)\

s Université Sidi Mohamed Ben Abdella )
ONSSA

) Faculté des sciences et Technique
FST FES

Département des Sciences de La Vie

J

Projet de Fin d’Etudes

Licence en Biotechnologie, Hygiene et sécuritles Aliments

Anayse Meroiofoou o Miments

Réalisé Pakwatif QAJIA

Soutenu le @2-2013

Pr.M.ATMANI Faculté des sciences eethniques Fés Président
Dr.C.BELBACHIR Laboratoire régionale d’analyse et de recherche Encadrant

De I'office Nahal de sécurité sanitaire des aliments

Année universitaire 2012-2013



-~ = g Université Sidi Mohamed Ben Abdella P
o \\o NSSA

Faculté des sciences et Technique
FST FES

Département des Sciences de La Vie

J
-OUJDA-
Pr.J.EIYAMANI Faculté des scienced &echniques Fés Examinateu
[
sommalire
AINTRODUCTION. ......voticeieee ettt amms s et etet e en st e et e es e s ernnas s s et nesenenseeees 1
-Chapitre | : Laboratoire Régional d’Analyse et derecherche D’Oujda....................... 3
I o 1151 (o o [T PR RRURPPPPPPUPPPPPPPIN 3
(T2 @ 10 - 1o |- 2 1] o = U 3
[. 3 les fonctions du [aboratoire ............ccceuiiiiiiiiiiiii e 4
I.4-Présentation de la section microbiologique ............oovvveveiviiiiiiiiiiee e, 5
-Chapitre 1l : Les groupes des produits alimentaires traités ..........cccccoeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiceens 7
I I 110X U TSP 7
2-ProduitS [AILIEIS ...ccceeeeieiiieeee e e 7
3-Viande et produits & base de viande ... 8
4 -Produit de CRArCULEIIE ...... .ot eeeaaeees 8
5-Produit de 1a PECNE ......coi i ettt e e aa e e e e e e e e 8
-Chapitre Ill: Microorganismes Recherchés dans Le\liments...........ccccceeeeeeiieieeeeennnn, 10
[l .1 .Flore Mésophile Aérobie Totale ............coooiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 10
1 2 o = o] o | o [ = USRS 10
[11.3. Coliformes Totaux et Coliformes FEAUX .............uuuvieeeiiiiiiiiiieiiiiiiiirceeee 11
[11.4. Anaérobies Sulfito REAUCTEUIS u.cevvviiiiiieeiiiii e 11
[1.5.StapNYIOCOCCUS QUIBUS ......uvtieeieeiiiieieeeeeeiit e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeenes 12
HI.6.SAIMONEIA ....oviiiiii e a e e e 12

Année universitaire 2012-2013



2

FST FES

g Université Sidi Mohamed Ben Abdella ) P
_\--\o NSSA
Faculté des sciences et Technique -

Département des Sciences de La Vie

J
[l .7.Listeria MONOCYLIOJENES ......uueeeeeeeeiiiieieeeeeetitieniase e e e e e e eeeeaasaeaaaeeaeeaeeeeeeesnnnnns 13
-ChapitreVl: MATERIEL ET METHODES ...t oottt 14
1-Etapes avant I'analySe ..........oueeeeeeeiiiiiiieiiiiiiis e s e e e e e e e e e neaee e e e e e e e e eeeeeananann 14
2- MATERIEL ...ttt sttt et st s e e s ne e s ae e s se e aseesneaaneasneeasnesnsesnsnanas 15
S-MENOUE ULIHTISEE......c.eeeieiieiee ettt e et s s et b e s b e e anesbe s e st anenbanes 16
- Procédure de préparation du milieu de culture...............oocviieiiiiiiiiieeeeeneee, 17
- Recherche de la Flore Mésophile AérabiTotale ...............oevvviviiiiiiiiiiieeeeeeeen, 20
-Recherche des coliformes totaux et desliformes fécaux...........cccccovvivrreers o 21
-Recherche des anaérobies SUlfitoréductBU..............coccvveiiiiiiiciiiii e 22
- Recherche de StaphylOCOCCUS QUIEUS...........ccoiviiiiiiie e 23
-Recherche de@monella...........coooiiiiiiiiiii e 24
-Recherche de LisSteri@nonOCylOgENES .........ccccviiiiiveiiieireet o e e e e e e e e e e e aaeeeens 27
-Chapitre V : L'interprétation des réSURatS...........uuvvvvuiiiiiiiiiiee e 29
- Conclusion et reComMmMAaNTALIONS.........coii it e e e e 32

Année universitaire 2012-2013



AR

FST FES

g Université Sidi Mohamed Ben Abdella R 7
\\o NSSA
Faculté des sciences et Technique

Département des Sciences de La Vie

J

INTRODUCTION

Les microorganismes présents dans les denrées nddiimes peuvent provoquer des
modifications organoleptiques, altérer les qualitéchandes des produits ou constituer un

danger pour la santé publique.

L’examen microbiologique est un outil incontourteald’évaluation du niveau de la
contamination des denrées alimentaires. |l estargement utilisé, dans le cadre du contréle
officiel et des autocontréles mis en ceuvre paiindsstriels, pour garantir la salubrité des

denrées qu’ils commercialisent.

La mise en place progressive des principes desutasce sécurité dans I'ensemble de
industrie agroalimentaire et I'évolution récentdu cadre réglementaire conduisent,
cependant, a s’interroger sur l'intérét réel dean@ans microbiologiques des aliments. |l
s’avere nécessaire de prendre en compte les pEmdes techniques de tels examens et les
limites de leur emploi, pour optimiser leur utilise dans ce contexte et parvenir a garantir la

protection de la santé du consommateur.

La sécurité alimentaire, dont la qualité microbgtjue des aliments en est une composante
essentielle, représente un enjeu considérable.léSplan du commerce international, la
sécurité alimentaire a un role évident a jouer,sden prévention des maladies d’origine

alimentaire et par voie de conséquence, elle jeta la maitrise des dépenses de santé.

La maitrise des risques microbiologiques reposdestespect des regles d’hygiene, tout au
long des filieres de production, de transformatibrde distribution et sur la validation des
pratiques industrielles, par I'analyse du produit.flLa sécurité alimentaire n’étant pas
négociable et I'exigence d’'innocuité microbiologegtoujours plus forte, la parfaite maitrise
de la contamination est indispensable. Elle remageune bonne connaissance du monde
microbien et fait appel au génie des procédés poendre en compte et maitriser les
phénomeénes microbiens de fagon trés rigoureuselh@ue étape de la production, ceci, de

la matiere premiere a la distribution.

Année universitaire 2012-2013



AR

FST FES

g Université Sidi Mohamed Ben Abdella h K
\\o NSSA
Faculté des sciences et Technique
Département des Sciences de La Vie )

En effet, par rapport aux autres agents de conttion chimique ou particulaire, les

microorganismes ont propriété importante et remetp) car ils sont capables de se

reproduire, surtout, lorsque les conditions sonbifables a cette reproduction, ce qui est

souvent le cas pour les microorganismes des pgodattrels et alimentaires.

Ainsi,

pour de telles raisons, les microbiologgst s'intéressent aux aliments, et

principalement pour quatre d’entre elles :

Pour des raisons économiques, puisque pendantaletcation ou leur stockage, les
aliments sont altérés par I'oxydation, I'action dgsymes qui y sont présents et par
des microorganismes (bactéries, virus, parasitesnpignons, invertébrés...) qui s'y
multiplient et les rendent impropres a la consonwnat En effet I'altération
microbienne est la plus fréquente, car tous lewalis sont des substrats éventuels
pour les microbes. Il est donc nécessaire de suamgualité microbiologique des
aliments pour éviter des pertes de production, pemiindustriels, ou une mauvaise
publicité, lors d'intoxications alimentaires.

Pour des raisons de santé publique, puisque le®Rris peuvent devenir toxiques,
sous l'action de certains microorganismes, ce qua @onc des conséquences sur la
santé des consommateurs. En effet la qualité madagque des aliments est donc
surveillée par des organismes compétents, afiritdtédes intoxications alimentaires.
Pour respecter la |égislation, car diverses lopsasent des contréles réglementeés.
Pour le suivi ou la sélection de « microbes utdesglans le cas de processus
industriels, pour leur utilisation dans la prodantid’aliments (yoghourt, fromage,

pain,...... ).
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Chapitre | : Laboratoire Régional d’Analyse et derecherche vétérinaire D’Oujda

I. 1 Historique
Crée en 1982, le laboratoire Laboratoire Régidifahalyse et de recherche vétérinaire

(LRARVO) est un service public rattaché a la dimt de I'élevage du ministére de
lagriculture et du développement rural. Il est rgféa d’effectuer dans des conditions de
gualité, de confidentialité et d'indépendance regsi les prestations demandées par les

services publics et les particuliers.

Le laboratoire régional d’analyses et de recherohitérinaires est implanté a Oujda, la

capitale économique de I'oriental.

La zone de son action s’étend sur I'ensemble elegdires de la wilaya d’Oujda (province
Oujda-Angad, Berkane, Taourirt et Jérada) et desipces de Nador, Al-Hoceima, Taza

et Figuig.

[. 2 Organigramme :

l‘ Directeur régional de 'ONSS2

[

~
ll Directetir di1 laharataire

[ Responsable qual ]

4l Responsable métrologi§
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[[ Santé animale et Epidémiologi D ﬂ Hygiene Alimentaire D
I I I I I
Section Section Section Section Section Administration
immun- Diagnostic Biologie Microbiologi o
- moléculaire e Chimie :
Sero Alimentaire Secrétariat
_ — Comptabilité
Unité Unité . Unllte . Chlmle .
immuno- hactérinlnsie I\/II(?I’ObIOIC?gIe Toxicologie
. Alimentaire Réception

Unité

épidémiolog

le LRARVO sont établies.

* Le Directeur;
* Le chef de la section de microbiologie alimentaire
* Le chef de la section de chimie ;
* Le chef de la section sérologie épidémiologie ;
* Le chef de la section de diagnostic ;
* Le responsable qualité ;
* La commission qualité.
|.4 Domaine d’activité :

Le domaine d’activité du laboratoire s’étend sundsecteurs :

» La santé animale :
» Les professionnels de I'élevage font appel au koine en matiere de
diagnostic des entités pathologiques ;
* |l collabore avec d'autres structures dans le cadr@rogramme d’épidémio-
surveillance des maladies Iégalement contagieuses ;
» |l est chargé aussi de mener des études des prebléds aux pathologies des
élevages.

» L’hygiene alimentaire :
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Le secteur d’Hygiene Alimentaire a été crée au dailRARVO pour répondre aux besoins
de la région du Maroc Oriental en matiere d’étudesle contréle sanitaires des denrées
alimentaires. Le contrble microbiologiques des desr alimentaires vise des objectifs

principaux sont les suivants :

e L’assurance de la qualité hygiénique du produit,fafin que ne présente pas de
risque pour la santé du consommateur ;

e L’assurance de la qualité commerciale (ou marchamaer éviter le risque
d’altération.

» Participation aux plans de surveillance mis englzar la direction de I'élevage.

I. 5 Origine de prélevement :
Les différents produits analysés parviennent démdifits services a savoir :

* Le service vétérinaire ;

» L’Office Régional de la Mise en Valeur Agricole Mwoulouya (ORMVAM) ;
* Le service de la Répression des Fraudes ;

* Les abattoirs ;

* Les particuliers ;

* Les contrbles inter-laboratoire.

Services

Particulizres
18%

vétérinaires
d’Oujda 41%

Année Universatens = cure-ul3
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Figure 1 : représentation graphique de I'origine de prélévement (1)
lI-Présentation de la section microbiologique :

La section de microbiologie alimentaire ou j'aiexffué mon stage, a été crée en 1986 au sein
du Laboratoire d'Analyses et de Recherches Véiémd'Oujda pour répondre aux besoins
de la région du Maroc Oriental en matiére d'étultesecherches et de contrdle sanitaires des

denrées animales ou d’origine animale.
1.1 Locaux

@ Unité de préparation des milieux de culture :

» Salle de préparation et de stérilisation des miligel cultures : S25
@ Unité d’analyses microbiologiques :

» Salle de préparation des échantillons pour I'esSa4

* Salle de suivi et d’identification et de lecturesdésultats : S23

[1.2 Mission de la section de Microbiologie Alimeraire :

Les attributions de la section sdatcontréle et I'assurance de la qualité@es produits alimentaires

destinés a la consommation locale ainsi que cesitinds a I'exportation.
Les groupes de produits alimentaires traités ageni\de la section sont :
[0 Lait et produits laitiers ;
71 Produits de péche ;
71 Viandes et produits a base de viande ;
[0 Produits de charcuterie ;

[l Eaux.

[1.3 Nature des essais effectués par la section mabiologique alimentaire :

Le dénombrement des indicateurs de contamination :

Année universitaire 2012-2013
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Numération des bactéries Aérobies Mésophiles.
Coliformes Totaux, Coliforme Fécaux.
Staphylocoque pathogenes.

Levures moisissures ...

La recherche des germes pathogénes :

Salmonelles.
Listéria monocytogenese.

Chapitre Il : Les groupes des produits alimentairgsités

|-Lait crus :

Le lait est un systeme colloidal constitué d'unkitem aqueuse de lactose, des matieres

salines et des plusieurs autres éléments a |i8&dwks, dans laquelle se trouvent des protéines

a I'état de suspension et des matieres grass&stadiémulsion. L'extrait sec total du lait est

en moyenne de 13,1% et l'extrait sec dégraissés (saatiere grasse) est de 9,2%.La

composition générale du lait de vache est présentéEableau 1, dont les données sont des

approximations quantitatives, qui varient en fometd'une multiplicité des facteurs : races

animales, alimentation et état de santé de l'anip&iode de lactation, ainsi qu’au cours de

la traite. Il reste que la composition exacte ddghantillon de lait ne peut s'obtenir que par

analyseg(2)

Tableau 1: composition général du lait crus ( vacti)

Constituant composition moyenne

Année universitaire 2012-2013
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Eau 86.9/%
Matieres grasse 3.9%
Protéines et composés azotés non protéiques 3. 2%
Glucides 5.1%
Matiéres salines 0.9%

Constituants mineurs :
Enzymes, vitamines, pigméngsotenes, xantophylles, riboflavine) cellules

, diverses (cellules épithéliales, leucocytes, évées, leucocytes, bactéries, levures,
moisissures) Eléments divers (bioxyde de carbaxggéne ; azote et autres gaz)

matieres étrangers

[1-Produits laitiers :

1- Lait de consommation :

Les laits de consommation se caractérisent notanpae le traitement thermique qui leur est
Appliqué pour leur conservation, et le taux de ratgrasse.

Ne sont autorisés que la modification de la tematurelle en matiére grasse du lait par prélevémen
ou adjonction de creme ou par addition de laiteentiemi-écrémé ou écrémé, afin de respecter les
teneurs en matiere grasse prescrites pour ledaibdsommation, I'enrichissement du lait en pregin
issues du lait, en sels minéraux ou en vitaminda eduction de la teneur du lait en lactose par s
conversion en glucose et galact(3g.

« Lait entier :

Le lait entier est un lait traité thermiquemean,ce qui concerne sa teneur en matiére grasse,
répond a l'une des formules suivantes :

1 Lait entier normalisé : un lait dont la teneur en matiére grasse s'éB&50 %
m/m(voir annexe) au minimum. Toutefois, les Etatsmbres peuvent prévoir une catégorie
supplémentaire de lait entier dont la teneur enéreagrasse est supérieure ou égale a 4,00 %
(m/m).

] Lait entier non normalisé : un lait dont la teneur en matiere grasse n'aapgamodifiee

depuis le stade de la traite, ni par adjonctiop@evement de matiéres grasses du lait, ni par

Année universitaire 2012-2013
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mélange avec diait dont la teneur naturelle en matiére grasse anédifiée. Toutefois, la teneur en

matiere grasse ne peut étre inférieure a 3,50 ¥h).H)

* Le lait demi-écrémé :

Est un lait traité thermiquement dont la termumatiére grasse a été ramenée a un taux quiesé&le
1,50 % (m/m) au minimum et a 1,80 % (Mm/m) au maxind)

« Le lait écrémé :

Est un lait traité thermiquement dont la teneumatiere grasse ne peut excéder 0,504% .

* Le lait pasteurisé :

La dénomination « lait pasteurisé » est réservdaitiu

a) obtenu par un traitement mettant en ceuvre emeédrature élevée pendant un court laps
de temps (au moins 72°C pendant quinze secondesutaicombinaison équivalente) ou par
un procedeé de pasteurisation utilisant des condmnai différentes de temps et de température
pour obtenir un effet équivalent ;

b) immédiatement refroidi apres pasteurisationr @ire ramené, dans les meilleurs délais, a
une température ne dépassant pas 6°C;

C) présentant une réaction négative au test platesgd

* Le lait stérilisé UHT

Le lait UHT peut étre entier, demi-écrémé ou #&r€0n le trouve dans le commerce sous le nom

« lait stérilisé UHT ». Il se conserve a tempémtmbiante, tant que I'emballage n'a pas été o{dert

2-Crémes laitieres

3-Yaourts (ou yoghourts) :

Produit vivant, 100 g de yaourt (ou yoghourtduracontiennent en moyenne 6 g de glucides, 4 g de
protides, et de 0 a 3,5 g de lipides, selon leuldisé. On y trouve encore du calcium, des sels
minéraux (phosphore, potassium) et des vitaminedyies par les bactéries : B1, B2, et PP.

- Yaourt (ou yoghourt) « ferme »
- Yaourt (ou yoghourts) « brassé »
- Yaourt (ou yoghourt) « & boire »

Année universitaire 2012-2013
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4- Fromages :
Fromages blancs (dont frais)

Fromages a pate molle
Fromages a pate pressée ; Fromages fon(Mis...

lI-Viande et produits a base de viande :
* Viande haché :

Les viandes hachées sont des viandes qui onteaténsent soumises a une opération de
hachage en fragments ou a un passage dans un rhach@ sans fin, auxquelles a été
éventuellement ajouté un maximum de sel. Touttaj@mau est interdit.

Seules peuvent étre utilisées pour la fabricatienvidndes hachées les viandes provenant
d’animaux de boucherie d’'une seule des espéceargas/: bovine , ovine et caprir(g)

I11-Produit de charcuterie :

La charcuterie désigne I'ensemble des préparaionsntairegrincipalement a base
deviande, crues ou cuites, et ayant souventsdecomme agent de conservation La
charcuterie utilise I'ensemble des partiepdic. Elle emploie également d'autres viandes, Le

nombre de spécialités est tres élevé, les plus riapes sont legambons lespatés

lessaucissegtsaucissong6)

VI-Produit de la péche

Crevette

- Poulpe

- Poissons frais ou congelés

- Poissons tranchés

- Semi conserves do poissons

Chapitre IlI: Microorganismes Recherchés dans

Les Aliments

Trois types des microorganismes sont conventioemelht recherchés, lors de l'analyse

microbiologique des denrées alimentaires. |l s'afps microorganismes responsables de

Année universitaire 2012-2013



— : e I
e = Université Sidi Mohamed Ben Abdella

\\o NSSA
Faculté des sciences et Technique

FST FES ) _ .
Département des Sciences de La Vie

J

l'altération, des microorganismes indicateurs de dantamination fécale et des

microorganismes pathogenes responsables toxi-iofscalimentaire$7)

Parmi les microorganismes responsables de l'dtbérales aliments, se trouvent la flore
Mésophile Aérobie Totale(FMAT) et la Flore Fongiqeenstituée par les Levures et

Moisissures.

Les microorganismes dits indicateurs de contanundécale sont les Coliformes Totaux et
les Coliformes Fécaux. Les microorganismes pathegy@esponsables de toxi-infections
alimentaires sont les Anaérobies SulfitoRéducte(#sSR), Staphylococcus aureus,
Salmonella sp, Listeria monocytogenes, campylobactdi, Vibrio cholerae et Vibrio

parahaemolyticus

lIl .1 .Flore Mésophile Aérobie Totale

La Flore Mésophile Aérobie Totale (FMAT) est unicateur sanitaire qui permet d’évaluer
le nombre d’Unité Formant Colonie (UFC) présentsdam produit ou sur une surface.
L'unité de dénombrement est I'Unité Formant Colordar une colonie observable, sur la
surface du milieu gélosé est le résultat d’'un ngoganisme vivant isolé a partir d’'une spore

ou encore d’une association de microorganismes.

Théoriquement, il s’agit alors de rechercher daeflthermophile dont la température optimale
de croissance se situe a +45°C, la flore mésoplbit la température optimale de croissance
se situe entre +20°C et +40°C et la flore psychieptiont la température optimale de

croissance se situe a +20°C. Leur isolement sarfasur un milieu gélosé dit ordinaire ou

nutritif, la plupart des microorganismes se dévedsauf les microorganismes exigeants et
les microorganismes anaérobies stricts. |l est qoatérable de parler de Flore Mésophile
Aérobie a + 30°C, plutét que de « Flore Total@)».

[11.2 .Flore Fongique

Les levures sont des organismes unicellulaires sgii divisent par fission et par

bourgeonnement.
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Etant donné leur grande capacité d’adaptation abnemx substrats, les levures sont tres
largement répandues dans I'environnement et seuratnt de fagcon normale dans le lait .Ce
sont des champignons, chez les lesquels la forrelltaire est prédominante. Elles sont
classées par genre et par espéce et sont regroapéem de famille, selon leur morphologie
et leur mode de reproduction. Parmi elles se tnotjveotammentGeotrichum Candidunet

Saccharomyces cerevisiae.

Les moisissures sont des organismes pluriceledaqui se propagent leurs spores. Tout
comme les levures, les moisissures peuvent étréculébs par I'environnement et se
retrouver dans le lait et dans le fromage. Ce destmicroorganismes filamenteux qui sont
disséminés par I'émission de la spore. Les conagoiis de moisissures ambiantes ne causent
pas d'effets sur la santé de la majorité des peesnCependant, dans des situations ou ces
concentrations sont anormalement élevées ou dataslde certaines personnes souffrant de
problemes respiratoires ou ayant un systéme imiiwmitdéficient, I'exposition aux
moisissures peut favoriser I'apparition de sympt®nte maladies. Les effets ressentis
dépendent des espéces présentes, leurs produétbatigties, de la concentration et de durée
de I'exposition ainsi que de la susceptibilité induelle.

Les principaux effets sur la santé associés a ypesgion aux moisissures sont les réactions
d’hypersensibilité, les infections et lirritatioMais il s’agit de transmission par aérosols et

non de d’infection par contamination alimentairg (9

[11.3. Coliformes Totaux et Coliformes Fécaux

Les coliformes fermentent le lactose a +30 °C, gueduction de gaz. La fermentation du
lactose avec production de gaz est recherchéeuwtanslieu nutritif spécifique additionné de
sels biliaires et de vert brillant. Parmi les amifhes totaux, les coliformes thermo tolérants ou

fécaux fermentent le lactose, a la températureddéG-

Les coliformes sont recherchés dans les alimeats;e sont de bons marqueurs de I'hygiene
de leurs manipulations d’origine fécale, ils sattauvés dans les eaux usées et le sol. Etant
des bactéries vivant dans les intestins d’animaude’Homme leur présence indique alors

une pollution fécale, dans milieu hydrique. Airsiconnurent comme étant des organismes
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indicateurs de la qualité de I'eau. Cependannaélprovoquent pas d’intoxication alimentaire
a I'exceptiond’Escherichia coliO157 :H7 qui est un sérotype particulier respolesale
plusieurs pathologies, dont la colite hémorragigeesyndrome hémolytique et urémique
(SHU), et le purpura thrombotique thrombocytopéa{@iT). Cette bactérie potentiellement
mortelle se trouve généralement a lintérieur detestins des bovins. Elle est ainsi
responsable de beaucoup d'intoxications alimertag@usés par la viande hachée dites

« maladie du hamburger ».(10)

[11.4. Anaérobies Sulfito Réducteurs

Les anaérobies sulfitoréducteurs sont des micemisgnes qui se multiplient en absence
d’air au cceur des produits, leur résistance a isson étant alors remarquab@ostridium

perfringensest 'exemple typique de microorganismes anaésatuéitoréducteurs.

Elles deviennent pathogenes quand elles pénéeteiteatellement dans I'organisme par voie
cutanée ou intestinale et y produisent leur toxdue va ensuite altérer les fonctions de
défense de ‘organism&lostridium perfringensest une bactérie trés ubiquitaire largement
répandue dans tout I'environnement (sol, sédimeraslavres, poussiéeres, etc.). Elle est
responsable d’intoxication alimentaire qui survieamiiquement, apres la consommation
d’aliment fortement contaminés par une souche ett€inogene. Une partie des bactéries
ingérées est tuée au niveau de I'estomac (ph tide,amilieu riche en protéases, inhibition
par la flore digestive résidente. Mais I'ingestidiun nombre important d€lostridium
perfringensentraine sa multiplication dans le contenu de dstin gréle 19 10 UFC .gY).
Ensuite leur sporulation synthétise I'entérotoxigai libérée apres lyse de la paroi
bactérienne, interagit avec les entérocytes proaatgune fuite d’eau et d’électrolytes. De ce
fait Clostridium perfringen®st retrouvé en nombre supérieur 8JFC.g* dans les selles des
malades.(11)

I11.4.1. Sources de contamination

Dans les aliments, l'intoxication alimentaire estngralement lié avec des arrangements
impliquant de grandes quantités de nourriture,i@di®rement de plats de viande et de

volaille, généralement préparés a I'avance etdaigsfroidir lentement, ou insuffisamment
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réfrigérés. Les viandes produites laminés, les iNedafarcies et les tartes offrent des
conditions de croissance favorables au transfela dentamination. La cuisson des potages,
des ragouts et des sauces créent des conditio@éshies idéales, pendant le refroidissement,

pour la germination des spores.

La maladie est le plus souvent due a lingestionpdeduits carnés, particulierement les
viandes réchauffées qui ont été cuits préalablermennhasse dans les lieux de restauration
rapide.(12)

[11.5.Staphylococcus aureus

Staphylococcus aurewest comme tous les staphylocoques, une bactérgefeonecocci a
Gram+, de 1um, apparaissant en amas a I'examensoapique. Il est immobile non sporulé

et ne présente pas de capsule visible au microsijpie.

Les enzymes nécessaires aux fonctions métabolidaestes ci-dessusStaphylococcus
aureusa la capacité de synthétiser plusieurs enzymesstellie la catalase qui existe chez
tous les Micrococacceae, la coagulase, la désoxyribonucléase, la phosphatkse

hyaluronidase, la fibrinolysine, la lipase et latgolysine.
La présence d’'une coagulase identifie en pratigueante I'espec8taphylococcus aureus

Le pouvoir pathogene tient également a la prodoct’'un grand nombre de substances

diffusibles, I'hémolysiner ou, staphylolysine est cytotoxique et cytolytique.(13)

Il .6.Salmonella

Lessalmonelles(Salmonellg forment ungenredeprotéobactérieappartenant a

I'ordredesentérobactériesElles mesurent 0,7 a 1yn de diamétre, pour 2 an de longueur avec

uneflagelle.

Elles provoquent des maladies telles quielae typhoide lafievre paratyphoidet latoxi-

infection alimentaire

Ce sont des entérobactériexillesa Gram négatifs mobiles pour la plupartciliature

péritrichgmais certaines sont immobilegro-anaérobies facultatifsxydase, nitrate
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réductase +, fermentative du glucose, lactoseS,H(ou -)uréase, lysine décarboxylase +,

utilisant la voie des acides mixtes, indole-, nsggalant pas la béta-galactosidase, a forte

contagiosite, responsables  giestro-entéritegoxi-infectionsalimentaires et  des

fievrestyphoideetparatyphoid€S. typhietS. paratyphi.

On connait aujourd’hui plus de 2.088pécesle salmonelles, mais une minorité est
responsable de la majorité des maladies humaines samonelles. Les
sérotyped yphimuriumet Enteritidissont impliquées dans les gas&atérites alors que les
sérotypedyphiet Paratyphisont impliquées dans les fiévres.

Les premieres sont confinées au systeme digestifs que les secondes sont capables de
traverser la barriere intestinale pour  coloniser s le tissug/mphoides
Lesendotoxinesynthétisées par les salmonelles sont responsddlesirpathogénicité16)
[11.7.Source de contamination

Aliments. Dans plus de 90 % des cas, c’est la consommdtionaliment contaminé par des
excréments animaux qui est en cause. Les alimentaminés paBalmonellane présentent
pas nécessairement d'altération visible ni d'odsuspecte. Il s'agit principalement
desceufs(et les produits qui en contiennent), de viendeet de
la volaille consommeésrus ou insuffisamment cuits.
Cependant, tout aliment - y compris les fruitsest [égumes - est susceptible de véhiculer la
salmonelle, notamment s'il est lavé avec de 'eantaminée ou s'il entre en contact avec une
viande crue contaminée.
Méme si une viande a été congelée adéquatemienpeeit présenter des risques. En fait, des
gue la chaine de froid est brisée, il y a des asqile contamination. C'est d'ailleurs pourquoi
I'été est plus propice a la contamination par la Imsaelle.
Seule lacuissonpeut avoir raison de la bactérie. Ungyiéneimpeccable lors de la
préparation des repas est donc essentielle popréseunir contre la contamination (voir la

section Prévention).

Animaux domestiquesla salmonelle est naturellement présente dangesim des
animaux. Beaucoup de cas de salmonellose chenfi@ste ont été associés a deseauxou

desreptiles (surtout les tortues et les iguanes mais aussdéksds et les serpents) qui leur
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servaient d’animaux de compagnie. La contamingteurt s'effectuer simplement en touchant
lanimal (la peau des reptiles est souvent contéejirou ses excréments mais ce n'est pas

toujours le cas. Le seul fait de toucher un ohjé¢téeen contact avec I'animal peut suffire.

Transmission d’'une personne a l'autre Le risque est plus élevé lorsque la personne
infectée prépare un repas pour d’'autres persomresgacon générale, la salmonelle peut se
retrouver un peu partout dans une maison étantélqultil s'agit d'une bactérie résistante qui

peut survivre pendant un certain temps a lI'extéd&uwn hoéte vivan{14)
[Il .7.Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenesst une bactérie de type Gram positif, mobileuéhg produit pas de
spores. Cellule de 1 anicrométresur 0,5 micromeétre, elle se présente sous forme de

chaines courtes ou de petits amas.

Songénomeest composé d'uthromosomael'environ 3 millions de paires de bases, codanir po

3.000protéines

Cette bactérie est capable de se multiplier eht et 45°C, en présence ou en absence
d'oxygene (anaérobie facultative). Relativemenistaste au sel et au dessechement, elle est

aisément détruite par la chaleur.

e Source de contamination

Il existe plusieurs sources possibles de trsssaom de la maladie. Chez 'homme la
transmission de la mere au feetus par la voie h@yaawpeut se faire par voie digestive ou
par voie respiratoire, une transmission indireaefat par l'intermédiaire d’'un vecteur
inanimé comme les produits d’origine animale.(15)
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ChapitreVI: MATERIEL ET METHODES

I-Etapes avant 'analyse :

» Réception :
Si le produit soumis a analyse parvenant au labloean’est pas approprié a I'analyse
demandée ou ne satisfait pas aux exigences dergatise et d'acheminement, le laboratoire
doit soit refuser de réaliser les analyses, saitréaliser sous le régime de dérogation et
émettre des réserves sur la signification destadsul

» Enregistrement

Les commémoratifs concernant le produit soumisadlyae doivent étre consignés
Sur le rapport manuel ou informatique ou sont @més les commémoratif il est recommandé
d’y faire figurer les informations suivantes : dde& prélevement, date de réception, référence
du demandeur, nom de la personne I'ayant récegjddentification du prélevement, espéece
animale d’origine, nature et état du préléevemeamérature a respecter et lien de stockage,
recherche a réaliser.

» Stockage/Conservation :

Le produit soumis a analyse doit étre maintenu ddes conditions évitant toute
contamination et altération.
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[I-Matérid :

Les analyses en microbiologie alimentaires néaagsitn matériel adapté qui permet de :

YV V. V V

Faciliter le travail au manipulateur

Protéger le personnel des germes pathogenes

Assurer une asepsie totale au cours des différemegoulations
Assurer des résultats fiables et précis

Ainsi, la liste suivante n’est pas exhaustive. phet étre revue en fonction des

rénovations technologiques dans le domaine desitpgés de laboratoire

Hotte laminaire a surpression.

Four micro-onde

Autoclave — stérilisateur

pH metre électronique

Agitateur automatique

Pipteur électrique

Micro-onde

Etuves a 22°C, 30°C, 37°C, 40°C, 42°C, 44°C et 46°C

I11-M éthode utilisée :

Depuis le prélevement jusqu’au traitement de kétilon, en vue de 'analyse

microbiologique, il faut tout mettre en ceuvre psiabiliser qualitativement et

guantitativement la flore microbienne présente ament du prélevement. Le prélevement

doit se faire de facon aseptique et le délai datpeélévement et le traitement de I'échantillon

.doit se faire aussi court que possible.

De méme I'échantillon doit étre conservé a tempéeabasse (0 a 5°C) pendant le transport et

le stockage ultérieur, a I'exception des consenegoissons stérilisées a la chaleur, des

produit séches salés qui peuvent étre transpottésoekés respectivement a température

ambiante.
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Le control microbiologique officiel préconise leéfevement de 5 échantillons par lot a
inspecter, alors que pour le contréle en coursatdeédation , il faut essayer de prélever des
échantillon avec une fréquence qui soit aussi sgptative que possible des condition de

fabrication.

- Procédure de préparation du milieu de culture :
Les milieux de culture déshydratés sont réalisés $orme de poudre. Ces milieux sont

stockés dans un local de stockage sous des camglfworables (température, humidité), ils
ont une durée de vie de 3 a 5 ans, mais une fowr@mules milieux doivent étre utilisés dans

les six mois au maximum. Danc il faut noter la dadisuverture sur la boite du milieu de

culture.

1 -Pesé:
Cette étape doit étre effectuée dans des consliplurs précises, de puis la vérification de la

balance jusqu'a I'obtention d’'un mélange (miliewcd#ure déshydraté + eau).
2-Réhydratation :

» La qualité de poudre nécessaire est mise en soldaos une partie du volume total
d’eau distillée.
* Une fois mélangé, le reste d’eau distillée estrgant les parois du récipient.
» |l est possible d’accélérer la dissolution en sdifit de I'eau a 45°c — 50°c. le chauffage
est parfois nécessaire pour obtenue une mise atiocsolcompléte. Dans ce cas, le
mélange eau poudre est mis sous agitation daresleles milieux gélosés, on attend
5min en agitant frequemment avant de porter a iébull
Le chauffage est parfois nécessaire pour certailisux contenant de I'agar, de la cysline ou
de la gélatine jusqu'a I'ébullition a 'aide d’agitateur magnétique chauffant.

3-La distribution des milieux de culture :
La distribution des milieux préparés est effectsd@ manuellement soit a l'aide d’'un

distributeur automatique avec une précision desnes.

4identification des milieux de culture (étiquetage)
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Les milieux préparés sont identifies a l'aide dmmarquage indélébile et ceci avant leur
stérilisation a l'autoclave, ainsi une étiquetté @dlée sur le flacon contenant le milieu de
culture, cette étiquette spéciales pour la stétibs et sur laquelle apparait la mention

(sterilised), et comprend les renseignements :

+ Nom du milieu de culture ;

+ Date de fabrication ;

% Quantité ;

% Numéro du lot de fabrication ;
5-stérilisation des milieux de culture :

Certains milieux ne s’auto clavent pas !

La stérilisation des milieux de culture (pour cep doivent étre autoclaves) est effectuée
par autoclavage (généralement en 15min a 121°cogtgamme 6 » pour les volumes
inférieurs a 1Litre sauf pour certains milieux aqué nécessitent qu’une simple ébullition.
Dans tous les cas les instructions du fabricant soiwies scrupuleusement. La qualité de la
stérilisation est assurée par [l'utilisation d'unpies indicateur de stérilisation et

postérieurement par le test de stérilité et derpgtien sont notés sur I'enregistrement.

6-Ajustement du pH :

Les milieux sont normalement ajustés au pHinal d’utilisation.
Les valeurs trouvées dépendent :

+« De la température du milieu au moment de la lecture
% Du traitement thermique appliqué au cours de lanstitution et de I'autoclavage.
On ne tiendra compte que des pH mesurés apréslausge et refroidissement a la

température d’utilisation ambiante, soit approxirehent 25°c.

7-Préparation des milieux en boites de pétri :

Les milieux gélosés seront coulés dans les bodg®tti a des températures ne dépassant pas
50°c afin d'éviter la formation de fines gouttedstt d'eau de condensation dans les
couvercles. Le milieu gélosé est laissé ensuit®itf et solidifier en placant les boites de

pétri avec les couvercles sur une surface horimnfavant d’ensemencer en surface, les
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boites seront séchées a I'étuve a 37°c de 20 niirhaure, en position inversée, couvercle

retourne.
8-Stockage des milieux prépares :

La stabilité et la validité des milieux sont ligds dans le temps. Ceux —ci peuvent se
conserver de quelques jours a plusieurs mois dansdnditions idéales fixées pour chacun

d’entre eux.

On ne doit pas conserver les milieux gélosés aatapératures inférieures a 0°c. Les boites
de pétri seront conservées dans des emballagehésarprotégés de la lumiére. La liste des
différents milieux stockés est automatiguementch&e au niveau du local de stockage.

L’enregistrement relatif au contrdle de la tempédémadu local de stockage.

9-Destruction des milieux contaminents :
Il est nécessaire de détruire les milieux contasifmotamment par des germes pathogénes)
au moyen d’un traitement thermique approprié, adanprocéder au nettoyage éventuel de la
verrerie ou de I'évacuation des déchets plastiqguagdestruction thermique des cultures en
boites de pétri peut se pratiquer par autoclavagedgnt lheure a 120°c dans des sacs
plastiques a point de fusion élevé, pour les tudmedgaminés, utiliser 'autoclavage dans les
mémes conditions.

10- Les différents types de milieux :
Un milieu sélectif: est un milieu qui favorise la croissance de ceesibactéries au

détriment des autres. Ce sont des milieux qui pigemigla croissance du microorganisme que
I'on recherche en inhibant le développement deeawgermes. Ces milieux contiennent donc
des agents sélectifs que I'on appelle encore dekiiaurs tel le cristal violet, le vert brillant,
les sel biliaires, les antibiotiques, ainsi quelguestance qui donne I'effet inhibiteur comme
le cas des milieux hypertoniques NaCl (régler I'ofarité d'un milieu), exemple milieu
gélose désoxylate-citrate, bouillon de MacConkelyDX contient le thiosulfate de sodium,

trois sucres (lactose, le xylose et le sucrosdadysine.

Milieux naturels ou « empiriques » ils ont des composition mal définie. L'exempéeplus

simple est celui du bouillon nutritif pour bacté&i€e sont des milieux de bases.
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Milieux d’enrichissement permet a certaines especes d’en supplanter d’autrigvorisant
la croissance de l'organisme voulu et/ou en inhilEelle des organismes indésirable. Un

exemple en est le milieu bouillon sélénite

Milieux d’isolement: sont des milieux solides de composition simple Esquels de
nombreux micro-organismes peuvent se développemplle répandu pour l'isolement des
bactéries est sans conteste la gélose nutritivd@u@répare a partir d’'un bouillon nutritif et
d’'un agent de solidification l'agar ou gélose. €esubstance extraite de certaines algues
marines possede la propriété de fixer une grandetii@ d’'eau (jusqu'a 500 fois son
volume) ; soluble dans I'eau a 100°c, elle se igelif 40°c. Les bactéries disséminées a la
surface d’'une gélose nutritive forment autant derdes qu'’il y avait initialement de cellules.
Ces colonies, lorsqu’elles sont isolées, permettergréparer des cultures pures ; elles sont le

point de départ d’'une étude systématique aboutissiidentification.

Milieux d’identification : sont des milieux qui servent a mettre en évidemzeou plusieurs
propriétés chez un micro-organisme précédemmeideisdls existent en grand nombre :
certains permettent de rechercher l'utilisationlatermentation d’'un sucre, la production de
gaz (hydrogéne sulfuré), la formation d’'indole,atylméthylcarbinol (acétoine).

-Recherche de la Flore Mésophile Aérobie Total@s)
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La recherche de (FMAT) se fait selon quatre étages sont la pesée, la dilution;

’lhomogénéisation, I'isolement et le dénombrement.

Pesée , Dilution et Homogénéisation

- Prélever aseptiguement 25g de I'échantillon a aealy

- Ajouter aseptiguement dans un sac en plastiquédest@25ml du milieu liquide Eau
Peptonée Tamponnée (EPT) a l'unité d’analyse.

- Mélanger au stomacher, pendant 4 minutes a 5 nsipusgu’a I'obtention d’'un mélange
homogene.

Isolement et Dénombrement

- Déposer 1ml de la suspension dans un boite degpétilie.

- Ajouter, par incorporation 15ml du milieu géloséritii Plate Count Agar(PCA)

- Mélanger 'inoculum au milieu et laisser se soltif

- Recouvrir, 'ensemble ainsi obtenu d’'une deuxieronacbe dite protectrice de 5 ml du
gélosé blanche.

- Laisser se solidifier.

- Incuber, I'ensemble ainsi préparé a +30°C durartti@dres.

- Dénombrer les colonies petites et blanches carsiitgres de (FMAT) sur (PCA) : Les
substances nutritives apportées par la tryptorsefdeteurs vitaminiques de l'extrait de
levure et le glucose utilisé comme source énergétigvorisent la croissance de la plupart
des bactéries.

L . e /"
Photo N1: Flore Mésophile Aérobie Totale sur Plate Count AGAA) « LRAVO 2013 »

-Recherche des coliformes totaux et des coliformé&scaux16)

La recherche des coliformes se fait selon quatapest qui sont la pesée, la dilution ;
’lhomogénéisation, l'isolement et le dénombrement.

Pesée, Dilution et Homogénéisation
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- Prélever aseptiguement 25g de I'échantillon a aealy

- Ajouter aseptiguement dans un sac en plastiqudest@25ml du milieu liquide Eau
Peptonée Tamponnée (EPT) a l'unité d’analyse.

- Mélanger au stomacher, pendant 4 minutes a 5 nsijusgu’a I'obtention d’un mélange
homogene.

Isolement et Dénombrement

- Déposer 1ml de la suspension dans un boite degpétilie.

- Ajouter, par incorporation 15ml du milieu géloséeséf nutritif Gélose lactosée Bilice au
cristal violet (VRBL)

- Mélanger 'inoculum au milieu et laisser se soltif

- Recouvrir, 'ensemble ainsi obtenu d’'une deuxieronacbe dite protectrice de 5 ml du
milieu gélosé (VRBL).

- Laisser se solidifier.

- Incuber, I'ensemble ainsi préparé a +44°C durart@dres.

- Dénombrer les colonies violet caractéristiques a#gormes sur (VRBL) : La présence
simultanée de cristal violet et des sels biliaassure l'inhibition des bactéries Gram+ , la
fermentation du lactose se traduit par un acidificarévélée par le virage au rouge de
l'indicateur PH (rouge neutre) et par la précipiatd’acide biliaires autour des colonies.

Photo N2 :Coliformes sur Gélose lactosée Bilice au cristaleti(VRBL) « LRAVO 2013 »

-Recherche des anaérobies sulfitoréducteurg16)

La recherche des anaérobies sulfitoréducteuraissdion quatre étapes qui sont la pesée, la
dilution ; ’lhomogénéisation, I'isolement et le ddnbrement.

Pesée, Dilution et Homogénéisation
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Prélever aseptiquement 25g de I'échantillon a aealy

Ajouter aseptiquement dans un sac en plastiqudeste25ml du milieu liquide Eau
Peptonée Tamponnée (EPT) a l'unité d’analyse.

Mélanger au stomacher, pendant 4 minutes a 5 nsipusgu’a I'obtention d’'un mélange
homogene.

Isolement et Dénombrement

Déposer 1ml de la suspension dans un boite degpétilie.

Ajouter, par incorporation 15ml du milieu géloséeséf Tryptone Sulfite Cyclosérine
Mélanger I'inoculum au milieu et laisser se soltif

Laisser se solidifier.

Les boites doivent étre incubées en jarre d’anagset24h a 37°C.

Dénombrer les colonies entourées d'un halo no& flbre contaminant est presque
totalement inhibée par la D-cyclosérine qui dimiraetaille des halos noir diffus se
développe autour des colonies.

Photo N 3: Coliformes sur milieu gélosé sélectif Tryptone galCyclosérine«LRAVO 2013 »

Vill- Recherche de Staphylococcus aureugs)

La recherche des anaérobies sulfitoréducteuraissdion quatre étapes qui sont la pesée, la

dilution ; ’lhomogénéisation, I'isolement et le @énbrement et la confirmation.

Pesée, Dilution et Homogénéisation

Prélever aseptiguement 25g de I'échantillon a aealy

Ajouter aseptiquement dans un sac en plastiqudeste25ml du milieu liquide Eau
Peptonée Tamponnée (EPT) a l'unité d’analyse.

Mélanger au stomacher, pendant 4 minutes a 5 nsijusgu’a I'obtention d’'un mélange

homogene.

Isolement et Dénombrement
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Déposer 1ml de la suspension dans un boite degpétilie.

Ajouter, par incorporation 15ml du milieu géloséeséf Baird Parker+jaune d’ceuf
Mélanger I'inoculum au milieu et laisser se soltif

Laisser se solidifier.

Les boites doivent étre incubées a 37°C penddnt 24

Dénombrer les colonies noires, brillante, entourdes halo clair présomptives de
staphylococcus aureus sur le milieu (BP) : la samse des staphylocoques est favorisée
par les pyruvate de sodium et la glycine, la mioref secondaire est inhibée en présence
de chlorure de lithium de tellurite de potassiumsaique par la forte concentration en
glycine, I'enrichissement au jaune d’ceuf aide ariidfication en démontrant I'action de la
|écithinase. Les caractérisations des staphyocaaaresis qui présentent des colonies par

réduction du tellurite en tellure et sont entourdes halo déclairessent du jaune d’ceuf.

Test de Confirmation

Repiquer cing colonies caractéristiquestigphylococcus aurewtans le bouillon BHI.
Incuber, 'ensemble ainsi préparé et bien homogéni36 °C, pendant 18 Heures/
Effectuer le Test de Coagulase en transférant Ogendulture BHI ainsi incubé a 0,5 ml
de plasma de lapin

Incuber, a +36°C

Lire , aprés 1Heure, 2 Heures,.....

Si il y a formation d’'un culot ferme, le test dedaagulase est dit positif, il y a donc
présence dsetaphylococcus aurelet si il y a absence de culot le test de la coaguést

alors négatif, ce qui note I'absencesti@phylococcus aureutans I'échantillon analysé.
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PhotoN4 : staphylococcus aurewsir du milieu gélosé sélectif Baird Parkexavo 2013 »
-Recherche de &monella (16)

La recherche dealmonellaa partir des aliments, nécessite quatre étapegadbilies qui sont
le pré enrichissement, I'enrichissement, lisolemest lidentification biochimique et

sérologique.

Pré enrichissement

-Prélever aseptiquement 25g de I'échantillon dyaea

-Ajouter aseptiqguement dans un sac en plastigaelest225 ml du milieu liquide Eau

Peptonnée Tamponnée a l'unité d’analyse préalabiepesée.

-Mélanger au stomacher, pendant 4 minutes a 5 ssnusqu’a I'obtention d'un mélange

homogene.
-Incuber I'ensemble ainsi préparé a +36°C, penflaiéures a 12 Heures.

Enrichissement

L’enrichissement en milieu sélectif liquide ou meesolide permet de multiplier

sélectivement .

les salmonelles dans le cas générale dans cétteode on utilise 2 milieux sélectifs :le

milieu semi-solide Rappaport —vassiliadis (MSRV) détecte uniqguement les salmonelles
mobiles et le bouillon tétrathionate pour les salgiles peu mobil (Muller —Kauffman).

-Transférer a I'aide d’'une pipette stérile 0,1 ralldyuide pré enrichi dans 50 ml de milieu

liquide sélectif Rappaport-Vassiliadis(MSRV).
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- Transférer a l'aide d’'une pipette stérile 1ml ldwuide pré enrichi dans 50ml de milieu

liquide sélectif Tétrathionate+ 1ml de iodine % tl Novobiocine

- Incuber milieu Rappaport-Vassiliadis(MSRV) a +&@23endant 18 Heures a 24 Heures , et

milieu Tétrathionate 37°C

Isolement
Isolement du MSRV :

A partir de la culture obtenue en gélose semisalie Rappaport vassiliadis si une migration
est obtenue sur la boite de MSRV un isolementfésttee :
Soit d’'emblée sur les deux géloses sélectives :

0 gélose xylose de lysine désoxycholate XLD dananideu la désoxycholate assure
l'inhibition de la flore contaminante gram+, le gk est fermenté par presque tous les
germes entéropathogéne a I'exception des shigellaant ainsi différenciées des autres
bactéries aprés avoir utilisé le xylose les saltiemedécarboxlylent la lysine en
cadavirine ce qui provogque une augmentation de fiPkhideu devenu alcalin les colonie
de couleur rouge en présence de l'indicateur Igeale phénol, en milieu alcalin et par
réduction de citrate ferrique ammoniacal les gerpa&thogene producteurs de sulfure
d’hydrogéne se manifestent par un noircissemenésfuilu a I'apparition de sulfure de fer
au centre des colonies .

0 en autre milieu sélectif solide approprie c’est GVB
L’isolement pour tétrathionate se fait comvh®RY

Puis I'incubation pendant 24h +/- 3 h & 37c°+a® 2

Les colonies sont petites, lisse, de couleue s transparente avec virage du milieu au

rouge.

Par contre Sur XLD, les colonies sorduges a centre noir
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PhotoN5 :colonie de salmonella sur GVB PhotoN6olonies de salmonella sur XLD

-Recherche de Listeriamonocytogenes :

La recherche ded.isteria monocytogenes a partir des aliments, nécessite quatre étapes
obligatoires qui sont le pré enrichissement, l'elmgsement, l'isolement et I'identification

biochimique et sérologique.

Pré enrichissement

-Prélever aseptiquement 25¢g de I'échantillon dyaea

-Ajouter aseptiqguement dans un sac en plastiggres25 ml du Fraser Demi a l'unité

d’analyse préalablement pesée.

-Mélanger au stomacher, pendant 4 minutes a 5 ssnusqu’a I'obtention d'un mélange

homogene.
-Incuber I'ensemble ainsi préparé a +36°C, penfat¢ures a 18Heures.

Enrichissement

-Transférer a I'aide d’'une pipette stérile 0.1 mirdilieu liquide pré enrichissement dans 10

ml de milieu liquide sélectif dit Fraser.
-Incuber I'ensemble ainsi préparé a +36°C pendaridures.

Isolement Sélectif

-Ensemencer une oese du milieu liquide enrichiseémar striation sur un milieu gélosé

sélectif dit Palcam

-Incuber la boites ainsi préparée a +36°C pendémieures a cing jours.

Année universitaire 2012-2013



A1\

g Université Sidi Mohamed Ben Abdella ) P
,\--\o NSS A
Faculté des sciences et Technique :

FST FES , : :
Département des Sciences de La Vie

J

Les colonies caractéristiques Histeria monocytogenesur le milieu Palcam sont noires et

incurvées.
-la polypetone favorise I'excellente croissancelsria
-I'extrait de levure est une source du complexaminique B.

-les listeria hydrolysent I'esculine en glucoseentesculétine produite forme un complexe
noir en présence des ions ferriques apportes airéte de fer.-la microflore secondaire est

inhibée par I'association entre le chlorure ddluithla polymyxine et I'acriflavine.

Photo7:Listeria monocytogenesur le milieu Palcam LRAVO 2013 »

Chapitre V : L’interprétaton des résultats
La lecture des boites de pétries se fait apresubation .

On considére que les colonies sont dénombrablesisnombre est compris entre 30 et 300.
Au dessus 300, elles sont indénombrables, en de§fban considere qu'elles sont trop rares

pour étre dénombrées.

-Expression des résultats en Unité Formant une Cahie /q:
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_XC
1,1d

C :le Nombre de colonie
> C :c’est la somme des colonies comptés
-d :le Taux de dilution correspondant a la premdéhation

N : Nombre d'UFC par gramme ou par ml de produit ihitia

1. Le plan adeux classes:

Deux réponses sont possibles:

présence ou absence d’'un micro organisme dansuargitg® donnée d’aliment (10 ou 25 Q)
ce type de réponse concerne certaines bactérgepdtRogenes et plus particulierement dans
le cadre des criteres de sécurité alimentaire. Atclérance par exemple ni acceptée pour les
salmonelles : la qualité d’'une denrée ne peut jgigée satisfaisante qu’en I'absence de
salmonelle dans 25 g selon les denrées ceci dansutes les unités de prélevement il en est
de méme pour listeria monocytogenes dans les dedestinées aux nourrissons ou les autres
denrées prétes a étre consommées dans lesquatibei lest susceptible de se développer de
méme L'absence d’enterotoxine staphylococcique exsfjée pour certains fromages et

produits laitier.

2. le plan a trois classes :

L'interprétation des résultats prend en compterguadrametres:
* n:le nombre d'unités de prélevement

* m et M les limites fixées pour la concentration desroorganismes recherche.
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. le nombre maximum d'unité de prélevement

microbienne peut se situer entre m et M.

denrée sur ce critere est satisfaisante

(Satisfaisante, valegimm)

paeouél

_\.-\o NSSA

la concentration

toutes les valeurs obtenues sogrienfes ou égale a m :

la qualité de la

Deuxiéme cas : un maximum de c/n, les valeurs smmprises entre m et M : la qualité de la

denrée est considérée comme acceptable.

Troisieme cas :

insatisfaisante

(acceptable, svaleur<m)

( non satisfaisante,valetvl)

+ Résultats et discussion :

Résultat 1: les produits de péche (crevettes), dilutioft 10

Pour FMAT

plus de c/n, les valeurs sont gyr&s a M : la qualité est considérée

Résultat
Les échantillons | |1 12 13 14 15
FMAT N=10° N=10 N=10 N=10° N=10° Satisfaisant
UFClg UFClg UFClg UFClg UFClg
N<m N<m N<m N<m N<m

La norme est :

m= 1¢

et M=10

et

c= 2, Donc les résultats sont Sasafais par ce que le

nombre d’ Unité Formant une Colonie /g est infémeed m

Pour les Coliformes fécaux
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Les échantillons | |1 12 13 14 15 Résultat

Coliformes N=0UFC/g| N=10 N=8 N=20 N=40 Acceptable

UFC/g UFC/g UFCl/g UFCl/g
Fécaux N<m

N=m N<m M<N<M | m<N<M

La normes est :
m=10 et M= et c=2
Donc le résultat est Acceptable par ce qu’oréalantillons entre m et M

=  Pour les Staphylococcus aureus

Les echantillons | |1 12 13 14 I5 Résultat

Staphylococcus N=0UFC/g | N=0UFC/g| N=0UFC/g| N=0OUFC/g| N=0 UFC/g | Satisfaisant

aureus
N<m N<m N<m N<m N<m

La norme est :
m=1¢ et M=106 et c=2
Donc le produit est Satisfaisant par ce que tesisdsultats sont inférieure a m

=  Pour les anaérobie sulfito réducteur :

Les échantillons | |1 12 13 14 15 Résultat
anaérobie N=10" N=10" N=10° N=10UFC/g| N=10 insatisfaisant
sulfito UFC/g UFC/g UFC/g

UFC/g N<m
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réducteur
N >M N >M N=m N<m

La norme est :
m=10 et M=10 et c=2
Donc le produit est insatisfaisant par ce queésaltats sont supérieure a M .

=  Pour les Salmonelles :

Les échantillons | |1 12 13 14 15 Résultat

Salmonelles Absence Absence AbsenceAbsence Absence satisfaisant

Absence des salmonelles donc le produit est sia@sia

Remarque: les résultats des autres produits traités pendanpériode de stage sont

Satisfaisants.
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+ Tableau 3l:es normes microbiologiques relatives au lait :(17)
DESIGNAT MICROORGANI | Coliforme | Coliforme | Staphylo | Salmo | Escheri
ION SME . Fécaux nella | chia
30:dans . -coccus _
o A 44: dans dans | coli
Aérobies 36:C iml
iml Aureus 250ml | dans
dans 1ml
dansiml 1mi
Lait cru de vache m | 300000 50000 102 100 Absen | 102
destiné a la UFC/ml ce
consommation
M | 3000000 1000000 103 500 UFC | Absen | 103
/ml ce
=5, =2 =5, =2 =5,
n=5,c=2 | n=5, =2
=0
Tableau 4 Normes microbiologiques relatives aux produitsadpdche (17)

Désignation Micro- Coliformes| Coliformes | Staphylo-| ASR | Salmonelld
organismes| 30°C /gr | fécaux coccus | 46°C | dans 26 gr
aerobies 44°C [gr aureus | (/gr)
30°C /gr (/gn)

Crevettes m 10 - 10 1G 10 Absence
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cuites M 10° - 107 10° 10° | Absence
décortiquées
réfrigérées,
congelées n=>5; n=>5; n=5;, | n=5;| n=5;
ou surgelées c=2 c=2 c=2 c=2 c=0

Tableau 5 Normes microbiologiques relatives aux laits passés :( 17)

Désignation Micro- Coliformes| Coliformes| Staphylo-| Salmonella|
organismes | 30°C /gr | fécaux coccus | dans 26 gr
aérobies 44°C [gr | aureus
30°C /gr (‘ar)

Lait m 3.10 10 Absence 10 Absence

pasteurisé

M 3.10 107 Absence 10 Absence
n=>5; n=>5; n=>5; n=>:; n=>5;
c=2 c=2 c=0 c=0 c=0
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Conclusion et recommandations

Le contréle et I'assurance qualité des prodailisnentaires comportent toutes les activités
entreprises pour assurer la qualité, la sécuriiéagee et la loyauté des aliments a toutes les
étapes, depuis la production primaire, la transébion, le stockage, jusqu’a la
commercialisation et la consommation. Ce syste e atilisé pour décrire un effort national
complet englobant une approche intégrée qui impligouvernement et tous les segments et
secteurs de l'industrie alimentaire, le controlienahtaire est lié a 'amélioration de la santé
des populations, du potentiel de développement cddomue du pays et la réduction de

I'altération et pertes de produits alimentaires.

Mon stage s’engage d'une part a la limite dealyses microbiologiques des denrées
alimentaires qui constitue un des niveaux tresomamt pour la protection du consommateur
et permet des échanges commerciaux sur des bases, s& d’autre part a pour objectif de
faire bénéficier I'étudiant d’'une expérience prafeanelle d’'un laboratoire officiel, a travers
notamment la connaissance de son fonctionnemegtaéert la mise en ceuvre dans un cadre

professionnel des connaissances acquises dansnaingospécifique.
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Les dix commandements permettant le respect ltggi€ne alimentaire sont prévenir,
assainir, puis prévenir et assainir(Tableau6) :

Tableau 6 : Les dix commandements permettansiee de I'hygiene alimentaire(19)

Prévenir

Eviter les apports
En

microorganismes

-(Ou) Ne mettre en ceuvre qu’un équipement adaptaifk
et matériels) et en parfait état.

-(Quoi) N'utiliser que des produits sains et lest@ger
attention aux meélanges de denrées d’origines difités.
Produits animaux, denrées crues, toujours suspects.

-(Qui) Surveiller étroitement la santé et I'hygiethe
personnel (porteurs sains, plaies aux mains, hggien
corporelle et vestimentaire, propreté, danger jécal

-(Comment) Eviter le contact des denrées saineslase
secteurs souillés, manipuler correctement, ne gdsrpne
pas fumer, ne pas cracher, savoir gouter et se lave

-(Temps) Denrées de conservation limitée, la comsation
doit étre la plus rapprochée possible de la prépara
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-(Anti-tiede) la zone de danger (de+65°C a +10°@}) étre
traversée dans les deux sens trés rapidement (a@idesux
heures).

-(chaud) respecter la chaine du chaud, maintenir la
température supérieure a +65°C de la cuisson a la
consommation.

L’application

Limiter la
-(Froid) respecter la chaine du froid, maintenir la
Multiplication | température entre 0°C et 3 °C pour les produitigéis et

au-dessous de -18°C pour les produits surgeléguyton
conservation ne pas recongeler apres décongélation)

Assainir Détruire les -Respecter les conditions de cuisson ( temps- teahpé)

microorganismes | stérilisation ou la pasteurisation.

Prévenir Conditions -Réglemantation

Et Nécessaires a | Contrdle de toute al chaine :produits, matérielsc@ssus,

Assainir personnel.....).

Formation (et information) du personnel en vueeade |
motiver et de I'impliquer(responsabilisation).
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