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Introduction

Le Maroc dispose d’atouts indéniables en ce qui concerne les ressources halieutiques. En effet,
le pays a une longueur totale de cote importante (3500 km), situé sur les rivages atlantique
(2934 km de Tanger a Laguira) et méditerranéenne (de Tanger a Saidia 512 km). [El Hamzaoui,
2011]. 1l bénéficie des caractéristiques hydro-climatiques trés favorables, telles que les vents
alizés et les remontées des eaux froides profondes riches en nutriments. Ces conditions rendent
le Maroc I’un des plus importants producteurs et exporteurs des produits de la mer dans le
monde Arabe et en Afrique. [El Hamzaoui, 2011].

Les produits de la mer sont constitues de différents types de poissons et d’autres produits tels
que les céphalopodes, crustacés, mollusque algues maritimes, produits de 1’aquaculture...
Ainsi, ces produits peuvent étre commercialisés sous plusieurs formes, a savoir a 1’état frais ou
transformés.

Par ailleurs, I’activité de la péche est exercée a partir des ports de 1’atlantique, a savoir par ordre
d’importance : Agadir, Casablanca, Ladyoune, Tan-Tan, Dakhla. Aussi, des ports de la
méditerranée tels que Nador, Al Hoceima et M’diq. [Veille technologique en agroalimentaire.
Les produits de la mer au Maroc.http//eilleagro.imist.ma/index.php/produit-et-
machinisme/ingredients-et-nutrition/533-les-produits de-la-mer-au-Maroc].

De point de vue sanitaire, au Maroc, 7118 cas de toxi-infections alimentaires ont été rapportés
entre 2000 et 2004, dont plus de 86% sont d’origine bactérienne. [COHEN, 2006]. Les produits
de la péche contaminés sont responsables de 10% des cas de TIAC déclarés au Maroc
[ANONYMOUS.Morroco Food borne disease out breaks2000-2005].

Cependant, la contamination des produits de mer (Mollusque bivalve, poissons, céphalopodes..)
nécessite la surveillance et ’analyse des éléments toxiques pouvant présenter un danger
potentiel. De nombreuses études ont été réalisées dans ce domaine. C’est dans ce contexte que
s’inscrit notre travail, dont 1’objectif principal est 1’étude de la qualité bactériologique des
produits de péche, surtout les mollusques bivalves, issus du littoral méditerranéenne EST du
Maroc. Cette étude est menée en appliquant la méthodologie de la surveillance sanitaire des
zones conchylicoles suivi par le laboratoire de Surveillance et Suivi du Milieu Marin de I’'INRH
de Nador.
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A/ Historique :

La création de I’Institut National de Recherche Halieutique (INRH) a été commencée au départ
par 'instauration de I’Institut de Péche Maritime sous le protectorat de la république francaise
au Maroc en 1946, apreés en 1969, I’IPM est rattaché a 1’Office National des Péches (ONP)

nouvellement créé et prie le nom d’Institut Scientifique des Péches Maritimes (ISPM).

En 1984, le Ministére des péches Maritime a soutenu la création d’un véritable Institut,
disposant de 1’autonomie administrative et financiére et apportant I’avis scientifique nécessaire

a I’¢laboration et la mise en ceuvre des plans d’exploitation des pécheries.

Etant donné I"importance du secteur halieutique sur les plans de développement économique,
social et environnementale, et enfin de tenir compte des recommandations émanant des
instances internationales auxquelles le Maroc a souscrit, une série de mesures ont été prises par

les pouvoirs publics.

Dans ce cadre est proposée la création en 1996 en remplacement de L‘ISPM de I’Institut
Nationale de Recherche Halieutique (INRH), établissement public & caractére scientifique et
technique, dot¢é de la personnalitt morale et de 1’autonomie financiére.
[www.inrh.ma/fr/historique].

== Réseau de Surwwillance de Ia Salubrité du
——— Littoral [RSSL)

L’INRH dispose actuellement d’une
entité centrale a Casablanca et de
5 centres régionaux (Nador, Tanger,
Agadir, Laayoune, Dakhla).

, PRI [www.inrh.ma/fr/publications/rapport-
'\ ~ dactivite-2013].

Eiqure 1: Implantation des centres de I'INRH au Maroc.
B/ Mission de ’INRH :

L’INRH a pour mission d’entreprendre toutes activités de recherche, études, actions

expérimentale et travaux en mer ou a terre ayant pour objectifs I’aménagement et la

rationalisation de la gestion des ressources halieutiques et aquacoles et leur valorisation.
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Les missions qui luis sont confiée se présentent comme Suits :

» Evaluation des ressources halieutique et suivi de leur exploitation.
Etude du fonctionnement des écosystemes marins et littoraux.
Surveillance de la qualité et la salubrité du milieu marin.

Essais des techniques de péche et valorisation des produits de la mer.

YV V V V

Evaluation des potentialités aquacoles du littoral national et réalisation des recherches,
a méme de contribuer au développement de [’aquaculture marocaine.

[www.inrh.ma/fr/publications/rapport-dactivite-2013].

C/ Structure du L’INRH :
La diversité des champs d’action et des domaines de recherche de I’'INRH s’appuie, dans
un premier lieu sur une organisation centrale basée sur quatre départements scientifiques

pour la coordination et la supervision national des activités scientifiques :

Organisation de

L’INRH
Département Département Département Département
Péche de la océanographie aquaculture
surveillance
du milieu
marin

Son role est de : Son role est de : Son role est de : Son role est de :
Evaluer les ressources Assurer la surveillance Mener des études et des Mener des études
halieutiques. de la salubrité des recherches dans le d’ingénierie
Etablir les diagnostics sur produits de la péche et domaine aquacole.
I’état des stocks. I’aquaculture dans leur d’océanographie,
Déterminer les niveaux milieu. destiné & approfondir
d’exploitation biologique. Assurer la surveillance les connaissances sur le
L’appui a ’'aménagement continue de littoral milieu marin, et & mieux
des péches. marin et des diverses comprendre ses effets

sources de pollution sur la dynamique des

pouvant déséquilibrer le ressources halieutiques.

milieu marin.

Figure 2 : Organisation interne de [’Institut National de Recherche Halieutique.




Centre régional de ’INRH a Nador

Le centre régional de 'INRH de Nador a été mis en activité en octobre 1998, sa zone de
compétence couvre la région maritime de la méditerranée orientale, de Saidia a Jebha, sur une

c6té de 250 km, couvrant ainsi :

e 3 ports de péche : Ras-Kebdana, Nador et Al Hoceima.
e 2 villages de péche : Cala-IRIS et Sidi Hssain.

e 2 points de débarquement aménagé.
A/ Missions du centre régional de I’INRH a Nador :

Etude du fonctionnement des écosystémes marins et littoraux.
Surveillance de la qualité et de la salubrité du milieu marin.
Evaluation des ressources halieutiques et suivi de leur exploitation.

Essais des techniques de péche.

A A

Evaluation des potentialités aquacoles et contribution au développement de
I’aquaculture.

6. Valorisation des produits de la mer. [www.inrh.ma/fr/centre-regional-nador]
B/ Objectifs du centre régional de I’INRH a Nador :
Préservation du milieu marin et protection de la santé du consommateur et des produits
de la mer.
Gestion durable et responsable des ressources.

Valorisation des ressources en vue de I’amélioration des revenus de la compétitivité.

Vulgarisation et développement de I’aquaculture.



http://www.inrh.ma/fr/centre-regional-nador

Dans ce sens, on pourrait schématiser 1’organisation de ’INRH de Nador selon I’organigramme

suivant :

Eigure 3 : organigramme du CR de [’INRH-Nador.

Selon I’organigramme de I’INRH ci-dessus, les centres régionaux de I’'INRH ont un role tres
important dans le suivi des programmes de recherche halieutique au niveau régional. Le centre

régional de Nador est organisé en deux laboratoires, chaque laboratoire assure des taches
particuliéres pour atteindre ses objectifs .

1) Laboratoires des péche

Ce laboratoire est basé sur les missions suivantes :
e Evaluer les ressources halieutiques.
e Etablir les diagnostics sur I’état des stocks.
e Déterminer leurs niveaux d’exploitation biologique.

e Etudier les facteurs qui régissent leur évolution.




2) Laboratoires de Surveillance et Suivi du Milieu Marin (LSSMM)

Les missions de ce laboratoire sont :
e Etude de zone pour classement sanitaire des zones conchylicoles.
e Surveillance réguliére des zones conchylicoles classées.
e Suivi environnemental de lagune Marchica, des embouchures et du

Littoral méditerranéen EST.

Le laboratoire de SSMM est constitué par 3 unités de recherche :

2.1 Unité de Phytoplancton :

Ou se fait la surveillance et I’identification des especes phytoplanctoniques, notamment

toxinogenes dans les zones de la production et d’¢élevage des mollusques bivalves.

Les phytoplanctons toxiques ou appelés aussi les efflorescences nuisibles sont des algues
microscopiques présents partout ou il y a de 1’eau (les milieux marin cétier, lagunaire...), ils
forment le premier maillon de la chaine alimentaire dans les écosystemes marins, il y a des
espéces phytoplanctoniques qui secrétent des substances toxiques sont les Phycotoxines qui

peuvent étre nocives pour certains animaux marins.

Il'y a des espéces marines comme les coquillages, qui se nourrissent sur les phytoplanctons, ce
qui conduit a I’accumulation des toxines, alors ils deviennent potentiellement toxiques pour les

consommateurs des produits de la mer.

Alors 1’objectif principal de laboratoire de phytoplancton, c’est 1’identification et le
dénombrement des espéces potentiellement toxiques ou nuisibles, au niveau des zones
conchylicoles classées, et déclenchement des pré-alertes en cas de dépassement des valeurs

seuils.




2.2 Unité de biotoxine marine :

Les biotoxines marines sont des Phycotoxines produites par des microalgues, qui proliferent
lorsque les conditions sont favorables, les mollusques bivalves filtreurs accumulent ces toxines
apres avoir ingérer des algues toxiques qui peuvent étre a 1’origine de diverses intoxications
aigués provoquant des symptdmes dont la gravité dépend de la nature de la toxine, de la dose

ingérée et de la sensibilité du consommateur.

Il 'y a trois grands types de biotoxines marines recherchées présents dans les mollusques
bivalves vivants et qui sont réglementés : les toxines lipophiles (LSP), les toxines amnésiantes

(ASP) et les toxines paralysantes (PSP).
Au niveau de I'unité de la biotoxine, on ne fait que le prétraitement hebdomadaire des
échantillons suivis d’un protocole donné, aprés ils sont envoyés au laboratoire central de
I’INRH a Casablanca pour étre analyser.

2.3 Unité de microbiologie :

Sa mission principale consiste a évaluer les niveaux et les tendances de la contamination

microbiologique du milieu marin.
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I.  Caractéristiques des produits de la péche

Les produits de la péches constituent un secteur important pour le Maroc. lls se caractérisent

par une tres grande diversité d’espéces de coquillages, poissons, crustacés et de céphalopodes.

Sont consommées issue de la péche et de I’aquaculture. Ces produits présentent des qualités

trés variables. Selon la FAO (Organisation des nations unies pour I’alimentation), la faune

aquatique assure de 15% a 20% de toutes les protéines animales de 1’alimentation humaine. Le

poisson a une haute valeur nutritive et constitue un complément précieux dans les régimes

alimentaires.

La composition globale dans la plupart des produits de la péche majoritairement de 1’cau, des

lipides et des protéines. 1l y a aussi des constituants mineurs comme les glucides, vitamines et

les éléments minéraux (Tableau 1).

Tableau 1 : Principaux composants d’un filet de poisson en
pourcentage (%) [Stansby .M.E (1962].

Constituants Poisson (filet)
Minimumyi|intervalle normal|{Maximum

Fraotéines b 16-21 20

Lipides 0.1 0.2-25 67

Hydrates de carbone =0.5

Cendres 0.4 1.2-1.5 1.5

Eau 28 66-81 96

Il. Généralités sur les mollusques bivalv

1) Définition, anatomie et classification des mollusques
1.1 Définition

€S

bivalves

Les Mollusques Bivalves, nommés également les Pélécypodes ou Lamellibranches,

comprennent les palourdes, les moules, les huitres, les pétoncles et d’autre familles de coquilles.

Ils sont considérés comme des animaux aquatiques invertébrés au corps mou, ou vivant, dans

des lieux humides [4]. lls sont formés d’une coquille a deux valves, plus ou moins symétriques,

articulées dorsalement par une charniére taxodonte. Ils sont capables de coloniser les substrats

par la fixation sur les rochers ou autres surfaces dures.




Ces animaux respirent graces a des branchies bien développés et lamellaires (d’ou le nom de
Lamellibranches). La majorité se nourrit par la capture des substances nutritives en filtrant de

I’eau [https://fr.wikipedia.org/wiki/Bivalvia].

1.2 Classification

L'embranchement des Mollusques se range entre les Annélides et les Arthropodes (Crustacés -
Insectes). On le subdivise en deux Sous Embranchements :
- Les Aculiferes dépourvus de coquille mais possédant des spicules calcaires. Ce sont des
organismes primitifs essentiellement marins.
- les Conchiferes possédant une coquille calcaire sécrétée par le manteau et un pied

locomoteur.

Selon Lalicker et Fischer (1952), la classification des Mollusques bivalves se base sur la
structure de la coquille, le type de branchies et la configuration des dents de la charniere

[Pommpuy.M 2005]. La figure suivante montre cette classification :

Pleistomollusca Gastropoda %
- =
Bivalvia 1
—

Conchifera

—® -

 —————
Mollusca Cephalopoda
,_\'. .
Neomeniomorpha j
< >

Aplacophora
N
Chaetodermomorpha %
Polyplacophora
Ay

. e®bs = 100, pp = 1.00
Annelida ®bs = 100, pp > 0.98

Aculifera

£

Figure 4 : Arbre phylogénique des mollusques bivalves [Kocot et al.2011].




1.3. Anatomie

La plupart des bivalves sont des mollusques filtreurs (Figure 5). La téte se limite a la bouche et
ils ne possédent pas de radula. Ils se nourrissent essentiellement du phytoplancton ou de
détritus. L’eau chargée de particules nutritives et en oxygeéne pénétre par le siphon inhalant.
Elle est pompée par le battement des millions de petits cils de branchies. La nourriture triée par
les branchies est acheminé vers la bouche puis digérée. Les excréments seront évacués par le
siphon exhalant avec 1’cau de respiration. Les bivalves possédent une coquille a deux valves
articulés entre elle par une charniére et manceuvrées graces aux muscles adducteurs, le manteau
sécrete la coquille. Le pied tres musclé sert 1’enfouissement [https://www.mer-
littoral.org/14/bivalves.php].

BIVALVE

vue dorsale

lande digestive
gAnGe Coem charniére (dents)

estomac

oesophage A > adducteur
postérieur

ganglion anus

muscle adducteur
antérieur

palpe

bouche

pied
intestin gonade

Figure 5 : La morphologie d 'un mollusque bivalve.

[http://plongee.cours.free.fr/bio/images/mollusques/F.69.Bivalve.P.73.JPG].

2) Contamination des mollusques bivalves
Les mollusques bivalves sont des animaux aquatique dites filtreurs. Ils sont le siége d’une
intense circulation d’eau qui apporte I’oxygene et les aliments : phytoplancton, virus, parasites,
produit chimique. Ce régime alimentaire conduit & une bioaccumulation des microorganismes

(bactérie, virus..) dans I’appareil digestif des mollusques.




De plus, les coquillages ce sont des aliments consommés crus ou peu cuits (moule). Les bio-
toxines, les bactéries et les virus, qu’ils contiennent, sont donc mal éliminés. 1l en résulte de
nombreuses toxi-infections alimentaires collectives chez ’homme dues a 1’ingestion de ce type
d’aliments DWAAL, S C 2001].

Les coquillages consommés crus ou peux cuits, peuvent étre a ’origine de toxi-infection
alimentaire collective (TIAC) [COKHEN N2006]. Une toxi-infection alimentaire collective
(TTIAC) est définie par 1’apparition d’au moins deux cas similaire d’une symptomatologie, en
générale gastro-intestinale, dont on peut rapporter la cause a une méme origine alimentaire
[InVS, 2006].

La contamination des aliments d’origine animale et principalement des produits de la péche est
responsable de 10% des cas de toxi-infections alimentaires collectives (TIAC)
[ANONYMOUS.Morroco Food borne disease out breaks2000-2005].

I11. Contexte réglementaire de la qualité microbiologique des
mollusques bivalves au Maroc

1) Contexte réglementaire

Le controle sanitaire des denrées alimentaires au Maroc est régi par la loi n° 1-75-291 du 8
octobre 1997. Ainsi, plusieurs textes sectoriels concernant les produits d’origine animale,
notamment les produits de la péche. Concernant les mollusques bivalves, une circulaire du
Ministere de I’Agriculture et de la Péche Maritime n° 1508/12 du 15 Aot 2012, fixe les
conditions de commercialisation et de mise sur le marché de ces produits de la péche,
conformément aux exigences sanitaires requises [ http://www.inrh.ma/fr/publications/bulletin-
de-surveillance-sanitaire-des-zones-de-production-conchylicole-ann%C3%A9e-2015].

La contamination des milieux aquatique par les microorganismes d’origine fécale constitue un
risque important pour la santé humaine et une préoccupation pour la pérennité de certains
usages tout particulierement en zones littorale. L’évaluation de la qualité microbiologique des
coquillages se fait sur la base du concept d’organismes dits « indicateur ».

On appelle un indicateur bactériologique : une bactérie dont la présence et /ou la quantité a un
endroit révele un probléme écologique au sens large [AFNOR.2002]. Dans le cas des

mollusques bivalves, on s’intéresse aux indicateurs de la contamination fécale qui sont des



http://www.inrh.ma/fr/publications/bulletin-de-surveillance-sanitaire-des-zones-de-production-conchylicole-ann%C3%A9e-2015(consulté
http://www.inrh.ma/fr/publications/bulletin-de-surveillance-sanitaire-des-zones-de-production-conchylicole-ann%C3%A9e-2015(consulté

indicateurs de manque d’hygiene. Parmi les microorganismes indicateurs de la contamination
fécale on a les coliformes totaux, les coliformes fécaux et les streptocoques fécaux
[Pommpuy.M.2005].

2. Stratégie de surveillance de la salubrité du littoral (SSL)

Les sites utilisés pour I'élevage, ainsi que les bancs naturels de coquillages, sont classés par
ordre décroissant de salubrité en 4 catégories A, B, C et D et ce selon 1’estimation de la qualité
microbiologique et évaluation de la contamination chimique (circulaire 15.08.12 d’Aout
2012) (Tableau 2 et 3) :

v" Les mollusques bivalves vivants provenant d'une zone de production de classe A peuvent
étre mis sur le marché, pour la consommation humaine directe.

v" Les mollusques bivalves vivants provenant d'une zone de production de la classe B ne
peuvent étre mis sur le marché, pour la consommation humaine, qu'aprés que ceux-ci ont été
traités dans un centre de purification agréeé ou apres reparcage dans une zone autorisée.

v" Les mollusques bivalves vivants provenant d'une zone de production de classe C ne peuvent
étre mis sur le marché, pour la consommation humaine, qu'apres reparcage pendant une

durée d'au moins deux mois, dans une zone de reparcage autorisee.

Aprés leur purification ou leur reparcage, les mollusques bivalves vivants provenant de zones
de production de classe B ou C doivent satisfaire a toutes les normes sanitaires exigées dans la
circulaire 15.08.12. Apreés classement, les zones cibles font 1’objet d’une surveillance sanitaire
réguliére, destinée a vérifier la pérennité des caractéristiques ayant fondé leur classement et a
dépister d’éventuels épisodes de contamination [http://www.inrh.ma/fr/publications/bulletin-

de-surveillance-sanitaire-des-zones-de-production-conchylicole-ann%C3%A9%e-2015].
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Tableau 2 : Estimation de la qualité microbiologique des zones de production de
mollusques bivalves en fonction des seuils de contamination fixés par la circulaire
n°15/08/12.

Nombre d'Escherichia coli-f-
Catégorie glucuronidasepositive 100 g de CLI

230 4690 46000
A 0%
B 10% | 0%

C 0%
== b

Tableau 3 : Evaluation du niveau moyen de contamination chimique des zones
de production de mollusques bivalves en fonction des seuils de contamination
fixés par la circulaire n°15/08/12.

Contamination chimique mg. (kg chair humide) !




Matériel et Méthodes




Présentation du site d’étude

La zone de Ras EL Ma — Saidia, située au nord-est du littoral méditerranéen marocain (figure
6), est considéré parmi 1’'une des zones de production conchylicole importante a 1’échelle
nationale jusqu'a 1998. Elle recelait des gisements naturels de coquillages, notamment la petite

praire, les coques, les haricots de mer, les vernis, etc.

Au niveau de cette région, I’activité de la péche artisanale s’est développée a travers
I’exploitation de la petite praire (Chamelea gallina). Cette jouissant, d’un intérét particulier des
populations locales, représentait un moyen de substance assez important pour eux. C’est une
activité de base dans la région littorale orientale ou elle a largement prédominée. [Demnati,
2002].

@ Poets e protovement

333 130 398

Eigure 6 : Localisation géographique des points de prélevement de site d’étude
du littoral de Ras EL Ma-Saiidia [LAYACHI et al, 2014].

Matériel biologique
Les deux échantillons bivalves prélevés connaissant une large exploitation au niveau de la
région Ras EL Ma-Saidia. Les deux especes biologiques analysées durant ce travail sont les

suivantes :
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e Lamoule méditerranéen Mytilus galloprovincialis, se trouvant fixée sur les roches dans
les zones de balancement des marées.

e La petite praire Chamelea gallina, se reposant sur les sables des régions précitées.
Examen bactériologique des mollusques bivalves

Les milieux de culture utilisés durant ce travail, dont la composition chimique et le mode de

préparation sont annexés (Annexel), sont les suivants :
v Bouillon glutamate.
v Tryptone bile X-glucuronide (TBX).

v Tryptone sel.

1. Echantillonnage

L’échantillonnage a été réalisé au début de mois de Mai 2019. Les prélévements a été fait d’une
facon bimensuelle, pour les deux especes étudiées, a partir d’un nombre défini de point (sites),

apres le classement des zones de prélévement.

En ce qui concerne le nombre des prélevements, 3 échantillons (de sites différents : Caracas,
Foum ElOuad et Kamkoum EIBaz) de la Petite Praire Chamelea gallina ont été pris a partir de
la région de Ras El Ma, et 2 échantillons (de 2 sites différents) de la Moule Mytilus

galloprovincialis a partir de la région de Saidia.

2. Préparation des échantillons

L’échantillon est acheminé rapidement vers le laboratoire dans un sachet en plastique stérile.
Le sachet est conservé dans une glaciére (de 1 a 8°C, selon la norme ISO 17025) menée d’un
accumulateur de froid et un thermometre. Une fois arrivés au laboratoire, 1’échantillon fait
I’objet d’un controle d’acceptabilité des échantillons (seuls les individus vivants avec une
carapace non abimé sont acceptés. En plus, une vérification de la température de la glaciére est

effectuée).

Les prélévements sont identifiés par une étiquette (date, heure, espéece de coquillages et numéro

d’enregistrement), bien lavés pour éliminer la saleté, puis égouttés sur un papier absorbant.




Apres, 10 a 15 individus, de taille moyenne, sont acheminés a la salle de I’analyse
bactériologique.

IV. Analyses microbiologiques

1. Préparation de I’échantillon

L’analyse microbiologique est réalisée pour la recherche de d’E.coli béta-glucoronidase
positive. La norme I1SO 16649-3 spécifie une méthode horizontale pour la recherche et le
dénombrement des E.coli B-glucuronidase positives par la technique de la mise en culture en
milieu liquide et par le calcul du nombre le plus probable (NPP), en utilisant le bromo-5- chloro-
4-indolyl-3 beta-D-glucuronate. L’incubation se fait a 37°C puis a 44°C. Cette méthode
convient pour le dénombrement d'E.coli qui a pu souffrir d’une déshydratation, une congélation,
une exposition a un environnement salin (marin par exemple), ou endommagé par des

désinfectants.

Le nombre minimal d’individu est 6. La premiere étape consiste a une ouverture aseptique du
coquillage. Le contenu entier (chair et liquide inter valvaire, CLI) est recueilli stérilement. 25
g des especes de petite taille (Chamelea gallina) et 75 g pour les espéces de taille moyenne
(Mytilus galloprovincialis) sont pris pour 1’analyse. Aprés, une dilution par addition de
Tryptone Sel (le volume équivalent au double de la masse de CLI) est réalisé. L’ensemble est
soumis au broyage dans un mixeur pendant 30 secondes. Le mélange ainsi obtenu est laissé
reposer pour une durée de 15 min. Puis, 30 mL du liquide du broyat est ajouté de 70 mL de

Tryptone sel. Ainsi, le liquide obtenu est soumis a un test présomptif.

2. Test présomptif

Le test présomptif est réalisé par un ensemencement de 3 séries, a 5 tubes a essai, contenant le
bouillon au glutamate, a simple ((20,2 g/1000 mL) et double concentration (40,4 g/1000 mL) :
La série & double concentration est inoculée par 10 mL de la préparation dans un volume final
de 10 mL du bouillon glutamate.

Tandis que, la deuxieme série est inoculée par 1 mL de I’échantillon, supplémenté de10 mL du

bouillon au glutamate a simple concentration.




Ensuite, une série de dilution décimale est préparée (1 mL de la solution mere dilue dans 9 mL
de Tryptone Sel.). Puis, chaque dilution est ensemencée dans 10 mL de bouillon au glutamate
a simple concentration.

Finalement, une incubation des tubes a essai est faite a 37°C pendant 24h (NM ISO 16649-3).

3. Test confirmatif :

Les tubes positifs, présentant un aspect différent par rapport aux tubes de départ, sont repiqués
sur la gélose TBX (un milieu sélectif destiné au dénombrement des E.coli -D-B-glucuronidase
positive dans les produits alimentaires) en pratiquant des stries d’épuisement.

Le résultat est obtenu directement par comptage des colonies caractéristiques (des colonies
bleues ou bleu-vert) apres 24h d'incubation dans a 44°C.

La lecture des résultats se fait par la détermination du Nombre le Plus Probable (NPP) d’E.coli
en fonction du nombre des colonies, bleues ou bleu vertes, sur la gélose TBX. Elle est exprimée
en nombre d’E. coli/100 g de CLI.

)




RESULTATS ET DISCUSSION




I.  Résultats du suivi microbiologique

Les résultats sont reportés par point de préléevement dans le Tableau 4 et 5.

En effet, pour la moule Mytilus galloprovincialis, I’espéce prélevée de la région de Saidia, les
dénombrements d’E.coli B-glucuronidase positive est de 1,3.102 et 20 E.coli/100 g Chair et
Liquide Inter valvaire (C.L.1) de coquillage respectivement pour les sites 1 et 2 (Tableau 4).
Ces résultats montrent une contamination variable selon les sites de la moule Mytilus
galloprovincialis par E. coli B-glucuronidase positive. Ces valeurs restent faibles et inférieures
au seuil fixeé par la réglementation (230 E.coli/100 g de CLI, circulaire 1508/12 du Ministére
de I’agriculture et de la péche).

Tableau 4 : Niveaux de la contamination par E. coli f-glucuronidase positive de
la moule Mytilus galloprovincialis prélevée de la région de Saidia.

Nombre d’E.coli B glucuronidase positive /100 g de

R CLI
Espéce

Site 1 Site 2

Moule 1,3.102 20

La méme étude a été effectuée sur la moule Mytilus galloprovincialis (dénombrement d’E.coli
en UFC/100 g CLI au niveau des deux points de prélevement qui sont Kamkoum El Baz et Bou
Yahyatan de la plage Ras Kebdana) durant la période allant de 2009 jusqu’a 2010, dont les
valeurs enregistrées sont : 3,5. 102 UFC/100 g CLI en mois de janvier 2009 et 2,4. 10> UFC/100
g CLI en mois de mars 2010 au niveau du point Kamkoum EI Baz, et pour le point Bouyahyaten
une valeur de 3,3102 UFC/100 g CLI a été enregistrée en mois de mars 2010[LAYACH]I et al,
2014].ce résultat dépassant le seuil fixé par la réglementation (230 E.coli/100 g de CLI) adoptée
par la circulaire 1508/12 du Ministére de 1’agriculture et de la péche , donc la moule de la
période de 2009-2010 est non conformes et trés contaminé par rapport au résultat mentionné

dans le tableau 4 .
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En ce qui concerne la petite praire Chamelea gallina, prélevée de la région de Ras EL Ma, au
niveau de 3 sites (Caracas, Foum ElOuad et Kamkoum EIBaz), les dénombrements d’E.coli -
glucuronidase positive est de 1,3.10?, 20 et 1,3.10? E.coli/100 g Chair et Liquide Inter valvaire
(C.L.I) de coquillage respectivement pour les sites Kamkoum EIBaz, Foum ElOuad et Caracas
(Tableau 5).

Ces résultats montrent une contamination, par E. coli B-glucuronidase positive, variable selon
les sites de prélevements. Cependant, ces valeurs restent faibles et inférieures au seuil fixé par
la réglementation (230 E.coli/100 g de CLI) adoptée par la circulaire 1508/12 du Ministére de
I’agriculture et de la péche durant la période d’étude. Toutefois, I’étude réalisée sur la petite
praire pendant le mois d’Octobre 2011 par [LAYACHI et al, 2014] qui a montre des valeurs
élevée d’E.coli avec 700 UFC/100 g CLI au niveau du site (Foum EI Ouad) et 460 UFC/100 g
CLI au niveau du site 2 (Bouyahyaten). Ces taux de contamination sont le résultat de la
proximité de I’embouchure d’oued Moulouya qui draine la totalité des contaminants issus de

I’activité agricole pratiquée le long du bassin versant et des rejets urbains.

Tableau 5: Niveaux de la contamination par E.coli f-glucuronidase positive de
la petite praire (Chamelea gallina) prélevée de la région de Ras EI Ma.

Nombre
Espéce E.coli B glucuronidase positive /100 g de CLI
Kamkoum El Baz Foum el Oued Caracas
La petite praire 1,3.10? 20 1,3.10?




Conclusion générale

Les fruits de mer et en particulier les mollusques bivalves sont des organismes filtreurs de I’eau
et concentrent les toxines et les microorganismes come E.coli pathogenes. La consommation
des coquillages contaminés constitue un risque de santé public majeur, d’ou I’importance de
surveillance de la salubrité des zones de collecte et d’¢levage de ces coquillages. C’est dans ce
contexte que s’inscrit mon stage effectué au niveau du laboratoire de la Surveillance et le Suivi

du Milieu Marin au sein de centre régional de I’'INRH de Nador.

L’¢étude de la qualité microbiologique des mollusques bivalves étudiés, la moule méditerranéen
Mytilus galloprovincialis et la petite praire Chamelea gallina, prélevés de la région de Ras El
Ma-Saidia a montré une conformité a 100% avec la réglementation marocaine (230 E.coli/100
g de CLI vis-a-vis d’E.coli B-glucuronidase positive est le seuil fixé la circulaire 1508/12 du

Ministere de 1’agriculture et de la péche durant la période d’étude).

Cependant, pour pouvoir faire un classement des zones conchylicoles, il faut prolonger la durée

de I’étude et augmenter le nombre d’échantillons & analyser.

]
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Annexes

Annexe 1:

Bouillon Tryptone —sel

Le bouillon Tryptone sel est un diluant destiné a la préparation des suspensions mere de laits
en poudre et concentrés, de produit laitiers et d’autres produits alimentaire en vus de leur

analyse microbiologique, il est également utiliseé pour effectuer les dilutions décimales.

Bouillon glutamate

Le bouillon glutamate est utilisé pour la recherche présomptive et le dénombrement des
coliformes totaux, des coliformes fécaux, ainsi que des Escherichia coli présumés par la
méthode di nombre la plus probable dans les eaux. Ce milieu également utilisé pour la recherche
des coliformes totaux et fécaux dans la gélatine alimentaire. Enfin, il est aussi adapté a la
numération des E.coli béta Glucoronidase positive dans les dans les produits alimentaires par
technique NPP décrire dans la spécification technique XP ISO/TS1664963 (V08-031_3).

La présence des bactéries coliformes est mise en évidence par la production de gaz a partir du
lactose ainsi que le virage au jaune de pourpre de bromocrésol. Les entérocoques ne cultives

par sur ce milieux, en raison de ’absence des substances nutritives essentielles a la culture.

GELOSE TBX

La gélose TBX est un milieu sélectif destiné au dénombrement des E.coli béta Glucoronidase
positive dans les produits alimentaires. Le résultat est obtenu directement par le comptage des
colonies caractéristique apres 24 heures d’incubation, sans qu’il soit nécessaire de pratiquer une
étape de confirmation.

Les sels biliaires inhibent la croissance des microorganismes a gram positive et favorisent la
récupération des E.coli. La plupart des souches d’E.coli possédant une béta Glucoronidase agit

avec le milieu TBX, entrainant une coloration bleu vert.
Les réglementations Marocaines :
Circulaire N°1508/12 du 15/08/2012 : circulaire ministérielle relative aux conditions sanitaires

de production et de mise sur le marché des mollusques bivalves vivants. Ministeres de

I’ Agriculture Rurale et des Péches Maritimel5p.
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