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Introduction générale

De nos jours,au cceur de notre société, la restauration collective est 1’un des secteurs clés de
I’alimentation, elle se défini comme la préparation et le service a une partie importante de la
population et aux visiteurs (touriste, homme d’affaire...).

Autant que la restauration collective joue ce réle majeur,alors il est nécessairement que
ces etablissements doivent étre organisés pour préparer les repas dans les meilleures
conditions d’hygiéne possible,car ce sont des facteurs essentiels et acteurs-clé de la
restauration collective pour assurer la santé publique.

Si I’hygiéne est insuffisamment appliquée ou n’est pas du tout appliquée, il y a un
risque pathologique pour les convives. En effet, les microbes et d’autres agents non
microbiens présents dans les denrées alimentaires peuvent étre a 1’origine des maladies telles
que : les toxi-infections et intoxications alimentaires et les maladies infectieuses d’origine
alimentaire. Toutes ces manifestations sont regroupées sous le terme générique officiel de
toxi-infection alimentaire collective (TIAC) (Mfoaponnjueya, 2006).

Les contaminations croisées sont a 1’origine de nombreuses TIAC (Toxi-infection
Alimentaire Collective) correspond & un transfert indirect de contaminant dans un aliment a
partir d’un support contaminé (par un autre aliment ou un autre support), leur risque est accru
lorsque les micro-organismes se propagent des aliments crus aux aliments préts a étre
CONSOMMES.

En Algérie, les données actuelles sur la restauration collective a Biskra ne donnent pas
des informations précises sur la qualité des services dans ce secteur.

Dans ce cadre, le but de la présente étudeest d'évaluer les risques sanitaires pour
contribuer a la connaissance de la qualité bactériologique des plats cuisinés servis au niveau
de deux restaurations collectives privées, et d’apprécier le niveau de contamination des plats
suivant les germes par le dénombrement et I’identification, ainsi comparer la qualité
hygiénique et bactériologique entre le plat cuisiné de Chawarma grillé et plat cuisiné de
Chawarma cuit sous plague chauffante avec les normes microbiologiques de JORA.

Dans ce contexte, aussi cette étude est faite afin de parvenir a une amélioration de la
qualité des repas pour protéger le consommateur algérien contre des toxi-infections

alimentaires.
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Chapitre 1 Généralités sur la restauration collective

1.1. Définition de la restauration collective

La restauration se définie comme la prise de repas en commun par des individus. Ces
repas sont généralement préparés en grandes quantités et distribués par d’autres personnes
dans un cadre autre que familial. Elle peut étre a but lucratif (cas des hétels, restaurants
privés, etc.) ou a caractére social (hdpitaux, prisons, restaurants universitaires, restaurants
militaires...) (Soumare, 1992).

Selon la législation francaise, les restaurants collectifs sont des établissements publics
ou priveés assurant un service de restauration a titre gracieux ou onéreux et dont au moins une
partie de la clientéle est constituée d'une collectivité de consommateurs réguliers (Balde.
2002).

1.2. Classification
1.2.1. Classification selon la vocation

1.2.1.1. Restauration collective a caractére commercial

Elle est a but lucratif, les repas sont entierement vendus au public ou collectivité
ouverte. On distingue deux catégories :
-Les restaurants traditionnels
-Les restaurants modernes (hotels, bar restaurants, fast-food, pizzeria...) (Sally S,
2009).

1.2.1.2. Restauration collective a caractére social
Les repas sont gratuits ou subventionnés. La restauration sociale se caractérise par le
type de clientele servie. Il s’agit des collectivités telles que les:
-Etablissements d’enseignement : scolaire, universitaire

- Etablissements de travail : administration, entreprises
- Etablissements de santé et de repos : hdpitaux, maisons de retraite
- Transports « Catering » : trains, avions, bateaux

- Etablissements pénitentiaires : prisons (Balde, 2002).
1.2.2. Classification selon le mode de gestion

2.2.2.1. Restauration collective intégreée

Elle est entierement assurée par la collectivité qui peut elle-méme, réaliser 1’activité

culinaire et le service de distribution (Sally S, 2009).



Chapitre 1 Généralités sur la restauration collective

2.2.2.2. Restauration collective concédée

La collectivité céde a lute société le droit d'assurer entierement ou partiellement le

service de restauration (Mlle G, 2013).
1.2.3. Classification selon lieux de préparation et de distribution des repas

1.2.3.1. Restauration directe

Les plats sont consommeés sans délai, a proximité immédiate du lieu ou ils sont préparés.
Le transport des préparations culinaires entre le lieu de production (cuisine) et les lieux de

consommation ne nécessite pas de matériels spécifiques (Ph Verger et al, 2005).

1.2.3.2. Restauration différée

Il existe une discontinuité dans 1’espace et/ou dans le temps entre la préparation des
plats et leur consommation. Des matériaux de transport ou de stockage spécifiques sont
obligatoirement utilisés (conteneurs isothermes, chauffants ou réfrigérants). Depuis quelques
années, 1’apparition de matériel moderne trés performant a modifié de facon considérable les
conditions de travail dans ce mode de restauration. Concrétement dans ce cas, nous
appellerons « cuisine centrale » le site de production ou les repas sont préparés et a partir
desquels ils sont livrés aux sites ou ils seront consommeés, que nous appellerons « unités
satellites ». Le transport des repas entre cuisine centrale et unités satellites peut étre fait en «

liaison chaude » ou en « liaison froide » (Ph Verger et al, 2005).

a. Restauration différée en liaison chaude

La « liaison » c'est-a-dire I’intervalle de temps entre le moment de la fin des
préparations (plats cuisinés) jusqu’a celui de leur service au consommateur, a toujours
représenté un sérieux probléme en cuisine collective (Chiessi, 2005).

Les aliments sont conditionnés dés la fin de la cuisson et conservés a une température a
cceur supérieure a +63 °C jusqu'au moment de leur consommation, qui doit intervenir le jour
méme de la cuisson. Ce type de liaison ne peut étre utilisé que pour les plats servis chaud, et
uniquement en cas de discontinuité dans I’espace entre préparation et consommation (Ph
Verger et al, 2005).

b. Restauration différée en liaison froide

Dés la fin de leur cuisson ou préparation, les aliments sont conditionnés, refroidis,
stockés et transportés sous régime du froid positif (liaison froide réfrigérée) ou du froid

négatif (liaison froide surgelée, beaucoup plus rare) (Ph Verger et al, 2005).
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Les plats a servir chauds sont remis en température immeédiatement avant distribution au
consommateur final.
Les plats froids (hors d’ceuvres, fromages, desserts) doivent étre transportés a une

température maximale de +3 °C (Ph Verger et al, 2005).

c. Variantes

De nombreuses variantes et combinaisons de ces formules peuvent exister comme par
exemple :

e Une cuisine centrale élabore des bases culinaires qui sont retravaillées dans des
cuisines relais avant distribution au consommateur final.

e Une cuisine centrale ne fournit que les plats destinés a étre servis chauds a des
cuisines terminales ou ces plats sont remis en température avant d’étre servis, et ou les

préparations froides (hors d’ceuvres, desserts) sont assurées (Ph Verger et al, 2005).
1.3. Importance de la restauration collective

1.3.1. Importance hygiénique
Elle est immense du fait des risques élevés de maladies d’origine alimentaire (toxi-

infections, intoxinations et intoxications), mais également des risques d’altération de denrées
(Diallo, 2010).

1.3.2. Importance sociale
La restauration collective concourt a la satisfaction des besoins alimentaires de I’homme

des grandes villes. Elle permet également la lutte contre le chdmage a travers la création
d’emplois (Sene B, 1996).

1.3.3. Importance économique

La restauration collective constitue :
e Un marché important pour les opérateurs du secteur agroalimentaire
e Une clientéle considérable en ville
e Un investissement a risque di aux pertes liées au caractere facilement périssable
des denrées alimentaires et aux aléas du marché, quant a la disponibilité des

produits (baisse de production agricole) (Gomsu, 2005).
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2.1. Présentation des plats cuisinés

2.1.1. Définition des plats cuisinés

Les plats cuisinés se présentent souvent comme des produits complexes du point de vue
microbiologique. L’obtention de produit de bonne qualité bactériologique nécessite une
fabrication dans des conditions trés strictes, organisée selon un plan de travail trés rationnel,
dans des locaux convenables, par un personnel compétent et informés (Bourgeois et Leveau,
1991).

IIs sont usuellement constitués de légume et de viande ou charcuterie (ou poisson),
éventuellement accompagnés d’une sauce. Ils ont connu un trés important développement et
d’innombrable formule de fabrication et de composition sont aujourd’hui sur le marché.
L’étiquetage renseigne sur leur composition et leur mode de consommation (Durand P,
1999).

Les plats cuisinés sont tres divers. On regroupe sous cette appellation des plats a
consommer froid ou aprés avoir été réchauffés. lls peuvent étre vendu sous forme de produits
frais réfrigérés, de produits surgelés, semi conserves, ou encore de produits appertisés
(Bourgeois et Leveau, 1991).

2.1.2. Groupe des plats cuisinés

Parmi les plats cuisinés on distingue : les plats a base de poisson ou de viande épiceés et
parfois associer a des légumes.

De maniére générale suivant leur présentation les plats cuisinés regroupent :

e Les plats cuisinés chauds: maintenir a une température d’au moins 65 °C
depuis la cuisson jusqu’a la consommation. « Les plats cuisinés chauds doivent
étre consommeés le jour méme de la cuisson » (Rozier et coll, 1980).

e Les plats cuisinés froids : refroidir rapidement a une température de 10 °C a
cceur en moins de 2 heures apres la fin de la cuisson (Rozier et al, 1985).

e Les plats surgelés : traités par abaissement rapide de température a -40 °C pour
bloquer 1’activité microbienne de longue conservation a -18 °C, on peut citer :
légume prét a I’emploi, plat cuisiné a base de poisson, de viande, de sauces
diverses, les pates cuisinés surgelés (Rozier et al, 1985).

Les plats cuisinés sont sujet & 1’action de microorganisme (Stephan, 2007). Ces
microorganismes peuvent étre naturellement présents dans les denrées alimentaires sans
présentée aucun danger. En revanche, leur multiplication de maniére anormale a des
concentrations ne garantissant plus 1’innocuité¢ des denrées peut €tre occasionnée par des
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facteurs environnementales exterieur : rupture de la chaine chaude ou du froid, non-respect

des régles d’hygiéne élémentaire, cuisson insuffisant, etc (Gérin et al, 2003).

2.1.3. Qualités des plats cuisinés

Bien que encoure que pour d’autre produit alimentaire, deux qualités importantes sont a

considérer.

2.1.3.1. Qualité sanitaire

Les plats cuisinés peuvent présenter des risques au niveau de la consommation. En effet,
presque tous les microorganismes agents d’intoxication alimentaire sont susceptibles d’y étre
rencontres.

Les plats cuisinés apparaissent comme des catégories d’aliment les plus fréquemment
incriminés dans les cas d’intoxications alimentaires recensés (en deuxiéme position apres les
produits carnés).

Les cas d’intoxication liées aux plats cuisinés doivent étre pris tres au sérieux, cas de
stade artisanale cette production est passée au stade industriel. Ils sont consommés d’une
facon de plus en plus collective et les facteurs pouvant aboutir & des intoxications alimentaires
graves sont ainsi rassemblés (Bourgeois et Leveau, 1991).

2.1.3.2. Qualité organoleptique

On exige du produit une présentation attrayante. Celle-ci doit étre conservée pendant le
délai réglementaire de mise en vente. A coté de la protection sanitaire, il est donc important
de maintenir le produit dans un état organoleptique satisfaisant pendant toute la durée de

conservation. Celle-ci est réglementairement de six jours maximums a température inférieure
a3’ C.

Certain groupe des microorganismes sont capable de se multiplier pendant ce délai de
mise en vente et de faire apparaitre des altérations de I’aspect, du gout ou de 1’odeur du
produit.

Il s’agit principalement de bactéries psychrotrophes (Pseudomonas), de levures et de

moisissures (Bourgeois et Leveau, 1991).
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2.2. Devenir et réle des microorganismes contaminant les aliments

2.2.1. Caractéres physicochimiques

Le développement des microorganismes : la contamination seule suffit rarement a
provoquer un accident sanitaire ou une dégradation de la qualité organoleptique du produit.
Elle doit généralement étre suivie d’une phase de multiplication bactérienne qui dépend

de plusieurs facteurs (Leclerc, 2003).

e Température

La sensibilité des microorganismes a la température en fait un aspect clé de leur
développement. Quand la température c’est un facteur sensible sur lequel le professionnel
peut facilement agir. Ce facteur est en effet tres utilisé pour régulier le développement des
microorganismes (Mcswane et al ,2003). Selon les espéeces bactériennes concernées, la
réfrigération permet de diminuer plus ou moins fortement la multiplication bactérienne, ce
mode de conservation permet aussi de garder les aliments pendant plusieurs jours. Dans le cas
de passage repété a des températures successivement froides et chaudes, le risque de sélection
de la bactérie pathogéne résistante au froid, comme c’est le cas pour Listeria monocytogenes,
est grand.

Enfin, le traitement thermique, lorsqu’il est possible, permet de détruire les
microorganismes présents sur I’aliment. Cela nécessite d’appliquer un couple le temps-

température efficace (Carbonel, 2007).

e Durée de conservation

Le risque li¢ a la température est celui d’une accélération de la multiplication des
bactéries dangereuses. La baisse de température ne permet pas de stopper la multiplication
bactérienne mais seulement de la ralentir (pour des températures supérieures a -18°C). Aussi,
ce risque doit toujours étre considéré avec un facteur temps : le temps d’exposition a une

température donné (Carbonel, 2007).
° pH
La majorité des bactéries se développe dans des milieux dont le pH compris entre (4.5 a
9). Pour ces bactéries, le pH optimal est proche de la neutralité (entre 6.5 et 7.5). Clostridium

ou Pseudomonas sont sensibles au pH. Salmonelles, E. coli, et les staphylocoques y sont peu
sensibles (Mouloudi F, 2013).
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e Activité d’eau
L’eau est essentielle a la survie et au développement de tous les microorganismes. Dans
les aliments, une partie est dite «libre » c’est-a-dire qu’clle est disponible pour les
microorganismes. L’ autre partie est liée aux constituants des aliments et ne peut étre utilisée.
Chaque microorganisme a plus ou moins de tolérance vis-a-vis a la proportion d’eau liées.
Pour évaluer cette tolérance, on se réfere a 1’aw, ou activité de I’eau. Dans la majorité des
produits sensibles (viande, lait, fruit, 1égumes), I’aw convient au développement bactérien et

n’apparait donc pas comme un obstacle (Vallerian, 1999).

e Oxygene
Les réactions d’oxydoréduction réglent le métabolisme des microorganismes. Dans ce
contexte, l’oxygéne a un rdle prépondérant. Ce facteur concerne notamment les
conditionnements de 5éme gamme, sous vide d’air. Ces conditionnements sont assez peu

utilisés en restauration rapide, sauf pour les plats préparés (Carbonel, 2007).

2.2.2. Agent d’altération

Les altérations sont des modifications indésirables que subissent particulierement les
denrées d’origine animale (DAO). Elles ont pour conséquence une dépréciation des produits
et peuvent constituer un danger pour le consommateur.

Plusieurs agents sont en cause parmi lesquels :

e Les agents chimiques (oxydation des pigments et graisses)
e Les agents biochimiques (enzymes tissulaires)
e Les agents physiques (déshydratation superficielle ou profonde)

Les agents microbiens par leur prolifération et par les produits de leur catabolisme qui
affectent la fraicheur des aliments. Ce sont :

-Les bactéries notamment les genres Pseudomonas et Clostridium

-Les moisissures telles que les genres Thamnidium, Sporothrichum, Cladosporium
(Rozier J et al, 1985).

2.2.3. Les germes indicateurs d’hygiéne

2.2.3.1. Flore mésophile aérobie totale a 30°C (FMAT a 30°C)

C’est I’ensemble des micro-organismes aptes a se reproduire a I’air, aux températures
moyennes de 30°C. Leur présence dans les aliments témoigne souvent d’une recontamination
aprés cuisson. Sur le plan microbiologique, une microflore aérobie totale abondante indique

que les processus d’altération microbiens sont fortement engagés (Wade, 1996).
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2.2.3.2. Coliformes

Sont des entérobactéries vivant principalement dans les intestins. Ces bactéries
fermentant le lactose (avec gaz) a 30 “C (les bactéries correspondantes appartiennent au
genre Escherichia, Citrobacter, Klebesilla, Entérobacter) ou a 44 °C (coliformes
thermotolérantes ou fécaux). Les coliformes fecaux et E.coli survivant difficilement hors de
I’intestin traduiront donc une contamination fécale récente (Joffin et Joffin, 1999).

IIs sont des bactéries Gram et oxydase négatifs, non sporulant, aéro-anaérobies
facultatives (Guirand, 1998).

2.3. Toxi-infection alimentaire collective

2.3.1. Toxi-infections alimentaires

Les toxi-infections alimentaires résultent de I’ingestion d’aliments contaminés par un
microorganisme nocif ou un agent pathogene.

Les microorganismes pouvant causes des toxi-infections alimentaires sont les virus, les
parasites et les bactéries, ces derniers sont les plus souvent mis en cause.

Dans la plupart du temps, I’intoxication alimentaire est I’ensemble de manifestation
clinique a caractére digestif (douleurs abdominales, diarrhée, vomissement, parfois fievres)
consécutives a I’ingestion d’aliment sain devenus nocif suite a sa contamination par une
quantité importante de bactérie ou de produit toxique provenant de leur croissance, de
manifestation qui varient selon I’age et le terrain des personnes atteintes (ministere de la santé

et population, 2005).
2.3.2. Toxi-infection alimentaire collective

2.3.2.1. Définition

Une toxi-infection alimentaire collective (TIAC) est définie par I’incidence de deux cas
ou plus, d’une maladie similaire a symptomatologie gastro-intestinale le plus souvent, dont la
cause peut étre rapportée a une méme origine alimentaire (Delmas et al, 2006).

Le diagnostic d’une toxi-infection alimentaire collective est immédiatement évoqué
lorsque plusieurs personnes appartenant a une méme collectivité sont subitement victime

d’une « indigestion ». Mais I'unité de temps (simultanéit¢ des cas) et I'unité de lieu

(focalisation des cas) ne pas constamment observées. Dans plus de 90% des cas, c’est devant

une gastro-entérite aigue typique, associant de fagon variable nausées, crampes épigastriques,

vomissement, diarrhée, fievres, hypotension que se pose le diagnostic. Les formes séveres
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avec déshydratation s’observent aux ages extrémes de la vie, justifiant un taux

d’hospitalisation compris entre 5 et 10%. Mais il existe aussi des formes atypiques pouvant
égarer le diagnostic (Hance et al, 1998).

2.3.2.2. Physiopathologie

Trois mécanismes principaux sont responsables de I’activité pathogéne des agents
responsables des TIAC :

e Action invasive par colonisation ou ulcération de la muqueuse intestinale avec
inflammation. La colonisation est habituellement iléo-colique et destruction
villositaire importante. Les selles sont alors glaireuses, riches en polynucléaires,
parfois sanglantes.

e Action cytotoxique avec production d’une toxine protéique entrainant une
destruction cellulaire.

e Action entérotoxinogéne entrainant une stimulation de la sécrétion. La toxine
libérée par certaines bactéries au sien méme de I’aliment est responsable de
tableau clinique : la multiplication bactérienne intra-intestinale étant soit absente
soit tout a fait secondaire.

Il n’y a pas de destruction cellulaire ou villositaire. La diarrhée est aqueuse, il n’y a pas
de leucocytes, ni le sang dans les selles. La diarrhée cesse en 3 a 5 jours, des que la population

entérocytaire s’est régénérée ou a retrouvé une fonction normale (Malvy et al, 1996).
2.4. Principaux germes pathogénes responsable des TIAC

2.4.1. Salmonella

Les salmonelles sont des bactéries toujours pathogenes provoquant des gastro-entérites
(avec éventuellement de graves complications) et des toxi-infections alimentaires. Leur
recherche et leur identification permettent donc de montrer le danger possible d’un produit
(Carip, 2008).

Bacille gram négative, aéro-anaérobie, appartenant a la famille des Enterobacteriaceae.
S.enteritidis et S.typhimurium prédominent dans le domaine alimentaire (D’ Aoust, 2001).

Le reservoir principal de Salmonella est constitué par le tractus gastro-intestinal des
mammiferes et des oiseaux. Les salmonelles présentes dans les matiéres fécales des animaux
peuvent contaminer les paturages, les sols et I’eau (Mouloudi.F, 2013).

Cliniquement, les salmonelloses se manifestent par une diarrhée fébrile accompagnée de

vomissement et de douleurs abdominales. Elles peuvent entrainer des bactériémies et se
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compliquer de septicémies ou de localisations secondaires exta-digestive qui font la gravité de
la maladie (Garcia S & Heredia, 2009).
Les aliments incriminés sont cités : les viandes mal cuites, les volailles, les ceufs et ovo

produits, produits de patisserie, marinés, le lait (Samba F, 2013).

2.4.2. Staphylocoques pathogenes

Les staphylocoques sont des bactéries ubiquitaires présentes sur la peau, les muqueuses
et la sphére rhinopharyngée des animaux et en particulier chez I’homme (Dellaras, 2007).

Les staphylocoques constituent avec les microcoques les principaux genres de la famille
des Micrococcaceae.

Ce sont des coccis a gram positif, non sporulés, immobiles, se divisant en plusieurs
plans en formant des amas irréguliers.

En bactériologie alimentaire, seule les espéces capables de produire les entérotoxines
sont considérées comme pathogénes. En effet, c’est I’ingestion d’entérotoxines qui est
responsable des troubles observés.

Parmi les staphylocoques, Staphylococcus aureus est la principale espéce
entérotoxigene (Bleu B, 2006)

Staphylococcus aureus apparait comme 1’espece de staphylocoques le plus pathogéne,
aussi bien pour I’homme que pour I’animal (Fosse et Magras, 2004).

Ils sécretent dans I’aliment des entérotoxines qui ne sont pas hydrolysées par les
protéases digestives et sont trés résistantes aux traitements thermiques (peuvent persister apres
la mort des germes) (Guirand, 1998).

Les aliments incriminés : la viande, le poisson, les plats cuisinés, la patisserie (Samba F,
2013).

2.4.3. Clostridium sulfito-réducteurs

Les clostridies sont des bacilles a gram positif, anaérobie strict, sporulés, non capsulés
(a ’exception de Clostridium perfringens). La spore est de grande taille, elle est parfois plus
grande que la bactérie. Les majorités des souches sont mobiles (flagelle péritriche). Elles sont
catalase négative et ne possedent pas de superoxyde dismutase, ce qui explique leur
intolérance a I’oxygene aussi bien pour la survie que pour la multiplication.

La résistance des spores de Clostridium a la chaleur est variable selon les souches (la
spore de C. botulinum résiste jusqu’a 5 heures a 100° C et 15 min a 120° C. De plus les spores
d’autres germes nécessitent un chauffage pour pouvoir germer).

Les principales clostridies pathogénes pour I’homme sont : C.tenani, C.botulinum,
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C. perfringens (Carip, 2008).

2.4.3.1. Clostridium perfringens

C’est un germe anaérobie, sporulé tres largement répandu dans I’environnement : c¢’est
aussi un hote normal du tube digestif de I’homme et des animaux (Rosset et Lamelloise,
1984).

e Aliments incriminés

Les aliments responsables sont les plats a base de viande, les viandes cuites en bouillon,

les sauces, les ragodts ou rotis. Beaucoup de spores survivent a la cuisson: étant activées par

la chaleur, elles germent & une température appropriée (FAO/OMS, 1976).

2.4.3.2. Clostridium botulinum

C’est une bactérie tellurique, anaérobie, sporulée qui peut un hote intestinale normal et
les spores sont thermorésistantes (Rosset et Lamelloise, 1984).
e Lesaliments incriminés

Les conserves, les produits de charcuterie et de péche (Michel C, 2007).
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L’innocuité d’un aliment correspond a une qualité seuil et la norme zéro défaut doit étre
atteinte pour certains systemes aliment-microorganisme en particulier a partir du moment ou
la présence du microorganisme dans le produit risque d’avoir une incidence défavorable et
parfois trés grave sur la santé du consommateur (Louis J ,2007).

Les contaminations par les bactéeries sont de loin, les plus fréquentes et les plus connues
(Seydi, 1990).
C'est pourquoi notre étude est basée essentiellement sur 1’analyse bactériologique méme

s’il existe d’autres agents.

1. Objectif du travail

Ce travail a pour objectif général I’étude de I’hygiéne dans la restauration collective
commerciale dans la région de Biskra. Il a consisté des analyses bactériologiques des repas
préts a étre servis.

De facon spécifique, cette étude devra permettre de :

A-Apprécier le niveau de contamination des repas suivant les germes précités afin de
parvenir a une amélioration de la qualité des repas.

B-Faire une comparaison de la charge bactériologique entre les deux différents types
d’un des constituants du repas servis qui est le Chawarma (chawarma grillé « sur support » et

chawarma cuit sous plaque chauffante « sans support »).
2. Matériel et milieux

2.1 Matériel

Présenté par le matériel habituel utiliseé dans les laboratoires des analyses
microbiologiques alimentaires :

o Matériel de stérilisation et d'incubation : Bec- Benzéne, étuves, autoclave

e Matériel de pesée : Balance de précision, balance électrique

e Matériel d’agitation et de broyage : Un stomacher, broyeur électrique, agitateur-plaque
chauffante, agitateur magnétique

e La verrerie : Tubes a essai stériles, erlenmeyer, flacons stériles, boites de pétri, pipettes
pasteur, éprouvettes, béchers, des lames

e Seringues stériles

e Embouts stériles

e Portoirs

e Micro pipettes variables (100ul - 1000ul)
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e Glaciére

e Bain-marie

e pH metre

e Ance de platine

e Tube a hémolyse

2.2 Milieu de culture et d’enrichissement

e La gélose Salmonella-shigella(SS)
e La gélose Baird-Parker

e La gélose citratée au Désoxycholate
e Lagélose PCA

e La gélose viande-foie (VF)

e Bouillon Sélénite - Cysteiné

e Eau physiologique stérile

e Eau distillée

e Eau peptonée tamponnée
2.3 Produits et réactifs

e Huile de paraffine

e Ampoules d’Alun de Fer

e Ampoules de Sulfite de Sodium

e Ampoules de Tellurite de Potassium

e Emulsion jaune d’ceuf

e Galerie API 20 E et ses réactifs (Kovacs, VP I, VP II, TDA, NR I, NR 1)
e Urée indole

e Citrate de Simmons

e TSI

e Kiligler hajna

e Mannitol mobilité
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3. Méthodes

3.1. Champ de I'enquéte

Le champ concerné c’est le marché BOUKHARI au niveau de la Wilaya Biskra, le

choix des restaurants a été effectue au hasard (deux établissements différentes).

3.2. Prélevement des échantillons

Dans notre étude le matériel biologique analysé est un plat cuisiné pré a étre server
prélevé dans deux diverses restaurations collectives dans la wilaya de Biskra.

11 s’agit d’un plat chawarma varié contient des repas chauds et froids qui comprennent :

- Chawarma

- Frites

- Salade verte

La méthode d’échantillonnage utilisé a été effectué selon les textes officielles qui
stipulent que les plats cuisinés devraient prélevés a 1’avance d’au moins un plat cuisiné par
semaine dans le cadre du contréle systématique des établissements de préparation.

Les prélevements ont été effectués au debut de Mars, selon un plan d’échantillonnage
comprenant quatre prélévements, en raison de trois échantillons dans chaque prélevement.

Les échantillons ont été choisis par le vendeur aprés conditionnement habituel de
cuisson et d’emballage.

Le matériel de prélevement comprend les éléments suivants :

e Une glaciére contenant de carboglace pour le transport des échantillons, sous régime
du froid au laboratoire de département (Science de la Nature et de la Vie) de
I’université de Biskra.

e Un marqueur a encre indélébile pour identifier les échantillons.

e Une trousse en acier inox dans laquelle on garde les ciseaux, les bistouris a lame
jetable, les pinces, qui sont tous stériles et individuellement emballés dans du papier
aluminiums.

e Une pissette d’eau de javel pour la désinfection rapide du petit matériel.

Désinfection rapide du matériel lors du préléevement de 25g de chaque échantillon par

I’alcool est parfois mise en ceuvre.
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Figure 1: Les deux types des plats cuisinés préleves.

Al. Plat variée avec Chawarma grillé. A2. Chawarma grillé (sur support).
B1. Plat variée avec Chawarma cuit sous plaque chauffante. B2. Chawarma cuit sous

plaque chauffante (sans support).

3.3. Analyses bactériologiques

L’¢laboration des normes internationales est confiée en générale au comité technique de
1I’ISO qui est une organisation internationale de normalisation. La norme donne des directives
pour le dénombrement des microorganismes dans les produits destinés a la consommation
humaine et animale.

Les methodes de dénombrement utilisées dans cette étude sont définies par cette
organisation.

Ainsi nous nous sommes inspirés des normes AFNOR (Association Frangaise de

Normalisation).
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3.3.1. Recherche et dénombrement des germes

Les germes recherchés sont :
Les germes indicateurs de la qualité commerciale
» Les microflores aérobies mésophile totale (FMAT)
> Les coliformes fécaux ou coliformes thermotolérants
Les germes indicateurs de la qualité hygiénique
> Les staphylocoques présumés pathogenes (SPP)
> Les anaérobies sulfito-reducteurs (ASR)

> Les salmonelles
3.3.2. Protocole d’analyse (ISO 6887-1)

3.3.2.1. Préparation de la solution mére

La solution meére est la premiere dilution préparée a partir d’un produit solide. Les 25g

sont préleves de facon aseptique dans chaque échantillon et placés dans le bol d’un mixeur en

présence de 225ml d'eau peptonée tamponnée (EPT) préalablement stérilisée.

L’homogénéisation s’effectue a I'aide d’un broyeur électrique a couteaux.

Puis I'ensemble est soumis a un broyage pendant 1 a 3 mn. On laisse ensuite pendant 25

a 30 mn minutes a la température du laboratoire pour assurer la revivification des germes. Ce

mélange représente la solution mére signifié la dilution 10,

Figure 2: Préparation des solutions méres.

A. Préparation. B. Broyage. C. Mise en flacons.
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3.3.2.2. Préparation des dilutions décimales

On peut poursuivre les dilutions décimales dans des tubes a essais en utilisant chaque
fois une nouvelle pipette pour passer d’une dilution a I’autre, A partir de la solution mére, on
préléve 1ml qu’on ajoute a 9 ml d’EPT, puis on homogénéise pour obtenir la dilution 1072, et

ainsi de suite pour réaliser les dilutions 1073, 10, etc.

N N

< & O O

[l

25¢ + 225 ml EPT 9ml d'EPT 9ml d'EPT 9ml d'EPT

Figure 3: Préparation des dilutions décimales.

Figure 4: Dilutions décimales préparés.
3.3.2.3. Dénombrement de la flore mésophile aérobie totale a 30°C (I1SO 4833)
Pour chaque dilution 102,102 et 10,1 ml est déposé dans des boites de pétri stériles &
I'aide de pipettes stériles auquel on ajoute environ 12 a 15 ml de gélose Plate Count Agar ou

gélose PCA maintenue a une température de 47 °C. Chaque boite est soigneusement

homogénéisée avec le prélevement par des mouvements circulaires et de « va-et-vient » ou en
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forme de « 8 » sur une surface fraiche et horizontale. Aprés solidification, on coule a la
surface 4 ml de gélose pour obtenir une double couche. Les boites ainsi préparées sont
incubées retournées dans une étuve réglée a 30°C. La lecture a lieu apres 72 + 3 heures par

dénombrement des colonies blanchatres qui poussent en profondeur.

Dilutions 10-
décimales

. -

Iml

' PCA

S

Iml

— Ensemencement
?: es t'e ) en profondeur
pétri stériles avec du PCA en

double couche

1 : : =z
\ 4

Incubation a I’étuve de 30°C pendant 72h ’ Lecturf colonie-s
blanchitres qui poussent

en profondeur

Figure 5: Etapes de dénombrement de la FMAT & 30°C.

3.3.2.4. Dénombrement des coliformes thermotolérants ou coliformes fécaux

Selon la norme internationale, les coliformes fécaux sont des bactéries qui a la
température spécifique, forment des colonies caractéristiques dans la gélose Désoxycholate
Lactose Agar (DCL). Ces germes sont thermorésistants, ayant une température d'incubation
est de 44°C. lls sont dénombrés selon la norme Francaise NF V 08-017, par comptage de

colonies sur milieu solide (Guiraud et Rosec, 2004).

Ensemencement et incubation

A partir de la solution mere ou des dilutions décimales, 1 ml est prélevé et versé dans
des boites de pétri stériles a l'aide de pipettes stériles. 15ml du milieu DCL fondu et refroidit a
45°C, sont coulés dans chaque boite de Pétri. L’inoculum est soigneusement mélangé au

milieu de culture par des mouvements circulaires et de « va-et-vient » ou en forme de « 8 »
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sur une surface fraiche et horizontale. Aprés solidification les boites ainsi préparées sont
incubées retournées dans une étuve réglée a 44°C, pendant 24h (Guiraud et Rosec, 2004).
La DCL inhibe la croissance des bactéries a gram positif et pratiquement celle des

autres bactéries a gram négatif.

Dilutions 10- 10- 10"
décimales J

N = \\\: —

Iml Iml Iml

$ o

— Ensemencement
(’)l ?S ,e ) en profondeur
pétri stériles avec du DCL

l (15ml)

Incubation a I’étuve de 44°C pendant 24h

Figure 6: Etapes de dénombrement des coliformes thermotolérants.

3.3.2.5. Recherche et dénombrement des staphylocoques présumés pathogénes

(Staphylococcus aureus) (AFNOR V 08-057-1)

Le milieu sélectif de Baird Parker auquel on a ajouté du jaune d'ceuf et du tellurite de
potassium est utilisé pour l'isolement des souches de Staphylococcus aureus et le
dénombrement des colonies.

Le mélange est coulé en boite de pétri. Aprés solidification, il est ensemencé en surface
avec 0,1 ml de la solution mére. L'inoculum est ensuite étalé a I'aide d'un étaleur en verre ou
en plastique. L'incubation se fait a 37°C pendant 24 a 48 heures.

La présence de Staphylococcus aureus se traduit par I'apparition de colonies noires ou
grises, brillantes et convexes et entourées d’une auréole d’éclaircissement. Leur diamétre est
compris entre 0,5 et 2 mm ; Pour confirmer la pathogénicité des staphylocoques, nous avons

effectué le test de la catalase et le test a la coagulase ou ce dernier test seul.
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SYSTYR.

Incubation a
37°C pendant o
24 248H

BP+jaune d'ceuf et du

; ; Lecture: Colonies
tellurite de potassium

suspectes noires,
brillantes, convexes,
‘ entourées d'un halo
clair

Identification

4

Test catalase Test coagulase

Figure 7: Etapes de dénombrement des staphylocoques présumés pathogénes.
Le test de la coagulase

Elle a pour le but de déterminer la pathogénisité d’une Staphylococcus qui sécréte une
enzyme la staphylocoagulase qui a la propriété de coaguler le plasma (Mouloudi F, 2013).

On réalise le test de la coagulase en prélevant 5 ml de bouillon cceur-cervelle qu’on met
dans un tube a essai et que ’on mélange avec la colonie suivie d’une incubation a 37°C
pendant 20 a 24h. On utilise ensuite 0.3 ml de plasma de lapin qu’on mélange avec 0.1 ml de
la culture obtenue et on incube & 37°C pendant 24h.

La coagulation de plus de la moitié¢ du volume signifie un résultat positif, ’absence de

coagulation révele un résultat négatif.

Le test de la catalase

Elle a pour but de classifier des bactéries aérobies et plus spécialement de les
différencier. Il s’agit d’une enzyme qui a la propriét¢ de décomposition 1’eau oxygénée avec
dégagement d’oxygene (Guiraud, 2003).

Le dégagement de bulles de gaz indique la présence de la catalase : test catalase +. Sur
une lame propre et seche, une goutte d’eau oxygénée a 10 volumes a été¢ déposée a ’aide
d’une pipette Pasteur et I’inoculum bactérien a été ajouté. L’observation a ét¢ immédiate

(Dellaras, 2007).

21




Chapitre 3 Matériel et Méthodes

Test catalase Test coagulase
Colonies suspectes 10ml de
— prélevées a 1'oése ’ Bouillon
Coeur cervelle
eau o
oxygénée Incubation:37°c pendant 24h

‘ 0.1 ml

—_— I

S'1l Ya présence de bulles

de gaz:catalase + -
0,3 m plasma de lapin

On incube 4 37°C pendant 24h

S'il Ya apres 4 4 6 h d’incubation a
37°C coagulation de
la solution: coagulase +

Figure 8: Tests d’identification (catalase et coagulase).
3.3.2.6. Recherche des spores de Clostridium sulfito-réducteur (ASR) a 46°C
On suit les indications de la technique générale pour li dénombrement de la forme
sporulée (Institut Pasteur, 1999).
Activation des spores

Quatre tubes stériles contenant 1 ml des dilutions 10tet 102 & raison de deux tubes par
dilution sont placés dans un bain marie a 80°C pendant 10 mn. Immédiatement a la sortie du

bain marie, ces tubes sont refroidis sous 1’eau du robinet.

Ensemencement

Par la suite chaque tube recoit aseptiquement 15ml de la gélose Viande Foie (VF)
liquéfié au bain marie. Additionné aprés refroidissement 0.2 ml d’Alun de fer et de 0.5ml de
Sulfite de sodium a 5%, sont ajoutés a chaque tube a essai (ampoules d’additifs) et bien agité

doucement pour éviter la formation de bulles d’air.
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Une fois le milieu a été solidifiées, quelques gouttes de 1’huile de paraffine stérile ou de
vaseline stérile ont été ajouté pour assurer les conditions de 1’anaérobiose puis incubés a
46°C, pendant 16,24 a 48 heures.

Les colonies sont noires volumineuses et la coloration ne diffuse pas dans la gélose
(Seydi, et al, 2004).

Activation des spores

Iml Iml
Bain marie 2 80°C de de ‘ refroidis sous I’eau du robinet
pendant 10 min 10'+ 10'%

N N—

Ensemencement @

Viande Iml Iml |
Foie de de - -
| g 0.2 ml 0.5ml
(VF) 10 10 Alun de fer  Sulfite de sodium

Aprés solidification quelques gouttes de ’huile de paraffine stérile.

Incubation 4 46°C pendant 16,24 2 48 h . Lecture colonies sont noires volumineuses

Figure 9: Etapes de dénombrement des ASR (Anaérobies Sulfite-Réducteurs).
3.3.2.7. Recherche et dénombrement des salmonelles

La recherche des salmonelles se fait en plusieurs étapes :
e FEtape d'enrichissement non sélectif (pré-enrichissement) dans 1’eau peptonée
tamponnée ;
e Etape d'enrichissement sélectif dans le bouillon Sélénite — Cysteiné ;
e FEtape d'isolement ;
e FEtape d'identification.
Un pré-enrichissement dans I’eau peptonee tamponnée est réalisé en incubant pendant

24 heures a 37°C les solutions meres préparées préalablement. En suite, 1 ml de ce mélange
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sert a ensemencer 9 ml du milieu d’enrichissement (bouillon Sélénite - Cysteiné contenant

I’additif), celui-ci est incubé pendant 24 heures a 37°C (Guiraud, 1998, Dennai et al, 2001).

Le pré enrichissement non sélectif a I'EPT L'enrichissement sélectif

Incubation 37°C ‘ SM=10"! | 3 Incubation a 37°C
durant 24h. pendant 18 a 24h
1ml
4

-~

bouillon Sélénite — Cysteiné

Figure 10: Schéma représente 1’étape de prés-enrichissement et d’enrichissement.

Apres I’enrichissement, on ensemence en trois cadrans le milieu solide d’isolement : La
gélose SS. Les boites sont incubées 24 heures a 37°C et les colonies sont identifiées (Guiraud,
1998, Dennai et al, 2001).

Les colonies typiques de Salmonella sont incolores a centre noir sur la gélose SS.

Isolement sur milieux solides

——

) J

étalement avec I'anse de platine P
‘ bouillon Sélénite — Cystein|

Incubées 24 heures a 37°C ’ Colonies incolores a centre noir

Figure 11: Etapes de recherche des salmonelles.
Confirmation

L’identification se fait par voie biochimique grace a des tests réalisés avec des
entérotubes (Galerie classique) ou la galerie AP1 20E.
La galerie APl 20 B (Bio Mérieux) est composée de 20 microstubes contenant des

substrats déshydratés pouvant détecter 21 caractéres biochimiques (Harley et al, 2010).
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I ]

Figure 12: Préparation de la galerie AP1 205 (voir I’annexe 02).
A : Prélevement des colonies suspectés. B : Introduire la suspension bactérienne
dans les tubes de la galerie. C : galerie préparée avant 1’incubation.
Toutes les colonies caractéristiques feront 1’objet d’une identification
e Morphologique par coloration de gram (forme et gram) (voir I’annexe 03).

e Biochimique par I’utilisation des milieux

% TSI (Gélose Glucose-Lactose-Saccharose-H2S)
A T’aide d’une anse contenant des colonies prélevées, on ensemence la pente puis le
culot d’un tube par piqlire centrale. L ’incubation se fait a4 37°C pendant 48 a 72h.
e Une coloration jaune de la pente indique un lactose positif.
¢ Une coloration jaune du culot montre un glucose positif.
¢ Une coloration jaune de la zone intermédiaire indique un saccharose positif.
Ce test permet également de voir la production de H2S (noircissement de la zone

joignant la pente et le culot) et de gaz (bulles dans la gélose) (Marchal et al, 1991).
% Mannitol-mobilité

Le mannitol est un produit de réduction du D-mannose. Il permet de rechercher
simultanément la fermentation du mannitol et la mobilité. On a ensemencé les souches
étudiées dans le milieu par pigdre centrale et incubé a 30°C + 1°C pendant 18 a 24 h.

Le virage au jaune du milieu indigue la fermentation du mannitol, une diffusion dans la
gélose indique la mobilité des bactéries (Marchal et al, 1991).
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« Citrate de Simmons

Ce milieu ne contient qu’une seule source de carbone : Le citrate. Seules les bactéries
possédant une citrate-permease sont capables de se développer sur ce milieu. La pente du
milieu est ensemencée selon une strie longitudinale au moyen d’une anse contenant une
colonie et incubé a 37°C pendant 5 jours.

e Citrate-positive : Culture avec alcalinisation du milieu (virage de I’indicateur au bleu).
e Citrate-négative : Pas de culture (coloration verte de milieu inchangée) (Marchal et al,
1991).
% Urée indole
Ce milieu permet de mettre en évidence
o Laprésence d’une uréase

Cette enzyme dégrade 1’urée qui provoque 1’alcalinisation de milieu, mise en évidence

grace au virage de I’indicateur de pH le rouge de phénol au rose fuchsia.
o La production de 'INDOLE

La dégradation de L-tryptophane présent dans le milieu par tryptophanase
s’accompagne d’une production d’indole.

Avec D’addition de réactif de Kovacs 1’indole forme un complexe coloré en rouge
caractéristique.

o Présence d’un tryptophane désaminase (TDA)

La dégradation de L-tryptophane par tryptophane-désaminase (TDA) résulte la
production de l'acide indole-pyruvique qui est mis en évidence grace a la coloration brune
caractéristique qu'il donne en présence du réactif : Le chlorure de fer en solution acide.

®,

% Kiligler hajna
C’est un milieu coulé en tube incliné avec un culot d'au moins 3 cm. Il est ensemencé en
profondeur par piqdre centrale et sur la pente en strie. L’incubation a 37°C pendant 24h.
Pour mettre en évidence
o Lutilisation du lactose
o La fermentation du glucose
o Laproduction d'H2S
o La production de gaz
o La lysine décarboxylase
o La B-galactosidase pour les bactéries lactose - (test ONPG)
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3.3.3. Expression des résultats

Les boites contenantes entre 10 et 150 colonies (entre 10 et 300 colonies pour la flore
mésophile aérobie totale) sont retenues. On détermine le nombre des germes apparus au

niveau de nos cultures selon la norme AFNOR d’apreés 1’équation suivante

(n1+0.1x n2) x d

N : le nombre de bactéries présentes dans 1’échantillon par gramme (g) de produit

X.C: la somme des colonies comptées par boite

n1 : nombre des boites retenues a la premiére dilution
n2 : nombre des boites retenues a la deuxiéme dilution
d : facteur de dilution a partir duquel les premiers comptage ont été obtenus

3.3.3.1. Méthode d’Interprétation des résultats d’analyse

Les résultats des analyses microbiologiques sont interprétés a partir des criteres
microbiologiques fixés par des normes, ces critéres d’appréciation sont définis par 1’arrété
Ministériel du 27 Mai 1998 publié sur le Journal Officiel de la République Algérienne

Démocratique et Populaire n°35 a :

a. Un plan a 3 classes

Suivant les critéres de référence m :

- Si les résultats sont inférieurs ou égaux a 3 m, le produit est "satisfaisant”.

- Si les résultats sont supérieurs a 3 m et inférieurs ou égaux a 10 m, le produit est
"Acceptable” (M =10 m).

- Si les résultats sont supérieurs a 10 m, le produit est "non satisfaisant".

b. Un plan a 2 classes

Pour les salmonelles, I'interprétation est faite comme suite :

- "Absence" qualité satisfaisante.

- "Présence™” qualité non satisfaisante (Journal Officiel de la République Algérienne.
1998).

27



Chapitre 4 :
Résultats et Discussions



Chapitre 4 Résultats et Discussion

1. Résultats obtenus apres les analyses bactériologiques

Apres la réalisation des différentes analyses de recherche et de dénombrement de la

charge microbienne, nos résultats sont organisés comme suit :

1.1.Flore aérobie mésophile totale

Figure 13: Mise en évidence de la flore aérobie mésophile sur milieu PCA.

A. Avant I’incubation. B. Apreés I’incubation a 30°C pendant 24h.

La photo B au-dessus montre des colonies crémeuses des FTAM qui sont apparaitre
d’une forme ronde et lenticulaire en masse avec des tailles petites et moyennes et d’une

couleur blanchétre, leur aspect est lisse.
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1.2. Coliformes fécaux

Figure 14: Mise en évidence la présence des coliformes fécaux sur DCL.

A. Avant I’incubation. Bl et B2. Aprés I’incubation.

Les photos B1 et B2 au-dessus montrent des colonies grandes et petites, d’une couleur
rouge ou rosatre-rouge (lactose-positif), avec un aspect opaque, un contour pale, rondes,
bombes et lisses.
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1.3. Staphylocoques présumés pathogénes

e

:\‘." P

Figure 15: Mise en évidence la présence des Staphylococcus aureus sur gélose BP.

A. Témoin. Bl et B2. Aprés I’incubation.

Les photos B1 et B2 au-dessus montrent des colonies suspectes de gris foncé a noires,

brillantes, convexes et opaque, entourées d'un halo clair.
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1.3.1. Caractéristiques microscopiques

Grappe de raisin

Diplocoque

Figure 16: Aspect microscopique de Staphyloccocus aureus (coloration de Gram Gx100).

La figure n°16 représente les S.aureus sous forme des coques en amas (grappe de raisin)
Gram positif.

1.3.2. Résultat des tests de confirmation

%+ Test catalase

Les staphylocoques sont capables de décomposer 1’eau oxygénée grace a la catalase

(Guiraud, 2012).
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Figure 17: Mise en évidence du test catalase.

A. Témoin avant I’incubation. B. Aprés I’incubation.

La photo B montre des bulles d’air due a la dégradation du peroxyde d’hydrogéne

(H202) grace a la catalase sécrétée par la souche.

+ Test coagulase

La mise en éevidence d'une activité coagulase libre chez une souche de Staphylococcus
est un des critéres d'identification de Staphylococcus aureus en médecine humaine (Dellaras,
2007).

Figure 18 : Test de coagulase pour la souche S.aureus réalisé sur plasma du lapin.
A. Témoin avant I’incubation. B. Apreés I’incubation.

La photo B représente une coagulation claire dans la totalité du milieu due a la sécrétion

de I’enzyme coagulase par la souche S.aureus.
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1.4. Spores de Clostridium sulfito-réducteurs

Figure 19: Milieu viande foie pour la recherche de Clostridium sulfito-réducteurs (résultat
négatif).
L’analyse bactériologique des plats cuisinés montre I’absence des colonies typique de

Clostridium (noires, volumineuses).

1.5. Les salmonelles

Au cours de notre recherche nous avons remarqués aprés isolement sur milieu SS des
colonies incolores a centre noir (aspect typique des salmonelles sur milieu SS dans la dilution
10Y). Dans le lieu 01 ces colonies ont été trouvées dans le chawarma grillé (souche 1) et les
frites (souche 2). Alors que dans le lieu 02, elles ont été trouvées seulement dans le chawarma

cuit sous plagque chauffante (souche 3).
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Figure 20: Mise en évidence la présence des salmonelles dans le milieu SS.

A. Avant I’incubation. B. Apres I’incubation (absence des colonies typique).
Clet C2. Apres I’incubation (présence des colonies typique de salmonelle).

Pour confirmer la présence de salmonelle nous avons réalisé une série des tests

d’identification et nous avons noté les résultats suivants :
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=  Coloration de Gram

Figure 21: Aspect microscopique des souches isolées de milieu SS (coloration de Gram
Gx100).

Souche (1) : Bacilles rose (Gram -), mobile.
= Résultat des tests biochimiques pour la souche 02 isolée a partir de lieu 01.

> Test TSI

Figure 22: Aspect de la souche typique isolée de milieu SS sur milieu TSI.

A. Avant I’incubation (Témoin). B. Apres I’incubation (37°C pendant 24h).

Photo n°22 montre un virage de couleur due a la fermentation des sucres, une

production de H>S traduit par la couleur noire ainsi une production de gaz.
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» Test Kligler hajna

Figure 23: Aspect de la souche typique isolée de milieu SS sur milieu Kligler hajna.

A. Avant I’incubation. B. Apres I’incubation (37°C pendant 24h).

La photo montre une couleur noire représente la production de HS, culot rouge et pente

rouge qui sont les caracteres des bactéries de type oxydatif du glucose ou glucose - et lactose-.

» Test Urée Indole

Test uréase

Figure 24: Mise en évidence de 1’uréase.

A. Avant I’incubation. B. Aprées I’incubation (37°C/24h).

Photos n°24 montre un virage de couleur due a la présence de 1’enzyme uréase.
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Test TDA
I I
Figure 25: Mise en évidence de la TDA.
A. Avant I’incubation. B. Apres I’incubation.

Photo n°25 montre 1’apparition d’un précipité brun aprés ’addition de réactif TDA due

a la présence d’acide indole pyruvique issu de la désamination du tryptophane.

Test Indole

Figure 26: Mise en évidence de la production d'indole.

A. Avant I’incubation. B. Apres I’incubation.

Photo n°26 montre 1’apparition d’anneau rouge juste aprés 1’addition de réactif Kovacs

due a la présence de tryptophanase.
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» Test Citrate de Simmons

Figure 27: Aspect de la souche typique isolée de milieu SS sur milieu Citrate de Simmons.
A. Avant I’incubation(Témoin). B. Apres I’incubation (Citrate positive).
Photo n° 27 montre un virage de couleur.

» Test mannitol-mobilité

Figure 28: Aspect de la souche typique isolée de milieu SS sur milieu mannitol-mobilité.

A. Avant I’incubation(Témoin). B. Aprés I’incubation (37°C pendant 24h).

Photo n°28 B montre :

= Une souche mannitol+ signifié par un virage de couleur
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= Une souche de mobilité- signifié par la présence des colonies au lieu de
I'ensemencement.

= La présence des bulles d’air montre une respiration des nitrates : Le gaz est alors
No.

Les résultats des tests biochimiques sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau 1: Résultat des tests biochimiques pour la souche 02 isolée.

TSI Kligler Uréase | TDA | Indole | Citrate | Mannitol | Mobilité
hajna
Isolée
Souche + + + + + + + -

2

Il ressort de ce tableau que la souche 02 n’appartient pas au genre Salmonella autant
que ces bactéries sont: Glucose+, Lactose-, H.S+, Uréase-, Indole-, TDA-, Citrate+,

mobilité+.

» Résultats des API120E la souche 01 et 03

Figure 29: Résultats de la galerie API 20F pour la souche 01.

A. Résultat visuelle de test. B. Chiffre correspondant.

39




Chapitre 4 Résultats et Discussion

Figure 30: Résultats de la galerie API 20F pour la souche 03.

A. Résultat visuelle de test. B. Chiffre correspondant.

Aprés D'identification morphologique, biochimique et la détermination de code

numérique a I’aide du catalogue analytique nous avons trouvé que ces 2 souches isolées sont :

o Souche 01 : Serratia liquefaciens (avec une probabilité brute < 0.0001 % et 1
exclusion) dans 1I’échantillon de chawarma de lieu 01.

o Souche 03 : Citrobacter braakii (avec une probabilité brute < 0.0047 % et 1

exclusion) dans 1’échantillon de chawarma de lieu 02.
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Résultats et Discussion

2. Les résultats de dénombrement

Les critéres bactériologiques applicables aux différents repas analysés (chauds et

froids), sont définis par I’arrété ministériel du 27 mai 1998 publié sur le journal officiel de la

République Algérienne Démocratique et Populaire n°35.

Tableau 2: Résultats de dénombrement des échantillons du plat cuisiné (valeurs en UFC/g).

Echantillon Chawarma Frites Salade Norme
Germe
Recherchés Cl CZ Fl F2 S:I. SZ
Flore 3,7.10° | 44.10°| 46.10° | 51.10° | 6,4. 10° | 6,8.10° 3.10°
Meésophile
Aérobie Totale a
30°c
Coliformes 1,4.102 | 2,3.102 | 29.10% | 3,4.10% | 52.102 | 2,2.10° 10
Fécaux
Staphyloccocus | 3,1.10% | 2,4.10%| 2,8.10° | 3,1.10° | 2,2.10° | 3,2.10° 102
Aureus
Clostridium Absence | Absence | Absence | Absence | Absence | Absence 30
Sulfito-
Réducteur a
46°C
Salmonelles Absence | Absence | Absence | Absence | Absence | Absence | Absence
C1 : Chawarma grillé de lieu01

C2:
F1:
F2:
: Salade de lieu 01

S1

S2:

Chawarma cuit sous plaque chauffante de lieu 02
Frites de lieu 01
Frites de lieu 02

Salade de lieu 02
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Etude comparative des résultats de dénombrement entre les plats cuisinés prélevés
de lieu 01 contenant le chawarma grillé et de lieu 02 contenant le chawarma cuit sous

plague chauffante

2.1. Flore aérobie mésophile totale

Nombre de
germes UFC/g
6,8.10°
700000 - 6,4.10°
600000 - 5,1.10°

] 44105 4610°
500000 | ;¢ Lieu01

300000 -
200000 -
100000 - |

0 T T T 1
Chawarma frite salade Norme

Lieu02

Norme

Plat cuisiné

Figure 31: Comparaison entre les résultats de dénombrement des FTAM entre le plat
contenant le chawarma grillé et le plat contenant le chawarma cuit sous plaque chauffante.

Les résultats obtenus aprés le dénombrement des flores mésophiles totaux sont
mentionnés dans le graphe n°31.

1. Pour le chawarma : les deux échantillons étudiés (grillé et sous plaque chauffante)

montrent une contamination par la FTAM respectivement 3,7.10° UFC/g et 4,4.10°
UFC/g, ces valeurs dépassent les limites de la norme recommandé par la
réglementation Algérienne.

Le nombre des colonies de FTAM pour le chawarma grillé est inferieur par rapport au
nombre des colonies pour le chawarma cuit sous plaque chauffante, cela est probablement due
a la contamination qu’est apportée aprés cuisson, c’est-a-dire aux cours de la préparation de
plat (manque d’hygiéne au niveau des locaux de préparation, hygiéne du personnel).

Le chawarma grillé cuit par rayonnement de chaleur provenant de la flamme au niveau
des radians. Une rotation de la masse autour de la source de chaleur permet une cuisson
progressive sur toute la surface et a cceur, cette propriété conserve sa qualité bactériologique
jusqu’au moment de préparation pour étre distribuer, par contre le chawarma cuit sous plaque
chauffante qui est apres sa cuisson peut étre stocke du coté et server plusieurs fois sans

réchauffement.
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2. Le nombre des colonies de FTAM dans les frites de lieu 01 est: 4,6.10° UFC/qg,
cette valeur est inférieure au nombre des colonies dans les frites de lieu 02 qui est :
1.10°UFC/g. Les valeurs des deux échantillons dépassent les limites de la norme
recommandé par la réglementation Algérienne, cela est probablement due a :

= La période et la température de conservation jusqu’a la consommation.

3. Le nombre des colonies de FTAM dans la salade de lieu 01 est 6,4.10° UFC/g, ce
dernier est inférieur au nombre des colonies dans la salade de lieu 02 qui
est 6,8.10°UFC/g. Ces valeurs dépassent les limites de la norme recommandé par la
réglementation Algérienne, cela est probablement due a :

= Le non propreté de I’ecau de rincage, equipement de nettoyage et de
découpage
= Les germes peuvent se coller a leur surface et en cas d’absence de
désinfectant ils persistent
= Absence d’eau courante pour le ringage
D’apres Guiraud JP (2012), les Aérobie Meésophile Revivifiable est un bon indicateur de
la qualité générale, de degré de contamination bactérienne, de stabilité des produits ainsi que
de la qualité hygiénique des produits alimentaires (Guiraud JP, 2012).
Sur le plan technologique, une flore mésophile nombreuse indique que le processus
d'altération microbienne est engagé (dégradation aérobie) (Rosset, 1982).

Ces germes sont considérés comme un témoin de la rupture de la chaine du chaud, de la

chaine du froid ou d'une durée de conservation trop longue. La flore mésophile reste le

meilleur indice d’appréciation de la qualité commerciale du produit.
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2.2. Coliformes fécaux

Nombre de
germes UFC/g
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Figure 32: Comparaison entre les résultats de denombrement des Coliformes fécaux entre le
plat cuisiné contenant le chawarma grillé et le plat cuisiné contenant le chawarma cuit sous
plague chauffante.

Les résultats obtenus aprés le dénombrement des coliformes thermotolérants sont
mentionnés dans le graphe n°32.

Nous avons remarqué que la charge globale des coliformes thermotolérants dans le plat
cuisiné de lieu 02 est élevée par rapport a la charge globale de ces germes dans le plat cuisiné
de lieu 01 selon I’ordre suivant :

» 2,3.102 UFC/g pour le chawarma cuit sous plaque chauffante et 1,4.102 UFC/g pour le
chawarma grillé.

> 3,4.102 UFC/g pour les frites de lieu 02 et 2,9.102 UFC/g pour les frites de lieu 01.

> 5,2.102 UFC/g pour les salades de lieu 02 et 2,2.10> UFC/g pour les salades de lieu01.

La contamination par les coliformes fécaux est révélatrice de mauvaise conditions
d’hygiene et particuliecrement indicatrices de contaminations fécales et par conséquent de
défauts survenus lors de I’éviscération ou des comportements non hygiéniques des
manipulateurs, vu que les coliformes sont des bactéries saprophytes du tube digestif de
I’homme (Basel et al, 1983).
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2.3. Staphylococcus aureus
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germes UFC/g
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Figure 33: Comparaison entre les résultats de dénombrement des Staphylococcus aureus
entre le plat contenant le chawarma grillé et le plat contenant le chawarma cuit sous plaque
chauffante.

Les résultats obtenus apres dénombrement des Staphylococcus aureus sont mentionnés
dans le graphe n°33.

Il ressort de ce graphe que la charge des Staphylococcus aureus danstous les
échantillons a dépassé les normes maximales suggérées par la réglementation Algérienne :

1. Le chawarma grillé montre une contamination par les Staphylococcus aureus plus

élevé que celle de chawarma cuit sous plaque chauffante avec 3,1.10° UFC/g et
2,4.10% UFC/g respectivement.

2. Les frites de lieu 01 montre une contamination par les Staphylococcus aureus
inférieure a celle des frites de lieu 02 avec 2,8.10° UFC/g et 3,1.10° UFC/g
respectivement.

3. La salade de lieu 01 montre une contamination par les Staphylococcus aureus
inférieure a celle de la salade de lieu 02 avec 2,8.10° UFC/g et 3,1.10° UFC/g
respectivement.

D’apres Buyser et Hennekinne (2009), la présence de ce germe dans I’environnement
est vraisemblablement due a une contamination par ’homme ou les animaux (Buyser et
Hennekinne, 2009),

La présence des S. aureus témoigne d'une hygiéne insuffisante, tient de 1’action des
contaminants exogenes (le vent, la poussiére...) et aussi la contamination d’origine endogéne

ou humaine a travers les manipulations et les sécrétions (la salive, la sueur), ce germe permet
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de déterminer les produits qui présentent le plus de risques d’intoxication staphylococciques
grace a les entérotoxines (Salifou et al, 2013).
Alors la contamination dans les différents échantillons est probablement due a :
e La matiére premiére : le lieu d'approvisionnement, les conditions de transport, de
préparation et de conservation.
e Mauvaise condition de travail souffrant d'une sinusite ou d'une angine travaillent a
cause de I'effectif réduit du personnel.
e |’effet personnel (I’utilisation continu des mains, certains comportements tels que
bavardage, l'usage du cure-dent, le port de bracelets, de bagues, il peut méme arriver

que les personnes ayant des plaies a la main ou au bras).

2.4. Clostridium Sulfito-Réducteur
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Figure 34: Comparaison entre les résultats de dénombrement des Clostridium Sulfito-
Réducteur entre le plat contenant le chawarma grillé et le plat contenant le chawarma cuit
sous plaque chauffante.

Les résultats obtenus aprées le dénombrement des Clostridium Sulfito-Réducteur sont
mentionnés dans le graphe n°34.

Nous avons noté I’absence totale de Clostridium Sulfito-Réducteur dans les différents
échantillons de plat cuisiné, et selon Rozier (1985), le NaCl et les épices diminuent la
résistance des Clostriduim sulfito-réducteurs (Rozier et al, 1985). Leur absence démontre que
le plat subit un traitement thermique au niveau de la cuisson.

D’aprés Daube (2002), la présence de Clostridium Sulfito-Réducteur dans la chaine peut

étre révélatrice d’indice de contamination fécale et ou le germe est ingéré en grand quantité,
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cela est considéré comme dangereux pour la santé publique. Ce qui nous informe que ces

lieux sont conformes aux normes de la Iégislation Algérienne et Européenne (Daube, 2002).

2.5. Salmonelles
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Figure 35: Comparaison entre les résultats de dénombrement des salmonelles entre le plat
cuisiné contenant le chawarma grillé et le plat cuisiné contenant le chawarma cuit sous plaque
chauffante.

Les résultats obtenus apres le dénombrement des salmonelles sont mentionnés dans le
graphe n°35.

Apres les tests d’identification nos résultats montrent aucune salmonelle a été isolée au
cours de cette étude, par contre ils ont confirmé la présence de Serratia liquefaciens a partir
de I’échantillon du chawarma grilleé et Citrobacter braakii & partir de 1’échantillon du

chawarma cuit sous plaque chauffante.

3. Niveau d’hygiene suivant le type de germe

L'interprétation des résultats est faite selon le Journal Officiel de la République
Algérienne n=35° mai 1998

Le calcul de la moyenne (moy) de contamination des plats cuisinés de lieu 01 et lieu 02

a été realise a partir des résultats de dénombrement :

3.1. Niveau d’hygiéne des FTAM

e moy de plat cuisiné de lieu 01 = 1,4.10° UFC/g
e moy de plat cuisiné de lieu 02 = 1,6.10° UFC/g
Notant que :
v' m=3.10°UFC/g
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v 3m =9.10° UFC/g
v' M =3.10°UFC/g
Tous les échantillons des plats cuisinés de lieu 01 ont un niveau de contamination
supérieur a m et inferieur a 3m, donc le plat est considéré comme satisfaisant.
Tous les échantillons des plats cuisinés de lieu 02 ont un niveau de contamination

supérieur a 3m et inferieur & M, donc le plat considéré comme acceptable.

3.2. Niveau de contamination des coliformes fécaux

e moy de plat cuisiné de lieu 01 = 3,1 . 102 UFC/g
e moy de plat cuisiné de lieu 02 = 3,9 . 102 UFC/g
Notant que :
v" m=10 UFC/g
v' 3m =30UFC/g
v" M =100UFC/g
Tous les échantillons des plats cuisinés de lieu 01 ont un niveau de contamination
supérieur a M, donc le plat est considéré comme non satisfaisant.
Tous les échantillons des plats cuisinés de lieu 02 ont un niveau de contamination

supérieur a M, donc le plat est considéré comme non satisfaisant.

3.3. Niveau de contamination des Staphylococcus aureus

e moy de plat cuisiné de lieu 01 =2,7 . 103 UFC/g
e moy de plat cuisiné de lieu 02 =2,9 . 103 UFC/g
Notant que :
v' 'm=10? UFC/g
v 3m =3. 102 UFC/g
v' M =102 UFC/g
Tous les échantillons des plats cuisinés de lieu 01 ont un niveau de contamination
supérieur & M, donc le plat est considéré non satisfaisant.
Tous les échantillons des plats cuisinés de lieu 02 ont un niveau de contamination

supérieur a M, donc le plat est considéré comme non satisfaisant.

3.4. Niveau de contamination des Clostridium Sulfito-Réducteur

Tous les échantillons des plats cuisinés de lieu 01 et lieu 02 démontrent une absence
totale de contamination par les Clostridium Sulfito-Réducteur donc les deux plats sont

considérés comme satisfaisant.
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3.5. Niveau de contamination des salmonelles

Tous les échantillons des plats cuisinés de lieu 01 et lieu 02 démontrent une absence
totale de contamination par les salmonelles mais cela ne signifie pas que les plats sont
satisfaisants a cause de la présence de Serratia liquefaciens dans le plat 01 et Citrobacter

braakii dans le plat 02, donc les deux plats sont considérés comme non-conforme.

Tableau 3: Niveau de contamination globale des plats cuisinés (de lieu 01 et lieu 02).

Lieu 01 Lieu 02
FTAM Satisfaisant Acceptable
Coliformes fécaux Non Satisfaisant Non Satisfaisant
S.aureus Non Satisfaisant Non Satisfaisant
Clostridium Sulfuto- Satisfaisant Satisfaisant
Réducteur
Salmonelles Satisfaisant Satisfaisant

4. Discussion générale

Notre étude est basée principalement sur la comparaison entre la charge bactérienne des
deux types de chawarma cuisent sous deux maniere différentes, dans ce contexte nous avons
trouvé que le chawarma grillé présente un taux de contamination par les staphylocoques
supérieur au taux trouvé dans le chawarma cuit sous plaque chauffante, ce résultat est
alarmant car ces germes sont trop dangereux et selon Salifou (2013), présente le plus de
risque d’intoxication staphylococcique graces a les entérotoxines (Salifou et al ,2013).

Par ailleurs, nous avons noté que le chawarma cuit sous plaque chauffante est distingué
par un taux de contamination par les coliformes fécaux et les FTAM plus important & ce qui
présent dans le chawarma grillé, sachant que ces germes sont généralement des indicateurs de
mauvaises conditions d’hygiéne, alors que les coliformes fécaux de fagon spécifique sont des
agents pathogénes et dangereux pour les humains lorsqu’ils sont présents en grand nombre.
Ils sont la preuve d’une contamination fécale. Ces résultats sont proches a ceux trouvés par
Etchri (1997).

De plus il existe d’autres germes pathogenes qui sont :

Serratia liquefaciens isolée a partir de chawarma grillé qu’est d’aprés Mossad S.B
(2008), appartient au genre Serratia et a la famille des Enterobacteriaceae. Elle est largement

distribuée dans la nature, y compris I'eau des riviéres, les minéraux, I'eau de source et de table,
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les eaux usées domestiques, le poisson, la viande hachée et le lait ou la créme pasteurisés
(Mossad S. B, 2008).

La contamination peut étre se propage par 1’eau souillée lors de lavage des mains des
manipulateurs.

Citrobacter braakii isolée a partir de chawarma cuit sous plaque chauffante, selon
Trivedi MK et al (2015), cette espece est largement distribuée dans I'eau, le sol et les aliments
dans l'environnement. Elle est également couramment trouvée dans les voies urinaires,
intestinales et respiratoires de I'nomme et des animaux, appartient a la famille des
entérobactéries. Elle a été associée a diverses infections nosocomiales et communautaires
chez I'nhnomme (Trivedi MK et al, 2015).

Tous les échantillons de plat cuisiné vendu dans les lieux 01 et 02 démontrent une
absence des Clostriduim et de salmonelle. Egalement la présence de FTAM avec un niveau de
contamination considérée par JORA comme satisfaisant pour le plat de lieu 01, ces résultats
sont proches de celui trouvés par (Diallo M, 2010) qui a trouvé un taux de satisfaction vis-a-
vis des mésophiles anaérobies égale a 100% pour I’ensemble des échantillons d’un plat
cuisiné. Par ailleurs le plat du lieu 02 est peu satisfaisant (acceptable).

Mais malheureusement nous avons jugé que la qualité des deux plats est non
satisfaisante, puisqu’ils ont des taux de contamination par les Coliformes fécaux et les
S.aureus qui dépassent les normes maximales suggerées par JORA.
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Conclusion

La restauration collective revétant une importance considérable tant pour 1’économie du
pays que pour la santé des individus.

Toute au long de notre recherche, nous avons essayé d’évaluer la qualité
bactériologique et hygiénique des plats cuisinés servis par deux restaurations collectives
privées de la wilaya de Biskra.

Trois échantillons différents de plat cuisiné « frite, salade, chawarma grill ou chawarma
cuit sous plaque chauffante » ont été analysés afin d’apprécier le niveau de contamination des
échantillons par les germes : FTAM, coliformes fécaux, Staphylococcus aureus, anaérobie
sulfito-réducteur, salmonelle et de comparer les résultats obtenus avec les normes citées dans
la réglementation Algérienne.

Nous avons pu déceler une différence sur le plan bactériologique des plats cuisinés de
deux restaurations collectives, le principale cause prend sa source de la présence de deux
différents types de chawarma qui ont des différents niveaux des contaminations et différents
types de germes.

Nous avons conclu que la qualité des deux plats ne sont pas conformes aux normes du
Journal Officiel Algérien notamment a cause de la présence des coliformes fécaux, des
Staphylococcus aureus et la présence des entérobactéries tel que Serratia liquefaciens dans le
chawarma grill qui est responsable des infection urinaires et qui peut révéler des infections
nosocomiales résistantes, aussi Citrobacter braakii dans le chawarma cuit sous plaque
chauffante qui est associée a diverses infections nosocomiales et communautaires chez
I'nomme , ces germes ont apparu apres cuisson, aux cours de préparation pour le servis et ¢a
revient toujours a la cause principal« le manque d’hygiéne».

Ces résultats exigent d’autres études et ouvrent de nouvelles perspectives :

> Contribution a I'étude de la qualité microbiologique des différentes composantes
de la cuisine de restauration collective, on estime d’évaluer la propreté des
surfaces de travail et les locaux (paillasse, table de travail...) des ustensiles
(plateaux, spatule, marmite...) et main des personnes autant au contact avec les
aliments.

> ldentification et caractérisation des flores fongiques et son influence sur la
qualité organoleptique.

» Etude de taux des germes entre le matin et le soir du méme jour.
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Recommandation

Les résultats d’analyses bactériologiques montrent que les consommateurs ne sont pas a
I’abri des toxi-infections alimentaires collectives. Les risques pour les consommateurs restent
présents, sans toutefois étre alarmant.

Pour réduire ces risques d’accidents, il convient :

Pour les manipulateurs :

%+ Former et de sensibiliser le personnel, et les restaurateurs

% Les vétements de travail doivent étre distincts des vétements civils
% Les bijoux (les piercings, les montres ou bagues) sont interdits

% Sensibiliser a l'interdiction de fumer et de manger dans les cuisines
%+ Chaque Manipulateur doit avoir un certificat médical

¢ L’utilisation d’une équipe spéciale affectée au nettoyage et a la désinfection est

la meilleure solution pour obtenir de bons résultats.

Pour les produits :
% La manipulation des produits apres le stockage au froid (respectent la chaine du
froid et du chaud).

% Surveillance du produit a la réception, et la qualité de I’emballage.

 Impliquer les vétérinaires et les hygiénistes a la conception et a la construction

des restaurants.

Pour Les locaux :

¢+ lls doivent étre aérés avec des ventilations filtrantes (vérifiées périodiquement).

« Suivre un plant de nettoyage et désinfection avec des produits d’entretien

autorisés dans la restauration collective des locaux et matériels.

% L’utilisation d’une équipe spéciale affectée au nettoyage et a la désinfection est

la meilleure solution pour obtenir de bons résultats.

v’ Installation le systtme HACCP (Hazard Analysis Critical Control Points) dans
restauration collective ceci permet de préserver la qualité des repas contre toutes

formes de contamination.
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Annexe 01
La composition de certains milieux de culture

Eau peptonée tamponnée :

LIPePtONe. .. 20g.
|Chlorure de sodium..............ccooeeiiiiiininnn. 5¢.
IPhosphate di sodique..............cccoviiiiinnnnn. 9g.

JPhosphate mono potassique........................ 1, 5g.
IEau distillée..........oooveiiiiiiiiiiiiine, 1000ml.

pH=7,2

Geélose PCA :

LIPEPLONE. ...t Sg.

CExtrait de viande........ocooiviiiiiniiiiiiieneean, 2,5¢.
|Glucose (facultatif : présent dans le milieu PCA).......1g.
JGELOSE. ..ttt 15g.

IpH =7,2.

Gélose Désoxycholate :

R )1 1) o U 10g.
JLACLOSE. .o uveente et 10g.

[1Désoxycholate de sodium........................... 0,5/1g.

[JChlorure de sodium..................ccccveninrnnnnnne. 50,
IRouge neutre............coveviiiiiiiiniiinieenee.nn. 30mg.

JGELOSE. ..ttt 12g.
DEaudistillée......coovviiiiiiiii e, 1000ml.
pH=7,1.

Gélose Viande Foie sulfito-réducteurs :

CIExtrait viande —foie...........cociiiiiiiii, 30g.
IGIUCOSE. . evvieteiee e 29.
JAMIAON. ...ttt e 2g.

[IGELOSE. « et 12g.

DEaudistillée. ..o, 1000ml.

IpH =7,6.

Gélose Baird Parker :

LIPEPIONE ©oeiiieecce e 10,09

[Extrait de viande de boeuf :........ccovveeeveeineee, 4,09

LEXtrait de [eVUIE fuveveicieee et 2,0g

CIPyruvate de Sodium @ ......coooviiiiiiiieens 10,0g.

CIGlYCoCOlle. ... 12,0g

CIChlorure de Tithium @, 5,09

CIAQAr-agar & 20,0g

I T 1000ml.

A ajouter en conditions stériles juste avant I'ensemencement (sinon détruit par l'autoclavage) :
“Emulsion de jaune d'ceuf (Stérile) : ........ccc........ 50,0ml.

pH=7.2
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Gélose SS :

D <) 017 ) 1 T 10g.
CExtrait de viande.............ccoovvviiiiiininiienenn . 58,
2T {1 10g.
ISels biliaires. ........oovvvuiiiiii i, 6g.
CICitrate de sodium..........cooviiiiiiiiiiineninnnns 8,5¢g.
|Citrate de fer ammoniacal..............................1g.
IThiosulfate de sodium..............c.cveevenninin 8,5g.
TTROUGE NBULIE. ...t eeeennn. 25,
TVertbrillant..........ooooeviiiiiii e, 0,33mg.
JGELOSE. ..t 13g.
TEaudistillée.......oovvveiiiiiiieceee e 1000ml.
IpH=7.
Mannitol Mobilité :
|Peptone trypsique de viande .............ccccue...e. 20g.
IManNitol ... 29.
CINitrate de Sodium .......cccovveiiiiicieiiceiene 1g.
“IRouge de phénol 1% .......cccccovevreiiicnnnnn. 4ml.
N - | PSR 4q.
CIEaU distillée ..oovvveeeceeec e, 1000ml.
pH=8,1
TSI : (Triple Sugar Iron)
ITIYPIONE. .. .ei e 14,0 g.
|Extrait autolytique de levure...........cccccoevvevvennnnee. 3,00.
CEXtrait de VIANGE .....vveeiiiiei ettt 3,04.
LIGIUCOSE. ...ttt 1,0g.
1 2 o3 (0 LT 10,0 g.
[SACCNATOSE ...eieieveie sttt 10,0 g.
IChlorure de SOdIUM........coociviiiiiciie et 5,00.
[IThiosulfate de SOAIUM........vvveveeee et 0,3g.
ICitrate ferriqgue ammoniacal ............ccccceevvriievievennnnnn. 0,3g.
'Rouge de phénol..........cccoeiiiiiniiiiee 24,0 mg.
'Agar agar bactériologique..........ccecervreririeeneenieeenn 13,5.
TTEQU dISEIHIBE . e 1000ml.

pH=7,4%0,22a25°C.

Milieu urée-indole :

L. Tryptophane .........ccccooveieieiniiiiiceine 30.
IPhosphate mono potassique ..........cccceeveeneen. 1g.
CIChlorure de sodium .........ccccceevveieieeeeiennn, 5¢.

UPBE s 209
TTAICO0I 295 .. 10ml
"TRouge de phénol ..........ccccvvvveieneieere e 0,025g.
CTEQU diStIllEe ... 1000ml
Réactif de Kovacs :

‘Paradimethylamino-benzaldehyde ................ 50.
C1Alcool amylique ......ooeeeeei 75ml.

TKCTPUT e 25ml.
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Figure 36: Préparation des milieux des cultures.

Annexe 02

Le mode opératoire de Galerie AP1 20F :

Préparation

A partir d’une culture pure (de 18a 24h) d’entérobactérie ou autre bacille a gram
identifiable sur la galerie APl 20F, préparer une suspension bactérienne homogéne dans un
tube contenant 5 ml d’eau physiologique stérile ou d’eau distillée stérile.

Inoculer la galerie suivant le mode opératoire du fabricant, en notant que :

- Cupules simples ex : GEL Remplir la partie inférieure.

- Cupules encadrées ex : |CIT| ; |VP| Remplir la cupule en entier.

- Cupules soulignées ex : H2S Remplir la partie inférieure puis compléter avec de I’huile
de paraffine.

-Incuber a 37°C pendant 18 a 24h (Dellaras, 2007).

Lecture de La Galerie API20E

La lecture de la galerie se fait généralement au bas de chaque microtube sauf VP

(Pyruvate de Sodium), IND (Indole) et TDA (Tryptophane Désaminase). Lire les
réactions de la fagon suivante :

[OVP (Pyruvate de Sodium) - Ajouter une goutte d’hydroxyde de potassium et une
goutte d’alpha-naphtol. Attendre 10 minutes avant de faire la lecture de la réaction.

[OTDA (Tryptophane Désaminase) - Ajouter une goutte de chlorure ferrique. Lire la

réaction immédiatement.
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[JIND (Indole) - Ajouter une goutte du réactif de James. Lire la réaction
immédiatement. Comparer la couleur obtenue (consulter le tableau des résultats) pour chaque
cupule et inscrire le résultat sur la fiche de résultats.

Pour déterminer le code de 7 chiffres, il faut additionner les résultats des réactions,
lesquelles sont regroupées par ensemble de trois microtubes. Une réaction négative donne 0

point tandis qu’une réaction positive donne 1, 2 ou 4 points (Vezina et Lacroix, 2000).

Tableau 4: Résultats de la lecture de la galerie API 20 E,

Tests Composants actifs (réaction / Résultats
enzymes) Négatif Positif

ONPG 2-nitrophényl-p - Jaune (et coloration
Dgalactopyranoside Incolore jaune légere)
B-galactosie)

ADH L-arginine (arginine
dihydrolase)

LDC L-lysine (lysine décarboxylase) Jaune Rouge/Orange

OoDC L-ornithine (Orthinine
Décarboxylase)

CIT Trisodium citrate (utilisation) Vert pale/jaune Bleu-vert/bleu (dans

la cupule)

H2S Sodium thiosulfate (Production | Incolore/grisatre Dépot noir/fin liseré
d’H2S)

URE Urée (urease) Jaune Rouge/orange

TDA L-tryptophane (Tryptophane Jaune Marron-Rougeétre
Désaminase)

IND L-tryptophane (production Incolore vert Rose
d’indole) pale/jaune

VP Sodium pyruvate (production Incolore Rose/rouge (apres 10
d’acétoine) minutes, noter

négatif)

GEL Gélatine d’origine bovine Pas de diffusion Diffusion du pigment
(Gélatinase) noir

GLU D-glucose

MAN D-mannitol

INO Inositol

SOR D-sorbitol Bleu/bleu-vert Jaune

RHA L-rhamnose

SAC D-saccharose

MEL D-melibiose

AMY Amygdaline

ARA L-arabinose
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Annexe 03

Le protocole utilisé pour la coloration de Gram

Réactifs : Violet de Gentiane, Lugol, Ethanol, Fushine, Huile d’immersion.

MODE OPERATOIRE

1- Préparation de frottis

-Dans une lame propre déposer une goutte d’eau physiologique et ajouter une
colonie isolée d’une boite et étaler bien sur la surface de la lame.

-Fixé le frottis sur la flamme.

2- La coloration

-Ajouter une goutte de Violet de Gentiane au frottis pour la coloration pendant 1
minute, apres rincer par 1’eau distillée.

-Ajouter une goutte de Lugol pour fixer la couleur et rincer avec I’eau distillée apres
30 secondes de la fixation.

-Rincer par 1I’Ethanol pour la décoloration.

-Ajouter une goutte de Fushine et laisser 30 secondes a 1minute, puis rincer toujours
avec I’eau distillée laissé la lame sécher dans une zone stérile de 10 a 15 min.

3- Observation

-Observer par un microscope optique (Grossissement x 100) apres 1’ajout d’une

goutte d’huile d’immersion.
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du commerce selon le journal officiel algérien n°35 du mai 1998.

Annexe 04

Les critéres microbiologiques des viandes et leurs produits derives fixé par le ministere

|12 JOURNAL OFFICTEL DE 1A REPUBLIQUE ALGERIENNE N° 35 i
; 7 mai 199§
! TABLEAU 0T (suite)
e e Py — i e
3 FRODUITS i c ]
5. Abals crus ; T
— germes aTobies A 30° C 5 3 510
— Salmoreila 3 ] dhscnce
f. Produils carnés cuits : patés, cachir, ele.. :
— germes aérobies 3 30° C 5 1 3008
coliformes fécaux 3 1 10
— Tl phrcOCoMS QureNs 5 3 (e
— clastridium sulfo-réducteurs 1 46° C 3 1 LU
— Salmenella 5 i asence
7. Merguez oo autrrsl produils carnés crus
— eoliformes fécaun 5 1 IF
I Staphylococeus awreus 5 2 10¢
— losiridiom sullio-rdducteurs 4 46° C 5 2 |
— Salmanella b ] asence
i 5. Préparation de viandes préies pour la cuisson
| iritis, esealopes...) ¢
i Escherichia coli 5 2 5,10
| — Saphylecocous aireus 5 1 Al L
|
Salmanella 3 0 i '
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Annexe 05

Interpréetation des résultats d’analyses microbiologiques selon JORA 1998.

14 JOURNAL OFFICIEL DE LA REPUBLIQUE ALGERIENNE N° 358

]

ANNEXE 1l

TECHNIQUE DE PRISE D'ESSAI
ET INTERPRETATION DES RESULTATS
D'ANALYSES MICROBIOLOGIQUES

L. Technigque de prise d'essai :

L pse d'assai desiinée a la prépartion de tasuspension
mire ¢! des dilutionss décimales porke

— sur [es partics superficiolles ot profondos, nolmment
pour les produits en wranches, hichés, les plats cwignés
Tavance.,. |

e sur la partie profonde aprés covtérisalion de la serloce
du prodwt, notammenl pour les viandes (pitces), ks
valailles {pigces), les produits carnés (pieces) ¢ les
[oissons eatiers |

wmir le produil homogénéiad ou sur les parties
supeficieller et profordes, selon ka nature du prodait
bquide ou semi hquide, notamment fes produits laiters.

Denas de cas des examens microbiclogiques effcctués dla
site & ton-infections alimenteires, il est néemaire de
provguer la echeeche des gormes pathogines, luainogénes
ctfou do leurs texmes, auwsi bien en surface qu'en

profondeur
2, Iaterprétation des résaltats d'analyses
wicrobiologiques

En mattre d'échumtlionnage et d'intsrprétaton des
résultais danalysc, il cst lenu corspte, daes la peéscnte

aanexe. dos travoux mends cn ia matidre ou scin des
4 '~ 1

g intet
2.1 Plan & troiy clasc:
2. 1.1 Principe :

Ce plan et zinst dénged parce que les résullat des
examens Interpeétds sur «ene base permetient de finer treds
classes de conteminabon, & savor |

» cellz inféncsre ou égale av ontde "M,
= cxlle comprise ente ¢ crittre “m” et ke seuil "M"

* celle supéricure au seuil "M"

M @ scull Immite dacceptebiific au-&ely duguel les
Tesuliats ne Sont plis corsidéres comme sitidasants, saas
pour aulan que le produdl soit considére comme toxigie |

M = 10 m lors du dénombremest effectaé en milieo
solide

M = 30 m lors du denombeement erfeciee en miliey
licparde

n - nombre Funités compasant [échantifos -

@ nombee d'unigis de 'échantillon donnast des valews
Siges entre ‘m’ et "M".

2.1, 2 Application pratique :

221 2.1 La qualité du lot est considirie

comme satisfaisante on  accoptable  en
upplication de Ifarticle 4 do Vareitd du 23
juillet 1904 lorsque, avcor  cdeultat ne
depasse M

1 — Lesvakwrs observées soni:

< 3 m lors d'emplo
de mibeu solide
qualité ssticfanante

< |0m lor demplai
de mifiew liquide J

b — les valeurs observées sont rompniscs -

entre 3 m et 10 m (=M) !
en milieu solide,

encre 10met 3 m (=M)

ez milieu haeide,

qualité acoepiable
¢l o/n inééneur ou égal

au repport fixé; par

caemple o'n < S
awcleplane=5Sec=2

(ou wutavtre plin dellicacté |
dquivalente o3 supéricure)

200, L 2 Les résaltsts somt considérés comme
non satisfaisants |
2 — lersque oin est supérieur ow égal au rappont fixé

b — dass 1ous les can od les résuitots oblongs sont
supdricurs A M,
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Annexe 06

27 mai 1998

Aouel Safar 1419 JOURNAL OFFICIEL DE LA REPUBLIQUE ALGERIENNE N° 3¢ 2§

Dans le cas des Staphylococeus aurcuy, 1a valeur "S” ne
doit jamais excéder 5.10¢ germes par gramme de produit.

2.7 Plan & deux classes :

Ce plan est ainsi désigné cu les résultats des examens
interpréiés sur cette base permetient de déterminer deux
classes de contamiration.

Ce type de plan qui n'asccepte sucune tolérance, méme de
caractére analytique, correspond Souvent aux expressions :

— "abscace dans” | le résultat est considéré comme
satislasant |

— "présence dans" : le résullat est considért comme non
satisfaisant ; dans ce cas, le produit est déclaré impropre &
la consemmation,

Le plan b deux classes répariit les unités d'échantilion en
deux culbpories .

— caégoric satisfaisante, si le resublat d'analyse st
inféneur & "'m" ; le produnt est prepre & la consommation ;

— catégoric non satisfaisanie, lonque le résultat
danalyse est supérieur & “m” ; le produit est déclaré
impropre & la consommation,

Remuarque :

Ce plan est applicable aux conlaminations par les
Salmonella ct les Listeria muocytogenes en particulier,

Arrété du 9 Moharram 1419 correspondint au
6 mai 1998 portant délégation  de
signature au directeur de l'organisation et
de la promotion des ¢changes commerciaux
en qualité d'ordonnateur du  compte
d'affectation spéciale n° 302-084, intitlé
"Fonds spécial pour la promotion des
exportations”,

Le mimistre du commernce,

Vu l'ordonnagce n® 9527 du 8 Chadbane 1416
correspondant au 30 décembre 1995 parant loi de finasces
pour 1996, notamment ses artickes 111 et 195:

Va l'ordonnance n® 9631 du 19 Chadbane 1417
correspondant 30 décembre 1996 portant loi de linances
pour 1997, natamment son aticle 129,

Vu le décret exceutif n® 94-207 du 7 Safar 141§
correspondant au 16 juiliet 1994 fixant les attributions du
mmistre du commerce;

Vi le déeret exdeutil n® 94-208 du 7 Salar 1415
correspondant au 16 juillel 1994 portant organisation de
Tadministration centrale du minsstére du commerce,

Vu e déerd exéeutit n® 96-208 du 18 Mohaeram 1417
correspondant au 5 jumn 1996 fixant les modalites de
fonctionsement du compte dalfectation spéuiake
n" 302-084, intitulé "Fonds spéctal pour la promaolion des
cxportations”,

Vu lo déerer exéeutif n® 97-231 du 20 Safar 1418

correspondant aw 25 juin 1997 pertant - sonmimation des
memhres du Gouvernement |
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U8 (e 48 sahaall LY (e (e 5l 33 sl ani g G Hall 03 (e Cargll 5 Sl gl A o 508 13 dpelaad) acUnall (e Gl 12 3 aladall yiiny
Lagin A3 lia ol ya) 53 Saw Aiae (8 aelhaall (ge ()
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Résume :
Les aliments sont partie indispensable de restauration collectives elles sont alors vulnérable a la contamination bactérienne.

L’objectif de cette étude est d’apprécier la qualité bactériologique de deux types des plats cuisinés servis par deux RC au
niveau de la ville de Biskra et de faire une comparaison entre eux.

L’analyse bactériologique a consisté en dénombrer la charge bactérienne globale (Flore mésophile totale, coliformes
fécaux, Salmonella, S. aureus, Clostridium perfringens).

Nos résultats montrent que la qualité de site 01 est satisfaisante pour FTAM (1,4.10°% UFC/g), Salmonelle et Clostridium
sulfitoréducteur (absence totale), et non satisfaisant pour coliforme fécaux et S. aureus (3,1.102 UFC/g et 2,7.10° UFC/g
respectivement) et présence Serratia liquefaciens isolée apartir de chawarma grille. Pour site 02 est acceptable pour les
FTAM (1,6.108 UFC/g), satisfaisant pour Salmonelle et Clostridium sulfit oréducteur (absence totale) et non satisfaisante
pour coliformes fécaux et S. aureus avec (3,9.10% UFC/g et 2,9.10% UFC/g) et Citrobacter braakii isolée a partir de
chawarma sur plaque chauffante.

En conclusion on peut dire que ces deux établissements ont un niveau de contamination qui présenter un danger plus ou
moins important sur la santé des consommateurs et provoque des TIAC, ici vient I’importance de I’hygiéne qui réduit le
risque a les TIAC et pertes économiques.

Mots clés : plats cuisinés, restauration collective, TIAC, hygiéne, qualité bactériologique, chawarma.
Abstract :
Foods are an essential part of collective restoration so they are vulnerable to bacterial contamination.

The objective of this study is to assess the bacteriological quality of two types of cooked dishes served by two RCs in the
city of Biskra and to make a comparison between them. Bacteriological analyzes consisted in counting the over all bacterial
load (total mesophilic flora, faecal coliforms, Salmonella, S. aureus, Clostridium perfringens).

Our results show that the quality of site 01 is satisfactory for FTAM (1.4.10° CFU / g), Salmonella and Clostridium
sulphaseducer (total absence), and unsatisfactory for faecal coliform and S. aureus (3.1.10? CFU /g and 2, 7.103CFU / ¢
respectively),and presence Serratia liquefaciens isolated from chawarma grid .For site 02 is acceptable for FTAM (1.6.10°
CFU / g), satisfactory for Salmonella and Clostridium sulfitoreducer (total absence) and unsatisfactory for faecal coliforms
and S.aureus with 3.9.10% CFU / g and 2.9.10% CFUY/ g, and Citrobacter braakii isolated from chawarma on hot plate.

In conclusion we can say that these two establishments have almost the same level of contamination and which can present
a greater or lesser danger on the health of the consumers and causes of TIAC, here comes the importance of the hygiene
which reduces the risk to TIAC and economic losses.

Keywords : cooked dishes, collective restoration, hygiene, bacteriological quality, collective food poisoning infection

\\ risk,chawarma.
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