bouchon »), facilement observable au microscope etsouvent utilisée comme

élément d’identification et de diagnostic.
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Les Campylobacter sont asporulés. Des travaux récents ont montré la présence
d’une capsule et I’existence du locus correspondant chez certaines souches de C. jejuni

[120].

Le role exact n’est pas déterminé mais 1’hypotheése de son implication dans la

virulence et la survie de cette souche est a considérer [121]

Figure 7.Microphotographies de C. jejunien microscopie électronique

Grossissement x 4000 et Grossissement x 10° [122]

Existe ainsi une véritable interaction entre les différents réservoirs puisque la
contamination du réservoir animal et de I’Homme agissent sur celle du réservoir
hydrotellurique dans la mesure ou des Campylobacter sont diffusés dans 1’environnement
par I'intermédiaire des eaux de ruissellement, des égouts et des boues d’épandage. Ces
eaux contaminées entrent ensuite de nouveau en contact avec le réservoir animal voire

avec ’Homme.

La transmission par contact direct avec un réservoir possible de Campylobacterest
unévénement relativement rare touchant principalement les agriculteurs, les vétérinaires et
les ouvriers d’abattoir (cas de maladie professionnelle). 11 existe également des
circonstances a risque comme la proximité des animaux de ferme. [123]. La transmission

indirecte se fait, dans 80% des cas, par la consommation d’aliments

Contaminés [124].
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Le genre Campylobacter fait partie, avec les genres Arcobacteret Sulfurospirillum,
de la famille des Campylobacteraceae, réunis avec les familles des Helicobactereraceae et
Hydrogenimonadaceae au sein de 1’ordre des Campylobacterales, de la classe des
Epsilonproteobacteria, du phylum des Proteobacteria, dans le domaine des Eubacteria

[125].

Au sein de cette superfamille, I’ordre des Campylobacterales est défini sur la base
des séquences d’ARNr [/6S et rassemble desprocaryotes gram négatifs avec une
morphologie en batonnets minces (droits, incurvés ou spiralés) et présentant une grande
diversit¢ métabolique et écologique avec de nombreuses especes pathogenes pour
I’Homme et les animaux. La famille des Campylobacteraceae regroupe deux genres

phylogénétiquement etmorphologiquement proches : Campylobacter et Arcobacter
Domaine: Bacteria

Phylum: Proteobacteria

Classe: Epsilon proteobacteria

Ordre: Campylobacterales

Famille: Campylobactéraceae

Genre: Campylobacter

Espece: Campylobacter jejuni [55]
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II1. Les maladies infectieuses d’origine alimentaire

Les maladies d'origine alimentaire constituent a 1'heure actuelle 1'un des problémes
de santé publique les plus répandus a l'échelle internationale. Leurs répercussions sur la
santé et sur I'économie mondiale sont de plus en plus largement reconnues. Ces maladies

sont causées par divers agents en particulier les microorganismes pathogénes.

Les maladies bactériennes transmises par 1’eau et les aliments sont devenues tres
rares dans les pays développés, en raison du niveau d’hygicne des populations et de
I’application rigoureuse de mesures draconiennes de sécurité alimentaire. Ce qui est loin
d’étre le cas dans les pays en voie de développement qui est encore régulierement touchés

par des épidémies plus ou moins étendues. [08]

Les maladies transmises par les plats cuisinés autrement appelés les toxi-infections
alimentaires se définissent par des bactéries, des virus et des parasites dues a la
consommation d’un aliment contaminé. Ce concept englobe aussi bien les infecterions
alimentaires classiques a Staphylococcus aureus, Salmonella sp ou Clostridium perfringens
que les pathologies infectieuses moins classiques liées a la conservation d’aliments

contaminés par les virus, les parasites, des prions [11]
IIL.1. Choléra

Le choléra est une maladie infectieuse intestinale aigué€, contagieuse a caractere
épidémique. Il est due a une bactérie, le vibrion cholérique strictement humaine, a 1’origine

de pandémies et représentant un probléme majeur de santé publique. [22]

C’est une maladie a transmission oro-fécale, essentiellement interhumaine directe et
favorisée par I’hypochlorhydrie gastrique [23]. La sensibilité de cet agent pathogene au pH
acide explique la nécessité d’un inoculum important pour déclencher des symptdmes mais
aussi la fragilité des sujets dénutris ou sous traitement antiacide. [22]. La dose infectante

est de 10° a 107 bactéries. [06]

Ces symptomes résultent de I’action de I’exotoxine cholérique, une entéro-toxine
qui pénetre les cellules de la muqueuse et provoque une hypersécrétion d’eau et
d’électrolytes, tout en inhibant 1’absorption de minéraux. La maladie se manifeste par : de

fortes diarrhées liquides, des vomissements, de la fievre, des douleurs abdominales. [08]

L’incubation dure 12a 72 heures apres 1’infection de 1’hote. Les bactéries adherent

aux muqueuses intestinales de I’intestin gréle ou elles ne sont pas invasives, mais sécretent
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le choléragene. Il s’agit d’une toxine AB. [26] Apres passage dans 1’estomac, les vibrions
qui ont survécu se fixent au niveau de la partie proximale de I’intestin gréle, traversent la

couche de mucus et adhérent aux entérocytes grace a leurs pili.

Ils sécretent alors la toxine cholérique, principale toxine produite par le vibrion
cholérique, composée d’une sous-unité A et de 5 sous-unités B, dont 1’action va altérer les
transports ioniques membranaires, a 1’origine de la diarrhée. La diarrhée est due a la
production par Vibrio cholerae d’une toxine qui active I’adénylate-cyclase des entérocytes,
entrainant une élévation de I’AMP cyclique. Elle induit une augmentation de la sécrétion
des cellules cryptiques et une diminution d’absorption au niveau des cellules du sommet

des villosités [24].

Ce déreglement ionique entraine une perte massive d’eau et d’électrolytes dans la
lumiére intestinale, aboutissant a la diarrhée caractéristique du choléra. Le volume d’eau
éliminé peut atteindre 15 a 20 L par jour, ce qui explique la gravité de la déshydratation

[25]
II1.2. La salmonellose

Les salmonelles constituent une des principales causes de maladie bactérienne
d’origine alimentaire dans les pays développés. Elles se manifestent sous forme de cas
sporadiques, de toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) ou d’épidémies

communautaires. [27]

La salmonellose (la gastroentérite a Salmonella) est due a plus de 2000 sérovars de
Salmonella. Sur la base des homologies de séquence, on considére que toutes les
Salmonella appartiennent a la méme espece S .enterica, sont capables de provoquer des
épidémies occasionnelles. La fievre typhoide est due a sérovar S .fyphi et est acquise par
ingestion de nourriture ou d’eau contaminées par des selles humaines infectées ou par des
contacts entre individus. Au cours des si¢cles passés, la maladie a été a I'origine de

grandes épidémies.

L’incubation dure 10 al4 jours. Les bactéries colonisent I’intestin gréle, pénetrent
dans 1’épithélium et se répandent dans le tissu lymphoide, le sang, le foie et la vésicule
biliaire. La plupart des individus n’éliminent plus de bactéries dans leurs selles apres
environ 3mois. Quelques individus cependant continuent d’en éliminer longtemps sans
manifester de symptomes. Chez ces porteurs, les bactéries poursuivent leur multiplication

dans la vésicule biliaire et atteignent 1’intestin par le canal biliaire. [26]
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I11.3. La shigellose

Les Shigellas sont des parasites intracellulaires qui colonisent les cellules
épithéliales du colon. Les bactéries induisent leur propre phagocytose par les cellules des
plaques de Peyer. Apres ingestion elles détruisent la membrane du phagosome et se
répandent dans le cytoplasme pour s’y multiplier. Elles vont ensuite envahir les cellules

mucosales voisines et initient une réaction inflammatoire dans la muqueuse. [26]

Des exo- et des endotoxines participent a la progression de la maladie, mais les
bactéries ne se répandent généralement pas au-dela de 1’épithélium du colon. Les selles
aqueuses contiennent souvent du sang, du mucus et du pus. Dans les cas graves, le colon
peut étre ulcéré. Les Shigellas virulentes produisent une exotoxine AB thermolabile (Sxt)

connue comme la toxine Shiga (anciennement Véro toxine).

La molécule complete de la toxine est du type A-5B et se fixe aux cellules
vasculaires de 1’hdte en stimulant son internalisation. La sous-unité protéique A est ensuite
libérée de la protéique B, se fixe aux ribosomes de 1’hdte et inhibe la synthese
protéique .Une cible spécifique de la protéine B semble étre I’endothélium glomérulaire.
L’action de la toxine sur ces cellules aboutit a une défaillance des reins. De plus, comme
Y.pestis et la souche ECEagg d’E .coli, les Shigellas utilisent aussi un systéme de sécrétion
de type IIl pour introduire des facteurs de virulence spécifiques dans les cellules

épithéliales cibles. [26]
II1.4. L’intoxication alimentaire staphylococcique

L’intoxication alimentaire staphylococcique est le principal type d’intoxication
alimentaire aux Etats-Unis. Elle a pour origine 1’ingestion d’aliments mal conservés ou mal
cuits (plus particulierement du jambon, des viandes traitées, de la salade de poulet, de la

patisserie, de la creme glacée et de la sauce hollandaise)

Dans lesquels Staphylococcus aureus se sont multiplié. Comme les Staphylocoques
produisent des entérotoxines thermostables, elles ne sont pas détruites méme si les

bactéries sont tuées par une bonne cuissondes aliments. [26]

Le traitement de cette intoxication est basé sur 1’apport de liquides pour assurer
I’élimination de la toxine. La toxémie se résout généralement sans médication. La
prévention suppose un bon lavage des mains lors de la préparation des aliments et

I’utilisation de pratiques de cuisson et d’alimentation adéquates.[26]
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II1.5. Le botulisme

Est une forme d’intoxication alimentaire. Les conserves de nourriture faites a la
maison sont sa source la plus fréquente. Si elles n’ont pas été chauffées suffisamment pour
tuer les spores contaminantes de Clostridium botulinum, ces spores germent et se
développent en anaérobiose produisant une exotoxine. Si la nourriture est consommée plus

tard sans cuisson adéquate, 1’exotoxine active provoque la maladie [26]

La toxine botulique est une neurotoxine qui se lie aux synapses des neurones

moteurs.

Elle clive sélectivement la synaptobrévine, une protéine membranaire de la vésicule
synaptique. Ce qui empéche I’exocytose et la libération de 1’acétylcholine, un
neurotransmetteur. En conséquence, les muscles ne se contractent plus en réponse a
I’activité neuronale motrice et il en résulte une paralysie flasque. Les symptdmes du
botulisme apparaissent 12 a 72 heures aprés 'ingestion de la toxine et engendrent un
trouble de la vision, des difficultés de déglutition et de parole, une faiblesse musculaire,
des nausées et des vomissements. Le traitement est basé sur des soins symptomatiques et
une antitoxine polyvalente. Sans traitement adéquat, 1/3 des patients meurent apres
quelques jours a la suite d’une défaillance respiratoire ou cardiaque .Il1 y a moins de 100

cas de botulisme aux Etats-Unis par an. [26]
I11.6. La gastroentérite a Campylobacter jejuni

Les campylobactérioses a Campylobacter thermotolérants (C.jejuni et C.coli) sont
reconnus depuis 1972 comme 'une des premieres causes de maladies diarrhéiques chez

I’homme. [36]

La période d’incubation de la campylobactériose est de 2 alO jours .C .jejuni
envahit 1’épithélium de I'intestin gréle, provoque une inflammation et sécrete également
une exotoxine semblable a la toxine cholérique au niveau antigénique. Les symptdomes sont
une diarrhée, une fievre élevée, une inflammation importante de I’intestin accompagnée

d’ulcération et de selles sanguinolentes.

La campylobactériose a été également associée au syndrome de Guillain- Barré, qui
résulte d’une attaque des nerfs périphériques par le systtme immunitaire et qui provoque

une paralysie mortelle[26]
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La contamination croisée quand un aliment infesté contamine un aliment sain qui
seraquant a lui responsable de la transmission a I’homme. Cette contamination peut soit
s’effectuer par un contact direct entre les deux aliments, soit le plus souvent par
I’intermédiaire d’un élément relais [37] tel que : le couteau de cuisine, la planche de

découpage ou plus simplement par les mains ducuisinier.
I11.7. La gastroentérite a Escherichia coli /Colibacillose

Les aliments et I’eau contaminés sont les principales voies de dissémination de la
maladie, vu qu’il faut de nombreuses bactéries pour initier I’infection. C’est la raison des
conseils populaires donnés aux voyageurs internationaux : « Ne buvez pas 1’eau locale » et

« Fais-la bouillir, pele-le, cuis-le ou oublie-le ».

Si la grande majorité des souches d’E .coli sont des membres non pathogenes de la
microflore intestinale normale, certaines souches peuvent utiliser plusieurs mécanismes
pour déclencher une diarrhée. On reconnait les souches diarrhéogenes: E .coli
entérotoxinogeéne (ECET), E. coli entéro-invasif (ECEI), E. coli entérohémorragique
(ECEH), E. coli entéropathogéne (ECEP), E. coli entéroagrégatif (ECEAgg) E. coli a
adhésion diffuse (ECAD). [26].
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IV. Hygiéne et sécurité alimentaire
IV.1. Notion de qualité hygiénique

La qualité hygiénique est la mesure dans laquelle un aliment un service répond aux
besoins et attentes qui ont été communiquées .qui vont de soi ou qui ont été imposées (par
le consommateur et la loi). Quant aux produits alimentaires .il s’agit en régle générale de la

sécurité.de la santé et du bien-étre du consommateur [14].

C’est aussi I’aptitude d’un produit a bien nourrir I’homme. Cette derniére a trois
composantes essentielles : la qualité hygiénique, la qualité organoleptique et la qualité

nutritionnelle [15].

La qualit¢ hygiénique est I’aptitude d’un aliment & ne pas rendre malade les
cosommateurs, Cela comporte les maladies alimentaires liées aux bactéries, aux corps
étrangers chimiques et physiques et a la présence de composants de la préparation en dose

anormale [16].
IV .2. Sécurité alimentaire

Sécurité alimentaire : C’est I’assurance que les aliments ne causeront pas de
dommage au consommateur quand ils sont préparés et /ou consommés conformément a

I’usage auquel ils sont destinés.

La garantie que les aliments n’entrainent pas de conséquences néfastes pour la santé
du consommateur quand ils sont préparés et ingérés, en tenant compte du but et de la

maniére de les consommer [14].

La sécurité alimentaire, dont la qualit¢ microbiologique des aliments est une
composante essentielle, représente un enjeu considérable. Sur le plan du commerce
international, elle est trés souvent invoquée pour renforcer les barriéres aux importations
.de plus, elle a un réle évident a jouer dans la prévention des maladies d’origine
alimentaire et par voie de conséquence. Elle participe a la maitrise des dépenses de santé

[21].
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IV. 3 .La Différence entre I’hygiene des aliments et I’hygiéne alimentaire

L’hygiéne alimentaire est le plus souvent utilisée abusivement pour désigner les
régles d’hygieéne a respecter dans le souci d’accroitre la sécurité des aliments. Or, I’hygi¢ne
alimentaire est une expression médicale se rapportant au choix raisonné des
aliments ,c’est-a-dire que 1’on devrait utiliser cette expression d’hygieéne alimentaire pour
le regle de nutrition et de diététique .Par conséquent , le texte de base se rapportant a

I’hygiene des aliments est celui du Codex Alimentarius [17].
IV .4. Hygiéne des aliments

L’hygiéne alimentaire correspond a une alimentation saine répondant aux besoins
de l'organisme, et n’engendrant pas de problémes de santé .désigne 1’ensemble des
conditions et mesures nécessaires pour assurer la sécurité et la salubrité des aliments a

toutes les étapes de la chaine alimentaire [17].

L’hygiéne des aliments assure la sécurité et la salubrité des aliments, elle englobe
plusieurs domaines tous aussi importants les uns que les autres, L’hygiéne du personnel,
I’hygieéne, des locaux (nettoyage, désinfection, matérians , agencement ..).Les conditions
de stockage .de manipulation de transport (nettoyage, désinfection, matériaux) et Les

matieres premieres [18].
IV.5. Maitrise de la sécurité des aliments

La garantie d’une sécurité des aliments irréprochable passe par la maitrise de la
qualité hygiénique des aliments les techniques appropriées de sécurité alimentaire et la
manipulation des aliments doit étre pratiquée afin de protéger le consommateur contre les
conséquences graves. Les maladies d’origine alimentaire ont fait des milliers de déces et

d’hospitalisations [19].

Davantage de recherche et les études doivent étre menées pour étudier a quel point
la négligence généralisée de bonnes pratiques abusives de salubrité des aliments se
produisent,et quels types de remedes peuvent étre fournis pour rendre le service de traiteur

un service de denrées alimentaires plus sures pour le consommateur [20].
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IV. 6. Applications a la sécurité des aliments

La sécurité des aliments est un défi qui demande des efforts quotidiens aux
professionnels. Pour ce faire, ils mettent en application les enseignements sur le
développement bactérien. En restauration, les facteurs a maitriser se rassemblent de Milieu
(Ies locaux), du Matériel, de la Main-d’ceuvre, de la Matieére (matieéres premicres, produits
finis) et des Méthodes (regles de fonctionnement) selon un raccourci mnémotechnique
classique. Ces cinq facteurs sont liés entre eux, a I'image des « maillons d'une chaine » au
sein de laquelle la faiblesse d'un élément n'est pas compensée par le renforcement d'un

autre. Cette notion illustre la nécessité de la cohérence de la prestation. [16]
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I. Sites de prélevements (Enquéte)

Les prélevements (trois plats de différentes compositions) sont effectués a partir de

trois sites différents :
I.1. Le site 1 (E1)

Parmi les pizzerias les plus populaire de la ville de Khenchela, situe a la route de
Babar, I’hygiene dans cette pizzeria est généralement acceptable et confortable ; dont on
remarque I’absence totale des insectes et de cigarettes. Le nettoyage des tables se fait avec
un torchon et un désinfecteur apres chaque repas servis. La viande hachée et les escalopes

sont conservés dans un réfrigérateur jusqu’a I’ utilisation.

Le nombre des serveurs est deux, mais ne portent pas de blouses de travail, la

propriété corporelle et sanitaire est bonne.

Les plats sont cuisinés a I’avance comme les plats vari€s et conservés dans un
endroit fermé, on remarque la préparation de certains plats a I’extérieur tels que : les plats

de chawarma et les bourek.

Les clients généralement sont des étudiants et des éleves et aussi des femmes dont

les plats les plus consommables sont : les plats variés, les hamburgers et la pizza (fig. 8).
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Figure 8. Photographie représente les plats servis dans le E1 et ces prix
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1.2. Le site 2 (E2)

Cette pizzeria est située a proximité de placette d’Abbés Laghrour, I’hygiene
générale de cet endroit est moyenne, le nombre des serveurs est quatre personnes ; dont un
seul serveur qui porte la blouse. Quelques plats sont cuisinés a I’avance comme le bourek

et d’autres plats sont cuisinés a I’extérieur, tels que les plats de chawarma et les mhadjebe.

Le nettoyage des tables se fait a I’aide de torchon seulement et les appareils utilisés

sont en mauvais €tat.

Les clients sont de différentes catégories de citoyens de la ville, et on remarque la

présence d’une toilette collective pour les manipulateurs et les consommateurs.
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Figure 9. Photographie représente les plats servis dans le E2 et ces prix

I.3. Le site 3 (E3)

Cet endroit est situé au centre-ville a proximité de la maison de culture. Le niveau
de I’hygiene est moyen, il y a deux serveurs qui ne portent pas de blouses. Les clients sont

de différentes tranches d’age, le nettoyage des tables se fait par brassage avec torchon.

Figure 10. Photographie représente les plats servis dans le E3 et ces prix
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II. Echantillonnage
I1.1. Choix de plats a tester

L’objectif de ce travail est I’étude de la qualité microbiologique des plats servis au
niveau de fastfood de la ville de Khenchela, pour cela trois plats de compositions
différentes sont choisis au hasard de trois sites différents pour effectuer les analyses

microbiologiques.

Les plats choisis sont les hamburgers, plats de chawarma et le bourek (fig. 11) ; et

sont transportés au laboratoire dans une glaciere contenant des glagons a 4°C.

Figure 11. Photographie représente les plats choisis des trois sites pour les analyses

microbiologiques ; A : Humburger, B Bourak, C : Plat de chawarma
I1.2. Préparation des échantillons

Vingt-cinq grammes (25g) de chaque échantillon sont pesés et broyés avec 225 ml
d’eau physiologique stérile a 1’aide d’un broyeur électrique (fig.12), constituant ainsi la

suspension mere (SM) [70].

Les dilutions décimales allant jusqu’a 107 sont préparées 2 partir de la SM dans
I’eau physiologique, ce qui permet d’obtenir seulement les microorganismes dominants

dans les dilutions les plus élevées.
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Figure 12. Préparation de la solution mere (SM)
ITII. Analyses microbiologiques

Toutes les analyses sont effectuées au niveau de laboratoires pédagogiques de
I’université Abbes Laghrour Khenchela. Commengant par un dénombrement des germes
indicateurs de contamination fécale a savoir les coliformes thermo tolérants, ainsi la

recherche des germes pathogeénes comme les staphylocoques et/ ou les salmonelles.
I11.1. Dénombrement la Flore Mésophile aérobie totale (FTAM).

La recherche de la FTAM a été effectuée suivant une méthode normalisée
actuellement ; la Norme NF V 08-051 [130] relative au dénombrement des micro-
organismes par comptage des colonies obtenues a 37 °C et la norme XP V 08- [129]

relative aux regles générales pour le comptage des colonies et 1’expression des résultats.

Le principe consiste a étaler en surface 0.1 ml de la solution mere et des dilutions
décimales sur la gélose PDA préalablement coulée dans des boites de Pétri et déja

numérotées. L'incubation des boites couvercle en bas se fait a 37°C pendant 24h a 48 h.

Pour le dénombrement ; on compte toutes les colonies apparues a la surface de la
PDA (Annexe). Seules les boites contenant entre 30 et 300 colonies seront prises en

considération.

On calculera le nombre N, de microorganismes dénombrés a 37°C en Tant que

moyenne pondérée, a I’aide de 1’équation suivante :

N=>c/0.1xd
Ou: Y ¢ : est la somme des colonies comptées sur les deux boites retenues.
D : est le taux de dilution correspondant a la premiere dilution.
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II1.2. Dénombrement des coliformes thermo tolérants

La recherche se fait sur milieu solide : gélose au cristal violet au rouge neutre et a la
bile (V.R.B.L.). Pour chaque analyse, les deux boites de pétri sont ensemencées a raison de
0.1 ml avec SM et les dilutions correspondantes 107! ,10'2. En étalant avec un écouvillon
stérile sur toute la surface de milieu de culture. L'incubation des boites couvercle en bas se

fait a 37°C pendant 24h a 48 h.

Pour le dénombrement : on compte toutes les colonies apparues a la surface de
milieu VRBL (Annexe) et seules les boites contenant entre 30 et 300 colonies seront prises

en considération.
I11.3. Recherche des staphylocoques pathogénes (NF V 08-057-1)

A partir de la solution mere et des dilutions décimales, on porte aseptiquement 0.1
ml dans une boite de pétri contenant de la gélose Chapman (Annexe), qu'on étale par

écouvillon stérile. Les boites sont ensuite incubées a 37°C pendant 24h.

Les staphylocoques pathogénes forment des colonies luxuriantes, pigmentées, entourées
d’une auréole jaune due a la fermentation du mannitol. Les staphylocoques non pathogénes
forment en général de petites colonies rouges qui ne modifient pas la teinte du milieu

[131].

Apres I’incubation, les colonies caractéristiques pures feront 1'objet de trois tests
complémentaires a savoir : une coloration de Gram, une recherche de I'enzyme catalase et

une Staphylocoagulase.
I11.3.1. Test catalase

On dépose sur une lame propre et seche une goutte d’eau oxygénée H,O, a I’aide
d’une pipette Pasteur on préléve une colonie et on la dissocie dans la goutte d’eau
oxygénée. Si la bactérie possede la catalase, elle dégrade le peroxyde d’hydrogéne en eau

et dioxygene visible par la formation de bulles d’air visible a I’ceil nu [132].
I11.3.2. Test coagulase

Ce test permet la recherche de la coagulase, exoenzyme capable in vitro de coaguler
le plasma oxalate de lapin. Parmi les Cocci Gram +, catalase +, seules les souches de

Staphylococcus aureus provoquent la coagulation du plasma oxalaté de lapin [133].
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Au laboratoire, la détection de la coagulase a été effectuée en mettant 0.5 ml de
plasma de lapin hépariné avec 0.5 ml de la suspension bactérienne a étudier dans un tube a

hémolyse.

On mélange bien le plasma avec 1’'inoculum puis on incube les tubes a 37°C; la
prise en masse du mélange est réalisée en 3 a 6 ou parfois en 24 heures ; la coagulation

peut étre suivie d'une dissolution du caillot par suite de I'action de la Staphylokinase.

Si apres incubation pendant 24 heures a 37°C, il y a coagulation du plasma de lapin,

le test est coagulase +. Ces staphylococcus aureus sont dit catalase +, coagulase +.
I11.4. Recherche des salmonelles

L’analyse microbiologique pour la recherche de Salmonella a été faite selon la
méthode NF U 47- 100 de février 2005, en différentes étapes: pré-enrichissement
permettant de récupérer les bactéries ayant subi un stress; puis un enrichissement sélectif,
favorisant la multiplication des salmonelles par rapport a la flore compétitrice; suivies d’un

isolement sur des milieux sélectifs spécifiques et d’une identification biochimique [134]
I11.4.1. Le pré-enrichissement

1 s'agit d'incuber la solution-mére 2 10" ' 4 37°C pendant 24 heures, de maniére a

favoriser une multiplication des germes
I11.4.2. L’enrichissement

Cette phase d'enrichisseément se fait par l'utilisation de deux milieux de culture

spécifiques aux Salmonelles ; le bouillon au sélénite.
I11.4.3. L’isolement

Par la technique des stries d’épuisement, une goutte de culture d’enrichissement est
ensemencée sur I’'un des milieux suivant : Salmonella-Shigella. Les boites de Pétri sont
incubées a 37°C pendant 20 a 24 h. Aprés incubation, on examine les boites afin de
rechercher la présence de colonies caractéristiques des salmonelles pour le milieu

d’isolement utilisé [135].
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I11.4.5. L’identification

L’identification est basée sur la détermination des caractéres morphologiques et

biochimiques [136].

a) L’identification morphologique

N

La lecture des ensemencements vise a noter La couleur ; ’odeur ; la taille et
I’aspect des colonies. Cette observation a 1’ceil nu est une premicre clé d’identification

[137].

La double coloration de Gram et I’observation a 1’état frais sont la deuxieme étape
de I’identification. [137]. Une préparation a I’état frais permet d’examiner la mobilité des
bactéries et d’en déceler la forme, bien que ce renseignement soit plus accessible sur des

frottis colorés.

b) L’identification biochimique

* Le test oxydase: La recherche de l'oxydase est un test fondamental pour
I'identification des bacilles a Gram négatif. Cette recherche consiste a mettre en évidence la
capacité de la bactérie testée, a oxyder la forme réduite incolore de dérivés N-méthylé du

paraphényléne diamine, en leurs formes oxydées semi-quinone rose-violacées [140].

Le disque d’oxydase est déposé sur une lame propre et imbibé avec une goutte
d’eau distillée stérile. Une colonie est prélevée a 1’aide d’une pipette pasteur puis déposer
sur le disque. En présence de I’oxydase se manifeste par une coloration violet foncé
apparait immédiatement ou en quelque secondes, puis noircit (rose violette puis elle

devient brun foncé) [141].

* Le test catalase : La catalase est une enzyme respiratoire qui catalyse la libération

de molécules d'eau et d'oxygene a partir de peroxyde d'hydrogene.

Reposent sur la mise en évidence des caracteres biochimiques différentiels qui
permettront de classer les souches selon leur activité métabolique par I'utilisation de sucre

et/ou leur activité enzymatique [143].

* Le test Citrate de Simmons : Ce test est effectué sur le milieu citrate de Simmons
qui contient le bleu de bromothymol comme indicateur de pH. La pente du milieu est
ensemencée avec des stries puis I’incuber a 37°C pendant 24heures, [142]. Ce test permet
la mise en évidence du citrate perméase : enzyme permettant a la souche I’utilisation du

citrate comme seule source de carbone .I’utilisation du citrate se traduit par la libération
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des ions « OH- », qui alcalinisent le milieu en se traduisant par une couleur bleue apres le
virage du vert de brome-thymol [144].

* Le test TSI (milieu triple sucres) : Ce milieu permet d'étudier la fermentation de
trois sucres (glucose, lactose, saccharose), d'apprécier la production ou non d’H,S qui fait
virer le milieu au noir ce qui est dii a la formation du sulfure de fer.et de noter la
production ou non de gaz a partir du glucose (Dellarras, 2007). La technique consiste a
ensemencer avec la souche a étudier le culot par piqiire puis la pente de la gélose par stries
serrées, la lecture se fait aprés 24h d’incubation a 37°C. La réaction est dite positive si le
milieu devient jaune orange. [145].

* Le test de mannitol-mobilité : L’utilisation du mannitol se traduit par une
acidification entrainant un jaunissement de 1’indicateur du milieu mannitol ; Le milieu
Mannitol Mobilité a été ensemencé par piqlire centrale. Les germes immobiles ne poussent
qu’au niveau de la piqlire central [146].alors 1a mobilité se traduit par une diffusion a partir
de la piqiire centrale vers le fond du tube. [147]

* Le test ONPG: Il s’agit d’une recherche particuliere dans le cadre de I’étude de la
dégradation du lactose, Dans le cas de bactéries lactose négatif (dans le but de préciser
I’origine de I'incapacité aUtiliser le lactose). Le test ONPG consiste a rechercher la
présence de -galactosidase. On utilise comme substrat, non pas le lactose, mais un autre -
galactoside : 1’ortho-nitro-phenyl-galactoside(ONPG) qui présente 1’avantage d’étre
hydrolysé en un produit coloré (I’orthonitrophenolONP). Ceci est possible car la -

galactosidase n’est pas spécifique du lactose, mais des galactosides.

La souche étudiée est ensemencée dans un tube de 2 ml d’eau physiologique auquel
on ajoute un disque d’Ortho-Nitro-Phenyl-Galactopyranoside (ONPG). Apres incubation a
37°C, pendant 24heures la réaction positive se traduit par une coloration jaune due a la

libération d’orthonitrophenol dans le milieu [148].

* Le test nitrate réductase : Le bouillon nitrate est ensemencé avec la souche a
tester, apres incubation a 37°C 24 heures on ajoute une goutte de nitrate réductase I et une
goutte de nitrate réductase II, si la coloration vire vers le rouge le teste est dit positif [149].

* Le test d’acétone : La souche a identifier est ensemencé dans un tube qui contient
le milieu Clark et Lubs, apres incubation a 37°C, pendant 24 heures une goutte de VP I et
une goutte de VP II (VP : Voges Proskauer), sont ajoutées ; si aprés 10 min la couleur

rouge au préalable devient rose la réaction est dite alors positive [150].
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L. Dénombrement des germes aérobies mésophiles totaux.
La figure 13 montre les résultats d'isolement des germes sur le milieu gélosé PDA.
Apres incubation a 37°C pendant 24h a 48 h, on remarque I’apparition de colonies a la

surface des milieux de culture blanches et crémeuses, bombées, arrondies ou irrégulieres.

Figure 13. Photographie montrant les résultats d'isolement sur gélose PDA.

Le dénombrement de ces colonies est représenté dans le tableau IV, on remarque
I’absence des bactéries dans le site 1 et 2 du plat Hamburger et aussi dans le site 2 du plat
Bourek. Les FTAM sont des germes qui se développent a des températures comprises entre
30°C et 37°C. Cette flore renseigne sur la propreté des manipulateurs, 1’efficacité des
procédés de traitement et la fraicheur des produits [151]. Ces résultats montrent qu’il y’a une

amélioration des régles d’hygiene au niveau de ces sites.

D’autre part on remarque la présence des bactéries dans le site 3 du plat d’hamburger

qui est de 39UFC/ml mais la valeur est inférieure 2 3.10” acceptable selon les normes.

Pour le deuxiéme plat ; chawarma dans le sitel on estime la valeur de 69.102UFC/m1,
alors que dans le site 2 elle est de 127 .10*'UFC/ml, tandis que le site 3 la valeur s atteindre a
57.10*UFC/ml. Sur le plan technologique, une flore mésophile nombreuse indique que le
processus d'altération microbienne est engagé. Ces germes sont témoins de la rupture de la

chaine du chaud, de la chaine du froid ou d'une durée de conservation trop longue [152].

Sur le plan sanitaire, il n'y a pas de relation directe entre la flore mésophile totale importante
et la présence de germes pathogenes dans le produit, mais le dénombrement de la flore totale
reste une bonne méthode d'appréciation de la qualité microbiologique générale des aliments.
La recherche de germes pathogenes doit étre systématique pour que la sécurité sanitaire soit

assurée [152].
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Le tableau I'V. Les résultats de dénombrement sur le milieu PDA

Plats

Plat 2 : Chawarma Plat 1 : Hamburger

Plat 3 : Bourak

Site de
prélévement

Site 1

Site 2

Site 3

Site 1

Site 2

Site 3

Site 1

Site 2

Site 3

Résultats des colonies

Concentrations . Dénombrement
poussees
|
SM 07 <30
107! 12 <30
10 09 <30
e
SM 09 <30
107 00 <30
10 00 <30
|
SM 39 39UFC/ml
107 02 <30
10 00 <30
|
SM 34 34UFC/ml
107 69 69.10°UFC/ml
10 >300 >300
|
SM 231 231UFC/ml
107! 127 127.10*UFC/ml
10 >300 >300
e
SM >300 >300
107 57 57.10*°UFC/ml
10 11 <30
|
SM
107
- Boites Contaminées
10
|
SM 00 <30
107 00 <30
10 00 <30
SM 00 <30
107!
102 Boites Contaminées

I’aspect macroscopique des colonies,

Concernant le site 1 et 3, le plat Bourek est contaminé par les moisissures, et, d’apres

nous pourrions

affirmer qu’il s’agirait d’un

champignon: la moisissure blanche du pain (Mucor mucedo) ; les feuilles ayant servi a la

préparation de ce plat auraient été stockées durant une période assez longue, et influencées par

I’humidité. Ce volet n’entre pas dans 1’objet de notre étude.
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I1. Dénombrements des indicateurs de contamination fécale.
La figure 14 montre le résultat du dénombrement des indicateurs de contamination
fécale (coliformes thermo-tolérants) sur les milieux solides VRBL, apres incubation a 37°C

pendant 48 h.

Figure 14. Photographies montrant les résultats d'isolement sur gélose VRBL.

On obtient des colonies de bactéries de couleur violette et quelques colonies de
couleur blanche, de formes irrégulieres bombées qui peuvent étre des coliformes fécaux :
Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella et plus particulierement Escherichia coli sont de fideles
indicateurs de la contamination fécale des aliments.

Le tableau V montre les résultats de dénombrement; on remarque 1’absence des
bactéries (< 30) dans le plat du hamburger sur le site 1 et 2, la charge bactérienne (coliformes
thermo-tolérants) est inférieure 4 3.10°, acceptable selon les normes AFNOR: donc le plat en
question est considéré comme sain. Le taux de satisfaction est de 100% comparable aux
résultats de Cisse en 2005 [153], cela explique le respect des bonnes pratiques des regles
d’hygienes notamment une bonne hygie¢ne corporelle du personnel [159].

D’autre part, le site 3 du prélevement d’hamburger montre la présence d’un taux de
68UFC/ml ainsi, le deuxieme plat chawarma qui montre une charge considérable comprise
entre 29.10' UFC/ml, 227.10°UFC/ml et 164.10°UFC/ml pour les sites 1, 2 et 3
successivement. Le troisieme plat « Bourek » dont la charge bactérienne varie d’un site a
I’autre de 4.10"UFC/ml dans le site 1 et 47.10°UFC/ml dans le site 2 et 37.10°UFC/ml dans le
site 3.

Cette population microbienne est assimilable en pratique a Escherichia coli; la
présence de ces germes indique une contamination d'origine fécale. Leur dénombrement
permet de suivre I'hygieéne des manipulations du personnel de fabrication ainsi que l'efficacité

de la technologie employée pour réduire la contamination initiale [155].
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Ce type de contamination peut faire redouter la présence de germes plus dangereux

comme les salmonelles [156].

Le tableau V. Les résultats de dénombrement sur le milieu VRBL

Plats | Site de prélévement

Site 1

Site 2

Plat 1 : Hamburger

Site 3

Site 1
<
g
S
2]
E )
E Site 2
Q
N
3
=W

Site 3

Site 1

Site 2

Plat 3 : Bourak

Site 3

Concentrations

Résultats des colonies
poussées

Dénombrement

SM 00 <30
107 00 <30
10 00 <30
|
SM 23 <30
107 04 <30
10 00 <30
|
SM 68 68UFC/ml
107! 10 <30
102 01 <30
P —
SM >300 >300
107! 47 47.10°UFC/ml
10 290 29.10*UFC/ml

SM 156 156UFC/ml
107 123 123.10°UFC/ml
10 227 227.10°UFC/ml

SM 50 50UFC/ml
107 40 4.10°UFC/ml
102 164 164.10°UFC/ml
P —
SM 228 228UFC/ml
107 62 62.10°UFC/ml
10 40 4.10"UFC/ml
|
SM 67 67UFC/ml
107 18 <30
1072 47 47.10°UFC/ml
|
SM 63 63UFC /ml
107 37 37.10°UFC/ml
10 17 <30

4
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I11. Recherche des germes pathogeénes

IT1.1. Recherches de Staphylococcus aureus
Les staphylocoques pathogeénes sont représentés par Staphlococcus aureus qui est un

germe de contamination humaine. Ce sont des germes qui permettent de déterminer les

produits qui présentent leplus de risques d'intoxication.

Figure 15. Photographies montrent les résultats de la culture sur la gélose Chapman

La gélose de Chapman permet ’isolement sélectif, la recherche et le dénombrement
des staphylocoques pathogenes. Les résultats obtenus montrent la présence de cette bactérie

dans les trois plats analysés des trois endroits choisis (fig.15).

Ca revient a la contamination bactérienne par les manipulateurs, I’homme héberge les
germes sur la peau, les cheveux, la bouche et les narines; la principale source de
contamination par les manipulateurs se fait par grattage de la peau, I’éternuement, la
chevelure mal retenue, les mains, les bracelets, les montres, etc., la matieére premiére ou les

repas peuvent €tre des sources de contamination, surtout lors de la distribution [157].

Ces germes sont généralement assimilés au Staphylococcus aureus. 1ls sont d'origine
humaine. Leur présence témoigne d'une hygie¢ne insuffisante et permet de déterminer les

produits qui présentent le plus de risques d'intoxication [158].
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La mise en évidence des staphylocoques pathogenes devra étre confirmée par la

recherche de la coagulase et la catalase.

La figure 16. Résultats du test catalase (+) (A) et de test coagulase (-) (B)

Les résultats montrent une Coagulase négative; Il n'y a pas de formation d'un
coagulum de fibrine. Le fibrinogéne (soluble) n'a donc pas été transformé en fibrine
(insoluble) la bactérie ne possede donc pas de coagulase libre. Elle est dite coagulase libre (-)
ou encore coagulase (-). Test catalase a été pratiqué sur quelques colonies, 1’apparition d'un

dégagement de bulles met en évidence un test catalase positive (fig.16).

Les especes de Staphylococcus présentent dans ces échantillons ne sont pas
pathogenes car les especes pathogenes de ce genre donnent un résultat positif de catalase et de

coagulase [6].
II1.2. Recherche de Salmonnella

Nous remarquons [’apparition des colonies sur le milieu SS dans les plats
« Hamburger » et « Chawarma », et leur absence dans le « Bourek », les normes requises par

I’ AFNOR obligent I’absence totale de salmonelles dans les 25g d’aliment [6].

La gélose Salmonella-Shigella est utilisée pour I'isolement des Salmonelles et des
Shigelles dans les produits alimentaires ainsi que dans les autres prélévements (d’origine
animale par exemple) susceptibles d’en contenir, apres enrichissement préalable. Son

utilisation est fondée sur les principes suivants:

* La gélose SS est un milieu modérément sélectif ou I’inhibition des microorganismes a
Gram positif est due a la présence de sels biliaires, de vert brillant et de citrate de sodium.
*Les concentrations élevées en citrate et thiosulfate de sodium limitent le

développement des coliformes et évitent I’envahissement du milieu par les Proteus.
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* La fermentation du lactose en acide est révélée, en présence de rouge neutre, par la
formation de colonies rouges. Les microorganismes lactose-négatif présentent des colonies
incolores.

* En présence de thiosulfate et de citrate ferrique, les microorganismes producteurs de

sulfure d’hydrogene donnent des colonies a centre noir.

Apres incubation, on remarque 1’apparition de plusieurs types de colonies a la surface
du milieu (fig.17); ces colonies sont incolores, cela est di a 1’absence d'acidification du
milieu, donc ce sont des bactéries lactose -, sans centre noir (production de sulfure de fer noir
due a la réduction du thiosulfate en H,S: souche H,S-). Selon ces caractéres biochimique, on
peut estimer que ces colonies ne présentent pas des bactéries de genre Salmonella, mais
probablement une autre bactérie appartenant a la famille des entérobactéries qui sont

responsables de la contamination.

Figure 17. Photographies montrant les résultats sur la gélose Salmonella-Shigella (SS).

Pour confirmer ces résultats, un test de TSI, ONPG, citrate de Simmons, Mannitol,
Nitrate réductase, Clarck et Lubs, catalase, oxydase sont effectués. Ainsi L’observation
microscopique a I’état frais et la coloration de Gram. Les résultats obtenus sont présentes dans

le tableau VI.
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Tableau VI. Les résultats des tests biochimiques

Tests Résultats obtenus Caractere de Salmonella [6]

TSI Glucose (-) Glucose (+)
Lactose(-) Lactose (-)

Saccharose(-) Saccharose (+)
Production de gaz (+) Production de gaz (+)
HoS () HoS (+)

ONPG + +/-

Citrate de Simmons + -

Mannitol + +

VP - -

Nitrate réductase + -

Catalase + +/-

oxydase - -

Coloration de Gram Gram - Gram -

Etat frais Mobiles Mobile

Forme Coccobacille Bacilles

Aucune salmonelle n’a pu étre mise en évidence. Ceci est peut-€tre lié a nos méthodes
de recherche simplifiées. En effet, comme 1’indiquent Diallo, 2010 [159], la recherche des
salmonelles par la méthode classique peut €tre négative, alors méme que 1’échantillon en
renferme 10° 2 10° germes/g. IlIs I’expliquent par la présence éventuelle de germes
compétiteurs (coliformes, E. coli et Proteus) et a un moindre degré par le milieu d’isolement,
si bien que la fréquence €levée des coliformes fécaux entraine une forte suspicion de la

présence de salmonelles.
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Tableau Résultat de PDA

Plats Site de

Concentrations

Résultats des colonies

Dénombrement

10

prélévement poussées
SM 07 <30
_ Site 1 10" 12 <30
S 10° 09 <30
3 SM 09 <30
= Site 2 107 00 <30
L 107 00 <30
c:'U SM 39 39UFC/ml
o Site 3 10* 02 <30
10 00 <30
SM 34 34UFC/ml
. Site 1 10" 69 69.10°UFC/ml
§ 10° >300 >300
e
= SM 231 231UFC/ml
) Site 2 10™ 127 127.10°UFC/ml
% 10° >300 >300
© SM >300 >300
o .
Site 3 10? 57 57.10°UFC/ml
10 11 <30
SM
Site 1 10" . .
- Boites Contaminées
_;:U mg
3 SM 00 <30
o Site 2 10™ 00 <30
® 10° 00 <30
= SM 00 <30
Site 3 10*

Boites Contaminées




Tableaux. Résultats de VRBL

Plats

Plat 1 : Hamburger

Plat 2 : Chawarma

Plat 3 : Bourak

Site de prélévement

Site 1

Site 2

Site 3

Site 1

Site 2

Site 3

Site 1

Site 2

Site 3

Concentrations

Résultats des colonies

Dénombrement

g‘)ousm
SM 00 <30
10™ 00 <30
107 00 <30
- | sM | 23 | <0
10™ 04 <30
107 00 <30
- | sM | e | esurc/iml |
10™ 10 <30
107 01 <30
- | _sm | %0 | >0 |
10™ 47 47.10°UFC/m
107 290 29.10*UFC/ml

SM 156 156UFC/ml
10* 123 123.10°UFC/m
10° 227 227.10°UFC/ml
|
SM 50 50UFC/ml
10* 40 4.10°UFC/ml
10 164 164.10°UFC/ml
e
SM 228 228UFC/ml
107 62 62.10°UFC/ml
10° 40 4.10°UFC/ml
|
SM 67 67UFC/ml
10* 18 <30
107 47 47.10°UFC/ml
|
SM 63 63UFC /ml
10* 37 37.10°UFC/ml
10° 17 <30




Conclusion

Notre travail avait comme objectif principal I’étude bactériologique des repas servis
aux Fast-Food de la ville de Khenchela. En testant des aliments de différentes
compositions : Hamburger, Chawarma, Bourek, prélevés de trois sites différents ; le
premier site situé a la rue de Babar, le deuxiéme site existe au centre-ville et le troisieme

site situé a pres de la maison de culture.

La présence d’un ou plusieurs germes peuvent causer des intoxications alimentaires
des fois graves telles que la salmonellose, la shigellose, 1’intoxication alimentaire a
staphylocoque, le botulisme, la gastroentérite a Campylobacter jejuni, et/ou une
colibacillose. Dans ce contexte, différents milieux de culture sont utilisés pour dénombrer
et chercher la présence des différents germes. Dont les coliformes thermo-tolérants, les

germes aérobies mésophiles totaux, Staphylococcus aureus et la Salmonella pour évaluer la

qualité hygiénique des repas.

Les expériences de cette recherche montrent une variété de résultats ; les bactéries
mésophiles sont absentes dans le plat Hamburger et Bourek, mais ces bactéries présentes
dans le plat de Chawarma a un taux maximal de 127.10°UFC/ml, une flore mésophile
nombreuse indique que le processus d'altération microbienne est engagé. Ces germes sont
témoins de la rupture de la chaine du chaud, de la chaine du froid ou d'une durée de
conservation trop longue. Sur le plan sanitaire, il n'y a pas de relation directe entre la flore
mésophile totale importante et la présence de germes pathogeénes dans le produit, mais le
dénombrement de la flore totale reste une bonne méthode d'appréciation de la qualité

microbiologique générale des aliments.

Les coliformes totaux sont absentes dans Humberger, mais trés répondus dans le
Bourek et Chawarm.Leur présence avec une charge élevée de 29.10'UFC/ml dans le plat
Chawarma. Cette population microbienne est assimilable en pratique a Escherichia coli., la
présence de ces germes signe une contamination d'origine fécale. Leur dénombrement
permet de suivre l'hygieéne des manipulations du personnel de fabrication ainsi que

l'efficacité de la technologie employée pour réduire la contamination initiale.

Les Staphylocoques sont toujours présents dans les repas, car I’homme héberge les
germes sur la peau, les cheveux, la bouche et les narines; la principale source de
contamination par les manipulateurs se fait par grattage de la peau, I’éternuement, la
chevelure mal retenue, les mains, les bracelets, les montres, etc., la matiére premiere ou les

repas peuvent étre des sources de contamination, surtout lors de la distribution.
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Conclusion

La recherche de Salmonelle indique 1’absence de germe dans les repas et aucune
salmonelle n’a pu étre mise en évidence. Ceci est peut-€tre lié a nos méthodes de recherche
simplifiées. En effet, la recherche des salmonelles par la méthode classique peut étre
négative, alors méme que I’échantillon en renferme 10° a 10® germes/g. Ils I’expliquent par
la présence éventuelle de germes compétiteurs (coliformes, Proteus) et a un moindre degré
par le milieu d’isolement, si bien que la fréquence é€levée des coliformes fécaux entraine

une forte suspicion de la présence de salmonelles.

En fin, le plat le plus contaminé c’est le platChawarma, I’endroit le plus contaminé
c’est le site 1 parce que la charge des coliformes qui sont dangereux est tres élevés

29.10"UFC/ml tandis que la charge des FTAM est élevés dans le site 2 2 127.10*UFC/ml.

Ces résultats peuvent étre enrichis avec d’autres études et comme perspectives des
recherches d’autres germes tels que les champignons, les levures, les parasites, les virus
peuvent étre recherchés. Aussi I’utilisation des techniques d’identification de biologie
moléculaire pour déterminer les facteurs de pathogénicité et de virulence des bactéries

pathogenes présentes dans les repas.

Les différentes recommandations vont viser a restructurer tout le systéme qui est
"l'entreprise fast-food". En effet, les fast-foods sont aussi des entreprises du méme titre que
les usines de poissons, les fabriques de conserves ou de boissons régies par des reéglements

particuliers. Ce secteur, loin de l'informel peut étre facilement contrdlé.

Les améliorations doivent porter sur la conception et la construction deslocaux ainsi

que sur toute la chaine de traitement des denrées.

La construction des locaux doit se faire suivant les mémes regles que les autres

industries agro-alimentaires pour un respect des principes d'’hygiéne:

* Equipements et matériel doivent étre en bon état, faciles a démonter et entretenus
quotidiennement.

* Adération: doit étre suffisante pour éviter la concentration des micro-organismes.

* Hottes d'aspiration : sont a prévoir dans les cuisines pour éviter le dépdt des
vapeurs sur le sol, les murs et le plafond.

e Source d'eau potable: doit €tre en qualité et quantité suffisante pour le bon
fonctionnement de 1'établissement.

* Une bonne condition de transport des 1égumes, évite la prolifération des micro-
organismes et les contaminations croisées.
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Conclusion

* La température de stockage et la durée sont deux paramétres importants a respecter,
la conservation par le froid présente des avantages économiques et sanitaires.

* Un plan de nettoyage-désinfection des locaux et du matériel doit étre établir la
responsabilité de la propreté de chaque appareil ou équipement et de chaque local est
affecté a un membre du personnel.

* Deux ou trois nettoyages généraux (lavage, désinfection) doivent étre programmés
au cours de I'année et confiés a une société spécialisée sous-traitante.

e Un examen médical d'embauche s'avere indispensable. En plus, des suivis

périodiques doivent étre effectués pour détecter les porteurs sains.
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Résumé

Les toxi-infections alimentaires collectives (TIAC), généralement définies comme
«I’apparition d'au moins deux cas similaires d'une symptomatologie, en général gastro
intestinale, dont on peut rapporter la cause a une méme origine alimentaire » sont la
conséquence de la consommation d’une denrée alimentaire contaminée, le plus souvent,

par un agent pathogene biologique : bactérie, virus voire parasite.

Dans nos sociétés modernes, 1’idée que 1’alimentation puisse €tre vectrice de maladies

est devenue inacceptable. Les TIAC constituent donc un réel enjeu de santé publique.

L’objectif du travail est de mettre en évidence 1’origine des TIAC dans les fast-foods
de la ville de Khenchela par la collection des échantillons et leur analyse au niveau de

laboratoire.

Les résultats obtenus ont montré que le plat le plus contaminé c’est le plat de
Chawarma, 1’endroit le plus contaminé c’est le site 1 parce que la charge des coliformes
qui sont dangereux est trés élevés 29.10"UFC/ml tandis que la charge des FTAM est élevé
dans le site 2 & 127.10°UFC/ml.

« Ca reste toujours efficace de prévenir ¢’est mieux que guérir »

Mots-clés : TAIC. Les bactéries pathogenes, Sécurité alimentaire, fast-food, hygicne,

Contamination.



Abstract

Collective food poisoning (TTAC), generally defined as "The appearance of at least
two similar cases of symptomatology, usually gastrointestinal which can be related to the
same food origin "are theconsequence of the consumption of a contaminated food, most often
by a biological pathogen: bacterium, virus or parasite. In modern societies, the idea that food
can be a vector of diseasehas becomes unacceptable. TIAC is therefore a real public health
issue.

The aim of the work is to highlight the origin of TIAC in fast foods of Khenchela by
collecting samples and analyzing them at the level of laboratory.

The results obtained showed that the most contaminated dish is the dish of
Chawarma, the most contaminated place is site 1 because the coliform load which are
dangerous is very high 29.10'CFU/ ml while the FTAM load is highin the site 2 to
127.10°CFU / ml.

"It's still effective to prevent it's better than cure"

Keywords: TAIC. Pathogenic bacteria, food safety, fast food, hygiene,Contamination.
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Annexes

Annexe 1: Coloration de Gram

Un frottis fixé a la chaleur est coloré pendant une minute au violet de cristal; il est
ensuite rincérapidement a I’eau distillée, traité pendant une minute par une solution de Lugol,
et de nouveaurincé rapidement a 1’eau distillée. On soumet alors le frottis coloré a une étape
de décoloration enle traitant avec I’éthanol 95%. Il s’agit de 1’étape critique: la lame est
maintenue inclinée et enfait couler le solvant sur le frottis pendant 15 a 30 secondes seulement
jusqu’a ce que le colorantcesse de s’échapper librement du frottis. Celui-ci est alors

immédiatement rincé a 1’eau distillée.

A ce stade les cellules Gram- seront incolores, les cellules Gram+ violettes. On soumet
ensuite lefrottis a une contre coloration de 10 a 30 secondes a la fushine(ou safranine) pour
colorer lescellules Gram- présentes. Aprés un bref ringcage a I’eau distillée, on séche le frottis
au buvard ouau-dessus de la flamme d’un bec Bunsen et on I’examine a 1’objectif (X 100) a

immersion.

Avec cette coloration double, les bactéries « Gram-positif » apparaissent en violet
foncé tandisque les bactéries « Gram-négatif » sont colorées en rose ou en rouge (Delarras,

2007).

Gram + Gram -

© Fixation @
Violtt de _
@ Seofian

Mordancage
@ au lugol —

Recoloration
© 3 la fuchsine ou (D)

a la safranine

Figure : le principe de coloration de Gram ,les colorants utilises , les lames obtenues.
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Annexe 2 : La Composition des milieux de culture

Gélose Chapman
Le milieu de Chapman est utilis€ pour I’isolement des Staphylocoques pathogénes qui
donnent des colonies jaunes par fermentation du mannitol et virage du rouge de phénol. Sa
forte teneur en chlorure de sodium inhibe la croissance de la plupart des autres especes.

Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée ou déminéralisée. pH final a 25°C : 7,4 £ 0,2

-Peptones ..., 10,00 g
-Extrait de viande de boeuf.......................... 1,00 g
-D-mannitol ..., 10,00 g
-Chlorure de sodium..............coovviiiiiinnnnnn. 75,00 g
-Rouge de phénol .........cccoeevvviivienice e 0,025 ¢g
FAGAT. 15,00 g

Gélose Salmonella-Shigella (S.S.)
La gélose Salmonella-Shigella (S.S.) est utilisée pour 1’isolement sélectif des Salmonella et
des Shigella dans les prélévements cliniques (selles) et les denrées alimentaires.

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée ou déminéralisée.

Protéose peptone........ccceccvveeeeniieeennnne 5,00
Citrate ferrique ammoniacal................. 1,00
Extrait de viande de boeuf................... 5,00
Thiosulfate de sodium.......................... 8,50
LacCtOSe...uvvveveeeeeeeveeeeeeeeeeeeeeveveveaaans 10,00
Rouge neutre........cccceeeevvciieeiiniieeenne 0,025
Sels biliaires N°® 3.......coooviiiiiviieiieiinns 8,50
Vert brillant.........cccceeeeeeeeeenninnnnnen.. 0,00033
Citrate de sodium............c...cceeeennnnne 8,50
ATttt 13,50

pH final 2 25°C : 7,0 £ 0,2
Le milieu en flacons ou boites se conserve a 1’obscurité entre 15 et 25°C jusqu'a la date

d’expiration indiquée sur I'emballage.
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Milieu VRBL
Milieu de culture déshydraté, utilisé pour la recherche et le dénombrement des coliformes.
Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée ou déminéralisée.

Gélose lactosée ay cristal violet. au rouge neytre et a la bile IV.R.B.L.)

PePIONE ..o 7,0
EXtrait de LeVUIe .......vviiii it 3,0
Chlorure de SOAIUML ......uuriiit i et 5,0

| I Tt (o 1 10,0
Citrate d'ammonium ferrique ..........ooevviiiiiiiii e, 0,3
SelS DIHAITES ..ttt 1,2
ROUZE NEULTE ...t e, 0,03
Cristal VIO, . ..vveeiii it e 0,002
N . | 12,0

pH final : 7,4Dissoudre de 40g dans un litre d’eau distillée.

Potato dextrose agar (PDA) media

Potato (peeled)........ccovieiiiiiiiii 200.0g
DeXIIOSE. . ettt e 20.0g
N . | P 15.0g
Eaudistillée ..o 1000ml

pH finale (25 °C) 5.6%2.5.Stérilisation a 121°C/15min.

Milieu Gélose nutritive

Extrait de viande ... 1,0 g/1
Extrait delevure ...........coooooiiiiiiiiiiiii e 25 g1
Peptone o 5,0 g/1
Chlorure de SOAIUIM «.ovvnnnee ettt 5,0 g/l
N 15,0 g/l
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Annexe 4 : Matériels de laboratoire

Un agitateur vortex | Bec bunsen. Un autoclave Un compteur des

colonies

Etuve électrique. Bain marie. Microscope Balance

optique.
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