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RESUME

Résumé :

L’évolution de la flore bactérienne, au cours d’une conservation réfrigéré a 3 C° pendants 7
jours des viandes a été étudiée par un dénombrement bactérien. Trois types de viande ont été
utilisés : bovine, volaille et sardine. Les résultats de la FTAM, de la flore psychrotrophe et
des Pseudomonas sur les deux milieux de cultures King A et King B montrent une évolution
bactérienne croissante a j7 par rapport a j3 et jO quelque soit le type de viande. La
composition de la flore psychrotrophe montre que la bactérie prédominante est Pseudomonas
avec un pourcentage de 61,53% et quelque autres bactéries 38,47%. Cette composition est
variable pour chaque type de viandes mais elle reste identique a cette température de
réfrigération. Notre étude montre que la qualité microbiologique est insatisfaisante au-dela de
3 jours de conservation car ces viandes deviennent impropres a la consommation.

Mots cles : Qualité microbiologique, Conservation, Denombrement, Pseudomonas, Bactéries

psychrotrophe.



RESUME

Abstract :

The evolution and composition of the bacterial flora in a refrigerated storage at 3° C to 10
days meat (chicken) and sardines were investigated by counting the total number of
bacterium. Tree types of meat have been used: Beef, chicken and sardines. The results of the
FTAM, psychotropic flora and Pseudomonas on the two culture media King A and King B
show a rather increasing bacterial evolution on the 7" day by intake on the 3" day and day 0
whatever the type of the meat. The composition of psychotropic flora, which show that the
predominant bacterium is pseudomonas with a percentage of 61, 53% and some other bacteria
38, 47%. This composition is variable for each type of meat but remains identical to this
refrigeration temperature. Our study shows that the microbiological quality is unsatisfactory
beyond 3days of storage because these meats become invalid for consumption

Keyword: Microbiological quality, Retention, Enumeration, pseudomonas, psychrotrophic
bacteria.
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INTRODUCTION GENERALE

Introduction

La viande est par excellence, la premiere source de proteines animales, grace a sa
richesse en acides aminés indispensables, qui la classe parmi les protéines nobles. Les
viandes ovines et bovines sont les plus consommées en Algeérie surtout au Nord, pendant
que le dromadaire, grace a son grand rendement de carcasse est considéré comme un
animal jouant un grand rdle dans la production de viande au Sud [1].

La richesse de la viande en eau, en protéines de haute valeur biologique fait d’elle un
aliment indispensable pour une alimentation équilibrée. Cependant, ces mémes raisons la
rendent un terrain favorable & la prolifération microbienne [2].

La microflore des viandes est composée essentiellement de germes saprophytes. La
contamination par les germes pathogénes n’apparait que rarement [3].

Les germes saprophytes les plus rencontrés sur les viandes rouges sont les genres:
Pseudomonas, Acinetobacter, Micrococcus, Flavobacterium, les Enterobacteriaceae
(Escherichia coli, Klebisiella...) Bacillus, Lactobacillus, Streptococcus et Clostridium [4].

Le groupe des Psychrotrophes(Pseudomonas) est caractérisé par une croissance
permettant la production de colonies sur gélose a 7 C° en 10 jours, exemples
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas fragi, Listeria, et une grande partie des espéces de
moisissures et quelques Levures. Les bactéries contaminent de nombreux produits
alimentaires et peuvent constituer un grave danger pour leurs qualités et leur conservation.

L’utilisation de diverses méthodes de conservation de la viande et des produits
carnés remonte a la préhistoire, ou salaison, dessiccation, suppression d’oxygene, addition
d’additifs, étaient appliquées pour augmenter la durée de vie de ces aliments [5].

La conservation des denrées alimentaires par I’emploi de la technique de
réfrigération connait un important essor. La réfrigération, qui est une conservation au froid
des aliments périssables, notamment la viande, a pour effet la diminution de I’activité des
bactéries en retardant leur prolifération.

La majorité des microorganismes tels que les coliformes fécaux et les germes
pathogénes responsables d’intoxications alimentaires ne sont plus capables d’activités
métaboliques a des températures inférieures a 5°C. Cet abaissement de la température est
aussi indispensable pour contréler les propriétés organoleptiques post mortem de la viande
(tendreté, flaveur, odeur et couleur). Ce mode de conservation ne peut en général excéder

quelques jours, de l'ordre de deux a trois jours pour les viandes fraiche [5, 6, 7].

Page - 1 -



INTRODUCTION GENERALE

La présence des microorganismes peut étre mise en évidence par des analyses
microbiologique servant a limiter les risques d'altération et les intoxications alimentaires.
Le but de notre travail est de comparer les caractéristiques microbiologiques a travers la
flore psychrotrophe, et en particuliers la microflore des pseudomanas par leur nombre,

dans trois types de viande (bovine, volaille et sardine) peuvent étre des indicateurs de
qualité.
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Généralités sur la viande

1- Définition de la viande :

La viande est la chaire des animaux utilisée pour l'alimentation humaine [8, 9, 10].
Selon l'organisation mondiale de la santé animale, la viande désigne toutes les parties
comestibles d'un animal et considere le mot « animal », dans ce contexte « tout mammifére ou
oiseau». Dans ce vocabulaire sont inclues la chaire des mammiferes (Ovin, bovin, caprin,
camelin ...), des oiseaux (poulet, dinde, pintade ...) et celle des poissons [11, 12].

Les viandes se caractérisent par une grande hétérogénéité, elles sont principalement
constituées de muscles striés squelettiques qui comportent aussi d’autres tissus en quantité
trés variable selon les especes, les races, les ages, les régimes alimentaires et la région
anatomique concernée. Ce sont surtout les tissus conjonctifs, adipeux parfois les os et la peau.
Les viandes sont aussi classées selon la couleur en : Viandes rouges et viandes blanches et
selon la richesse en graisse en: Viandes maigres et viandes plus ou moins riches en graisse
[13].

La viande et ses dérivés occupent une place de choix dans notre alimentation tant pour
des raisons nutritionnelles [14].

La viande est considérée comme une bonne source des protéines, avec un taux de 19.6%
[15,16].
2-les types de viandes :
Traditionnellement, les viandes sont classées par rapport a la couleur de leur chair :
e viandes blanches.
e viandes rouges [17].
2-1-La viande rouge:

La viande rouge correspond a toutes les parties de la carcasse des animaux domestiques
propres a la consommation humaine tels que les bovins, les ovins, les caprins, les équidés.
2-2-La viande blanche:

La viande blanche regroupe toutes les parties comestibles des volailles et du lapin. La
couleur de la chair permet également de les classer : volailles a chair blanche (poules et cogs)

et volailles a chair rose (lapins d’¢levage) [17].
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2-3-La viande de poisson :

Sont des vertébrés au méme titre que les animaux producteurs de viande. Les principales
espéces suivantes : sardines, morues, thons, maquereaux, poissons plats (soles, turbots,
limandes). La couleur de leur chair varie selon plusieurs paramétres (la saison, le sexe, 1’age,
etc.) allant du blanc au rouge [17].

3-Structure et composition de la viande :

3-1-la structure de viande :

La connaissance de la structure et de la biochimie du muscle est indispensable pour
comprendre les processus qui suivent I’abattage afin d’utiliser au mieux la viande [9]. En effet
le muscle est composé d’un ensemble hétérogene de fibres musculaires groupées en faisceaux.
Ces derniers sont separés les uns et les autres par une trame de tissu conjonctif [18,10].

Les fibres musculaires permettent de distinguer les muscles blancs des muscles rouges [18].
Les muscles rouges ont une couleur plus intense, un pH et un pouvoir de rétention d’eau plus
¢levés. La trame de tissu conjonctif qui représente I’armature interne des muscles joue un role
trés important dans la détermination des qualités organoleptiques de la viande notamment
dans la tendreté [9, 10].

La forme spécialisée du tissu conjonctif apparaissant tardivement dans le developpement
de I’organisme, lorsque les nutriments excédent les besoins, donne le tissu gras. Ce dernier
peut constituer jusqu’a 90% du poids du tissu conjonctif [9].

3-2- Composition de la viande :

La composition du muscle est variable entre les animaux et chez un méme animal d'un
muscle a l'autre. Mais il y a une composition moyenne qui est retenue indiquée dans le
tableau 1 [19].

Une carcasse de 100 kg, contient en moyenne, 77 kg de viande, 5 kg de graisse et 16 kg
d’os. Elle est composée de 76, 2 % d’eau, 22 % de protéines, 1 % de graisse et 0, 9 % de
matiere minérale [20].

Parmi, les matiéres minérales on trouve du potassium (350 mg/100g), du phosphore
(190 mg/100g), du calcium (5mg/100g), du magnésium (20mg/100g) et du sodium

(75mg/100g). Ces valeurs sont proches des résultats retrouvés [21].
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Tableau 1: Composition moyenne du muscle squelettique [22].

Composants Pourcentage
Eau 75-80 %
Proteines 15- 20 %
Substance azotées non protéiques 10 %
Lipides 3%
Glycogenes 1%

Sels minéraux 1%

L’eau qui compose plus de 75% du muscle est répartie en eau intracellulaire et en eau
extracellulaire. L’activité de ’eau (Aw) est déterminée par 1’eau extracellulaire qui s’écoule

plus librement que I’eau intracellulaire.

Les protéines qui forment plus de 15% du muscle, sont constituées par les protéases, la
myoglobine et le collagene. Selon Beatty et al, cités par [23], Le muscle rouge contient 0,9%
de collagéne.

Quant aux lipides ils forment 10% du muscle et jouent un réle important dans les qualités
organoleptiques des viandes. Ainsi donc des criteres de composition des viandes hachées
fixant la teneur en matieres grasses et le rapport collagéne sur protéine de viande ont été

déterminés par les normes francaises.

4- production et consommation de viande :

4-1-la production de viande dans le monde :

La production totale de viande dans le monde est donnée par la FAO (2005) ou on note
en décembre 2004: (258,935) MT avec prévision 2005 d’environ 264 MT suivant un indice de
croissance annuel de 2,5% [24].

En 2014, la production mondiale de viande de volailles est estimée a 110,5 MT, soit une
augmentation de 3,9 % par rapport a 2013. Les perspectives agricoles de la FAO montrent que
’on peut s’attendre a une progression de la production de volailles de 1,8 % par an de 2015 a
2024. La filiere volaille deviendrait alors, d’ici 2020, la premiere production de viandes dans

le monde (134,5 MT en alimentaires) [25].
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La production mondiale de sardine reconnus par 'ONU en 2011, seuls 24 pays
produisent plus de 1 million de tonnes par an (captures et aquaculture). 12 de ces pays sont
asiatiques, 6 du continent américain, 4 pays européens (dont un de 'UE) et 2 du continent
africain. Dans trois pays (Chine, Vietnam, Egypte) la production aquacole est supérieure a
celle des captures [26].
4-2-La production de viande en Algérie :

La filiere des viandes rouges en Algérie, reposent globalement sur les élevages ovins
(56%) et bovins (34%) ainsi que, marginalement, sur des élevages camelins et caprins dont les
niveaux de production restent modestes (Elevage caprin, 8%, et camelin, 2%) [27].

Selon la chambre du commerce et de I'industrie (2005) L’¢levage bovin en Algérie
n’arrive pas a satisfaire les besoins de la population en viande, de plus en plus croissants. En
2007, la production de viande bovine a éte de 450 000 tonnes, ce qui est nettement inférieur la
demande [28]. Tableau 2.

L’ Algérie représente 3% de la production mondiale de la viande ovine, Avec quelque 26
millions de tétes dont est composé le cheptel ovin, L’Algérie est classée au 5°™ rang mondial
en matiere de production de la viande ovine. Derriere la chine 24%, 1’Australie 8%, la
nouvelle Zélande 5% et le soudan 4%.

Concernant le poulet, selon les experts du ministére de 1’agriculture, 1’ Algérie atteint un
palier appréciable dans la maitrise de la génétique en matiere de la volaille de la grande
production. Certains producteurs éleveurs sont remontés jusqu’aux grand parent mais d’un
autre coté la production du poulet, de la dinde et des ceufs se fait toujours de manicre
archaique. Et pour cause, les réseaux de I'informel ont la mainmise sur plus de 70% du
systeme productif. Du coup se pose avec acuité le probleme des risques sur la santé des

consommateurs.

Tableau 2 : la production de la viande en Algérie [24].

Annee | 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005*

Total 501 527 527 550 595 503 559 601 609

Ovine | 179 179 175 176 177 192 200 213 215

Volaille | 210 233 224 230 231 244 247 250 252

Autres | 112 115 128 144 187 67 112 138 142
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4-3-La consommation de viande dans le monde :

Consommation de viande 126,6
kilos par habitant par an

12,4 13,3 : £
4,7 5.1 e at R 2 =
S : == [ § . _
Inde Afrique Chine Brésil Etats-Unis 1995 2005
subsaharienne

Source : la situation mondiale de l'alimentation et de l'agriculture, FAO, 2009.
Figure 1 : la consommation de viande dans le monde kilos par habitant
Par an [29].
5-Définition de la filiere viande :
La filiere viande est la succession d’étapes au cours des quelles s’effectue le passage

progressif des animaux de boucherie a la viande et aux produits carnés [30].

5-1-Etape de la filiére de viande :

5-1-1- Transport des animaux :

Les animaux préts a I’abattage sont en général dispersés dans les élevages, ce qui
implique qu’ils doivent étre rassemblés et transportés vers les lieux d’abattage [31].

Quel que soit son mode, le transport constitue une phase difficile pour les animaux. Les
modifications d’environnement qui interviennent (température, humidité, bruit, nouveaux
congénéres...) conduisent a un stress plus ou moins important, avec des consequences sur la

qualité de la viande.
5-1-2 -Stabulation :

La stabulation consiste a laisser aux animaux le temps qui leur est bénéfique pour se
reposer ; elle est, outre sont utilité pratique, un moyen de corriger plus ou moins les défauts du
transport et du stress. Pendant la stabulation, les animaux sont maintenus en diéte hydrique
pour éviter qu’ils ne soient abattus au cours de la digestion et pour que les viscéres soient le

plus vides possible [32].

Page - 7 -



Etude Bibliographique Chapitre 1 : Généralités Sur La Viande

5-1-3 -Examen ante mortem :

Les animaux doivent étre soumis a I’inspection ante mortem le jour de leur arrivée a
I’abattoir. Cet examen doit étre renouvelé immédiatement avant
L’abattage si ’animal est resté plus de 24 heures en stabulation.
L’inspection doit permettre de préciser :
a- si les animaux sont atteints d’une maladie transmissible a ’homme et aux animaux.
b- s’ils présentent des symptomes d’une maladie ou d’une perturbation de leur état général
susceptible de rendre les viandes impropres a la consommation humaine [33].
5-1-4-Abattage :

L’abattage est une opération fondamentale trés influente sur I’avenir des produits, selon
I’espece animale, les opérations réalisées a I’abattoir sont différentes.
Pour les bovins et les ovins, les principales opérations sont : la saignee, la dépouille,
I’éviscération et la fente pour les gros bovins.

L’abattoir est le siege d’activités diverses, dont le but principal est d’obtenir a partir
d’animaux vivants sains, des carcasses dans les conditions d’efficacité techniques, sanitaires

et économiques les meilleures possibles [31].

Figure 2: Abattage de I’animal : en taille transversale dans le cou [17].
5-1-5-Visite post mortem :

En fin d’abattage, les carcasses et les viscéres sont soumis a une inspection de salubrité
par un agent du service vétérinaire. Cette opération est suivie soit de I’estampillage des
carcasses salubres, soit de la saisie.

La consigne permet un délai d’observation ou d’analyse avant de prendre la décision

d’estampillage inaptes a la consommation humaine [34].
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5-1-6-Douche :

Apres la fente, la carcasse peut étre douchée ; cela peut diminuer la pollution de la
carcasse [31].

Le lavage sert a faire disparaitre la saleté visible et les taches de sang, a améliorer
I’aspect des carcasses. Les carcasses doivent étre lavées par pulvérisation d’une eau qui doit
étre propre [35].

Mais ce lavage risque aussi d’homogénéiser la pollution de la carcasse si I’opération est
insuffisante ou mal conduite [31].

5-1-7 -Pesage :

Les carcasses sont pesées a chaud, et une réfaction de 2% est appliquée pour obtenir le
poids commercial pour les bovins et les ovins [31].
5-1-8-Ressuage

C’est la phase de refroidissement de la carcasse ; c’est un compromis pour I’obtention
d’une viande de bonne qualité alimentaire.

Pour avoir une viande de qualité, il faut que la rigor mortis ait lieu avant réfrigeration. Il
faut aussi que la carcasse soit amenee rapidement a basse température pour eéviter la
prolifération bactérienne [31].
5-1-9-Découpe :

La découpe est l’action qui consiste a séparer une carcasse en morceaux puis a
transformer ceux-ci suivant une technique de préparation que I’on nomme la coupe [34].
5-1-10-Conservation et Transport des carcasses :

La viande doit €tre conservée au froid moins de jours apres 1’abattage si elle n‘est pas
mise immédiatement en vente ; il faut que la surface du local soit propre, bien éclairée et bien
ventilée.

Le véhicule qui sert au transport de la viande et des carcasses doit étre considéré comme
prolongement de I’entrepo6t frigorifique [35].

La durée de transport peut &étre variable si le trajet est direct de I’abattoir au point de
transformation ou de vente au détail ; les risques sont généralement limités. Par contre, si le
transport comprend des étapes avec haltes dans un marché intermédiaire :(passage dans un
marché de gros par exemple), les risques augmentent par la multiplication des manipulations,
des variations de température ambiante, tout particulierement pendant les chargements et

déchargement des véhicules [34].

Page - 9 -



Etude Bibliographique Chapitre 1 : Généralités Sur La Viande

6- Evolution de la viande aprés I'abattage :

Apres la mort, le muscle est le siége des transformations qui conditionnent largement les

qualités finales de la viande dont I’évolution passe par trois phases :

- Phase de pantelance ;

- Phase de rigidité cadavérique ;

- Phase de maturation [19].

Lors de la conservation de la viande a 1’état réfrigéré, la tendreté est certainement la qualité
qui évolue le plus, car aprés ’abattage le muscle commence par durcir puis la dureté réduite
de 80% au cours de la maturation dont la durée peut atteindre plusieurs jours. En fait, on peut
considérer qu’au cours de sa transformation en viande, le muscle passe successivement par
différents états a savoir :

6-1- Etat vivant :

A Tétat vivant le muscle correspond a un terme anatomique définissant une partie
précise d'un organisme. Il est composé de cellules hautement différenciées, son pH est voisin
de 7 et plus la fibre musculaire contient de I’eau liée aux protéines plus elle est gonflée [19].
6-2- Etat pantelant: phase de pantelance :

Dans les secondes qui suivent 1’abattage, la musculature demeure excitable pendant une
courte durée correspondant a la durée de survie du systeme nerveux apres la mort. Cette phase
d’excitabilité est désignée sous le terme d’état pantelant, état encore trés mal caractérisé.

Pendant cette phase, le muscle réagit a toute agression extérieure par des réactions dues a
des excitations nerveuses. Sa durée coincide en effet avec la durée de survie du systéeme
nerveux et n’excede pas 20 a 30 minutes [36, 37].

6-3- Etat de rigor mortis: phase de la rigidité cadavérique :

La phase de la rigidité cadaveérique est comprise entre les 10 et 48 heures qui suivent la
saignée. Le muscle devient progressivement raide et inextensible. La rigidité cadavérique est
le résultat de la liaison irréversible entre la myosine et 1’actine, avec la diminution de la teneur
en ATP car la vitesse de sa production devient inferieure a celle de son hydrolyse due au
manque d’oxygéne au niveau du muscle provoqué par I’arrét de la circulation sanguine. [19]
6-4-Etat rassis: phase de la maturation :

La phase de maturation est de loin la plus importante puisqu’elle conduit a une
augmentation de la tendreté de la viande [22].

En effet, cette phase commence des la mort de I’animal mais elle n’est décelable qu’apres

la rigor. Elle affecte principalement les protéines [36].
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Apres la phase de rigor mortis, la viande commence a s’attendrir sous ’effet de la
maturation. Il s’agit d’un phénomeéne naturel qui résulte du relaichement des liens entre les
fibres musculaires, établis lors de la rigor mortis. Ce relaichement se fait grace a 1’action de
diverses protéases. Au cours de la maturation, seuls les protéines et les lipides de la viande
sont transformés. Le collagéne n’est pas modifié [37].
6-5-Etat postérieur a la maturation :

A température ambiante, il y a putréfaction de la viande. Dans des conditions de
conservation, il y a transformation de la viande en une péate molle suite aux désagrégements
des faisceaux musculaires. Cet état est conditionné par la température et le degré de
contamination microbienne [9].
7-Qualités de la viande :
7-1-Définition de la qualité :

La qualité selon la norme ISO 8402 est definie comme l'ensemble des propriétés d'un
service ou d'un produit qui lui conférent I’aptitude a satisfaire des besoins exprimés ou
implicites.

En d’autres termes, la qualité est la satisfaction du client ou de I'utilisateur.

Pour la viande, sa qualité peut étre définie par un certains nombre de caractéristiques [19].
7-1-1-Qualité organoleptique :

La qualité organoleptique regroupe les caractéristiques de la viande percues par les sens
du consommateur (l'aspect et la couleur, le golt et la saveur, l'odeur et la flaveur, la
consistance et la texture). Ce sont les propriétés sensitives [38, 39].

Ces sensations peuvent se classer suivant trois modalités:

- Qualitative, déterminant la nature de la viande.

- Quantitative, qui représente ’intensité de cette sensation.

- Hédoniste, qui caractérise le plaisir ressenti par 1’individu [38].
» Couleur :

La couleur est la premiere caractéristique percue par le consommateur. Elle dépend de la
fraicheur de I’aliment. Le principal pigment responsable de la couleur de la viande est la
myoglobine qui est une chromoprotéine. Au contact de I’air, la myoglobine se combine avec
Ioxygeéne formant ainsi I'oxymyoglobine de couleur rouge vif, couleur de viande synonyme

de la fraicheur recherchée par le consommateur [40, 19].
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La myoglobine est une molécule qui stocke et échange l'oxygéne. Elle existe sous trois
formes qui déterminent la couleur de la viande, variant selon la nature de la myoglobine
(oxydée ou réduite) et la quantité de cette myoglobine dans le muscle [41].

La couleur est aussi affectée par I’évolution du pH. Un pH bas provoque une décoloration de
la viande, un pH élevé donne aux viandes une couleur sombre [42].

> Flaveur :

C’est I’ensemble des perceptions olfactives et gustatives liées a la consommation d’un
aliment. Elle est donnée par plus de 650 composés chimiques [43].

En effet, la viande crue na qu'une flaveur peu prononcée liée a la présence de sels
minéraux et de substances précurseurs de flaveurs. C’est la fraction lipidique de la viande
dont les composés sont classés en 2 catégories qui est responsable de la flaveur.

-Les composés volatiles (arébme et odeur) sont des composeés soufrés, alcools, est Fers,
hydrocarbures aliphatiques, etc....

-Les composés non volatiles (goGt) comprennent les nucléotides, certains acides aminés, la
créatinine. Ces précurseurs sont élaborés au cours de la maturation de la viande [19].

La flaveur est influencée par divers facteurs: I’espece, la race, ’age, le sexe, le mode
d’¢levage et I’évolution post mortem [44].

> Jutosité :

La jutosité ou succulence d’une viande est une qualité organoleptique percue au cours
de la mastication ; elle est fonction du persillé ou marbre, c'est-a-dire de la présence de graisse
interstitielle, visible également sur les découpes des muscles. Une viande dépourvue de

persillé est moins succulente [43].
» Tendrete :

La tendreté est la facilité avec la quelle la viande est coupée et broyée au cours de la
mastication [45].

Elle joue un role important dans I’acceptabilité de la viande par le consommateur [33].
Souvent représente un critére de qualité, mais elle peut varier beaucoup d’un morceau a
’autre et dépend essentiellement :

*du collagéne du tissu conjonctif.
* des protéines myofibrillaires des fibres musculaires.

La durée de conservation pour ’obtention d’une tendreté optimale est fonction de la
température de stockage. Elle est de 8 jours a 6 C°, de 14 jours a 2 C° et de 16 jours a 0 C°
[19, 38].
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La tendreté évolue au cours de la transformation du muscle en viande. Les cellules
musculaires cherchent & maintenir leur homéostasie par I’hydrolyse des molécules d’ATP.
Cette hydrolyse libére des protons hydrogéne provoquant une acidification des cellules
jusqu'a un pH de 5.4 a 5.7 et par le métabolisme du glycogene provoque une production
d'acide lactique. Ce dernier libere un proton hydrogéne pour se transformer en lactate suite a
la fixation d’ion de sodium ce qui collabore aussi a l'acidification du milieu cellulaire [46].
7-1-2-Qualité nutritionnelle :

La premiere fonction d'un aliment est de couvrir les besoins physiologiques d'un
individu (Protéines, glucides, lipides, oligo-éléments...) [39].

La viande est un élément qui apporte de nombreux nutriments indispensables a une
alimentation équilibrée. Cette caractéristique est prouvée scientifiguement pour la viande et
s'appuie sur les donnees relatives a sa composition. C'est une source de protéines d'excellentes
qualités car ces protéines contiennent 40 % d'acides aminés essentiels. Cet aliment apporte
également des minéraux tels que le fer, en particulier, dans les viandes rouges et le zinc et
aussi des vitamines du groupe B. La viande peut étre une source d'acides gras poly insaturés a
chaine longue. (C18:2 et C18:3) [17].

7-1-3- Qualité hygiénique :

La qualité hygiénique de la viande constitue I'exigence élémentaire du consommateur.
Elle peut étre altérée par la proliferation de microorganismes néfastes, de parasites et/ou la
présence de composés toxiques. La viande peut étre contaminée par des microorganismes a
différentes étapes de la chaine de transformation. Le contréle des proliférations microbiennes
dépend avant tout du respect de la chaine du froid [38, 19].
7-1-4-Qualité technologique :

La qualité technologique de la viande correspond a ses aptitudes a subir une
transformation. La qualité de la matiére premiere doit étre définie par rapport a l'utilisation en
visagée.

Le pouvoir de rétention en eau de la viande fraiche est la capacité des 20 % de protéines
musculaires a retenir les 75 % d'eau présents ; c’est une caractéristique essentielle pour la
fabrication de viande cuite. Il est fortement influencé par la vitesse de chute du pH post
mortem ; une chute trop rapide du pH combinée a une température élevée provoque la
dénaturation des protéines, conduisant a une réduction du pouvoir de rétention. Cela, entraine

une diminution du rendement de fabrication de viande cuite [17].
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8-Les facteurs d’altération des viandes :

Les bactéries ne peuvent provoquer la détérioration des produits que si elles se
développent aprés la contamination. Les facteurs ci-dessous jouent un réle dans le
développement des bactéries et la rapidité de la détérioration [47].

v Blessures :

La peau du poisson et de la viande forme une protection naturelle contre la croissance
bactérienne dans la chair. Les blessures de la peau permettent aux matiéres nutritives de
s’échapper et aux bactéries d’entrer dans la chair et de s’y développer [47].

v Teneur en eau :

Le poisson contient en moyenne 70% d’eau, La viande de beeuf, en moyenne 65% et la
viande de porc, 60%. Ces hautes teneurs en eau favorisent la croissance bactérienne. Si
I’environnement est chaud, la viande froide se recouvre d’une fine couche de condensation
qui constitue un milieu favorable pour les bactéries et les moisissures [47].

v Teneur en oxygeéne :

Les micro-organismes strictement aérobies ont besoin d’oxygéne pour se développer,
alors que les micro-organismes strictement anaérobies peuvent se développer dans un
environnement sans oxygene. La viande hachée, par exemple, s’altére rapidement, car elle
laisse entrer beaucoup d’air [47].

v’ Degré d’acidité :

Le degré d’acidité d’un produit est exprimé par le pH. Les bactéries se développent le
mieux par un pH de 6,5-7,5. Le poisson et la viande ont un pH neutre (7) et, par conséquent,
sont des denrées tres périssables. A la fermentation du poisson, on tient le pH bas pour que
seuls les microorganismes désirés agissent sur le produit, et non les bactéries responsables de
’altération [47].

v Composition chimique spécifique :

Pour se développer, les bactéries ont besoin d’énergie et d’azote, ainsi que des minéraux
et des vitamines. Dans la viande, les bactéries utilisent comme sources d’énergie d’abord le
sucre, puis le lactate, en suite les acides aminés libres et enfin la protéine. Comme source
d’azote, elles utilisent le nitrate, I’ammoniac, les peptides, les acides aminés ou les produits de

la décomposition [47].
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v  Température :

La température idéale pour le développement des micro-organismes se situe entre 7 et
55C° (45-131°F). Les temperatures limites pour leur développement sont -10 C° et 70 C °(14-
158°F), mais celles pour leur survie sont beaucoup plus larges. La congélation inactive les
microorganismes et le chauffage prolongé les détruit. Des températures supérieures a 80 C°
(176°F) les détruisent geénéralement. Les spores résistent souvent a des températures
supérieures a 100 C° (212°F). Outre ces conditions de développement des micro-organismes,
le temps écoulé entre la contamination du produit et son traitement ou sa consommation joue
un réle important [47].

O-Signes d’altération de la viande :

Aux températures de réfrigération, les germes psychrotrophe sont a I’origine de la
putréfaction des viandes. Car elle est soumise a ’action de ses propres enzymes et celle des
microorganismes [48].

Ces altération se manifestent par differents aspects tel que :
9-1-Viscosité: Enduit muqueux

La viscosité est due aux bactéries du genre: Pseudomonas, Streptococcus, Leuconostoc,
Bacillus, Micrococcus, Lactobacillus et quelques fois a des levures et des moisissures. Les
viandes pieces et hachées sont plus sensibles a la putréfaction que les carcasses.

Pour limiter le développement et l'action des bactéries aérobies responsables des
phénomeénes d'altération et de putréfaction le conditionnement des produits sous vide ou sous
atmosphere modifiée est largement utilise avec le strict respect de la chaine du froid. Ces
modes de conditionnement, en créant un milieu défavorable a la prolifération des bactéries
responsables de la putréfaction, permettent de commercialiser la viande a I'état frais pendant
quelques jours [48].
9-2-Modifications de la couleur :

Les modifications de la couleur peuvent se manifester par une décoloration de la viande,
sous I’action de Lactobacillus, Leuconostoc et des levures ou une pigmentation provoquée par
des bactéries telles que Pseudomonas, Chromobacterium, Bacillus, Flavobacterium,
Micrococcus ou des levures (Rhodotorula) et des moisissures (Cladosporium herbarum,
Penicillium) .

Les modifications de couleur sont le résultat de divers phénomenes, soit a la suite de
synthése d’un ou plusieurs pigments ou la transformation d’un pigment

Endogeéne a I’aliment. (La myoglobine) [48].
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9-3-Modifications organoleptiques :

Les modifications organoleptiques se manifestent par le rancissement des graisses
oxydées dues a leur exposition a l'air (oxygéne) en donnant un godt et une odeur de rance et
en libérant des composés responsables d’aspect (couleur), de texture et de flaveur (odeur et
golit a la fois) souvent indésirables sous I’action des microorganismes tel que: Pseudomonas,

Acinetobacter, Alcaligenes, Aspergillus, Rhizopus, Flavobacterium, Clostridium [48].
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Microbiologie de la viande

1-La contamination des viandes :

Les carcasses des animaux et les viandes découpées sont contaminées par les poils, les
feces des animaux ou les manipulations durant les opérations d’abattage et de traitement des
viandes. Les facteurs de contamination de la viande par les germes pathogenes et les bactéries
saprophytes sont surtout la mauvaise hygiéne du personnel et des manipulations, les
contaminations croisées [49].

La microflore des viandes est composée essentiellement de germes saprophytes. La
Contamination par les germes pathogénes n’apparait que rarement [3].

2- Origine de la contamination des carcasses :

Les sources de contamination microbienne de la viande sont diverses et d’importance
inégale. Différents facteurs sont a l’origine de cette contamination. Selon I’origine de la
contamination, les microorganismes peuvent étre endogenes ou exogenes [50].

Pour la contamination superficielle, les germes sont apportés soit au cours de 1’abattage
(contamination agonique) ou au cours de la préparation des carcasses (contamination post
mortem) [51].

2-1- Origine endogeéne :

Les microorganismes contaminants proviennent de I’animal a partir duquel 1’aliment est
produit. Les appareils, digestif et respiratoire et le cuir des animaux sont un reservoir a
microorganismes.

Ces eléments constituent les principales sources de contamination des carcasses [52].
2-1-1- Flore du tube digestif :

La plupart des germes de contaminations d’origine endogéne sont d’origine intestinale.
Ce sont des bactéries anaérobies (Clostridium, Bactériodes), aéro-anaérobie (Entérobactéries:
E. coli, Salmonella, Shigella, Proteus...) ou des microorganismes aerophiles (Entérocoques).
Ces germes contaminent le muscle lors de 1’éviscération et de la découpe de la carcasse [53].

Le tube digestif des animaux est aussi un reservoir de moisissures telles que :
Aspergillus sp, Penicillium sp [54] et de levures telles que : Rhodoturulla, Candida et
Saccharomyces [55].
2-1-2-La Flore du cuir :

Le cuir est un vecteur de la contamination pour la carcasse elle-méme, par contact ou

par 'intermédiaire du matériel de travail pour les autres carcasses et pour 1’air ambiant.
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Ces derniers deviennent ainsi & leurs tours vecteurs. Les cuirs sont porteurs de
nombreux germes tels : Escherichia coli et les coliformes (Aerobacter, Enterobacter,
Serratia, Kllebisiella) [3].
2-1-3-Flore des voies respiratoires :

Parmi les sources de contamination superficielle, le systéme respiratoire, (cavité
nasopharyngée) renferme essentiellement des Staphylocoques [56].
2-2-0rigine exogene :
2-2-1-Contamination a partir du personnel :

La peau, les appareils respiratoire et digestif de ’homme sont des réservoirs de
microorganismes variés. Les régions de la bouche, du nez et de la gorge contiennent des
Staphylocoques [57].

Les personnes souffrant des maladies graves (tuberculose, brucellose, salmonellose...)
sont tres susceptibles de contaminer la viande et doivent étre écartées [57].
2-2-2-Infrastructures et équipements :

Les surfaces des locaux (sols, murs, plafonds), équipements (treuil de soulévement,
Crochets, arrache cuir.) Ainsi que le matériel (couteaux, haches, bacs, seaux ...) s’ils sont mal
congus, peuvent étre une source de contamination.

Les outils et les surfaces de travail mal nettoyées constituent une source certaine de
contamination [3].
2-2-3-Milieu :

e FEau:

L’eau est abondamment utilisée dans les abattoirs mais son utilisation n’est pas sans effet
néfaste car elle peut constituer une source de multiplication de germes, surtout dans les
endroits humides, non nettoyés régulierement [58].

e Llair:

L’atmosphére des abattoirs est polluée par les déplacements des animaux et du
personnel, la manutention du cuir lors de la dépouille et les viscéres maintenus dans le hall
d’abattage [59].

L’air peut se charger des microorganismes responsables d’altérations voire des maladies.
En effet, les poussiéres et les particules véhiculées par I’air sont susceptibles de contaminer
les surfaces de travail ainsi que les carcasses. Elles peuvent provenir du sol, des tenues du

personnel et des murs [58].
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3- Flore bactérienne de la viande :
3-1- les germes saprophytes :

Les germes saprophytes constituent 1’essentiel de la microflore de contamination des
viandes et des produits a base de viande. Parmi les bactéries saprophytes isolées des viandes,
citer par ordre d’importance d’abord Pseudomonas, Acinetobacter et Micrococcus; il y a
ensuite, les Entérobactéries et Flavobacterium et enfin, Bacillus, Mycobacterium,
Lactobacillus, Alcaligenes, Serratia, Streptococcus, Aeromonas, Corynebacterium,
Arthrobacter et Clostridium [59].

Parmi, les bactéries saprophytes les hygiénistes font aussi une place a Escherichia coli,
aux coliformes fécaux et entérocoques en général. Ces bactéries sont considérées comme
provenant directement du tube digestif. Cependant E. coli demeure actuellement le seul et le
plus sir des germes tests a utiliser en hygiéne publique [59].
3-1-1-Pseudomonas :

Le genre Pseudomonas est constitué de bacilles Gram negatifs, droits ou légérement
incurves, ayant une taille de 0,5 a 1,0 um sur 1,5 a 5,0 um, aérobies, oxydase positifs, non
sporulés et généralement mobiles par un ou des flagelles polaires. Certains produisent des
pigments hydrosolubles fluorescents ou pyoverdine, de couleur jaune-vert qui a un role de
sidérophores. La plupart des espéces sont psychrotrophes. Leur croissance est possible entre
4°C (voire moins) et 43°C [60, 61].

Les Pseudomonas sont ubiquistes appartient a la sous-classe y des protéobactéries, et
peuvent vivre dans des niches écologiques tres diverses. Peu virulentes, plusieurs souches
sont des pathogeénes opportunistes pour ’homme et des agents d’altération des viandes,
poissons et produits laitiers. Les especes les plus fréquemment rencontrées chez ’homme sont
Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens, P. putida et P. stutzeri [61].

Les Pseudomonas sont les principales bactéries psychrotrophe retrouvées dans les
viandes, le lait et, dans une moindre mesure, les produits végétaux. Présents dans les aliments,
la réfrigération permet leur multiplication et la production d’enzymes protéolytiques et
lipolytiques responsables d’altérations.

Leur présence au niveau des chalnes d’abattage et en particulier dans les chambres
froides constitue une source permanente de contamination des viandes. Pseudomonas est

principalement utilis¢é comme indicateur d’altération des viandes fraiches et du lait [60].
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Figure 3: Observation microscopique des Pseudomonas aeruginosa [62].

3-1-2-Acinetobacter :

Sont des bacilles a Gram négatif, aérobies strictes non sporulées, parfois capsulées,
immobiles, catalase positive et oxydase négative. Cultivant facilement sur les milieux
ordinaires, elles sont présentes en grand nombre dans la flore des aliments altérés ou frais
comme les carcasses de volaille et les viandes des animaux de boucherie [63].
3-2-les germes pathogeénes :

Les germes pathogenes qui contaminent les viandes et les viandes hachées, et
responsables de toxi-infections alimentaires sont en genéral, Salmonella ssp, Listeria
monocytogenes, Campylobacter jejuni, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens,
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica, Aeromonashy drophila,
Shigella et récemment E.coli entero hémorragique ou E. Coli O157 : H7 [64, 59, 49].
3-2-1-Escherichia coli:

Les Escherichia coli font partie de la famille des Enterobacteriaceae. Il S’agit de courts
batonnets mobiles au moyen de flagelles péritriches, Gram Négatifs, anaérobies facultatifs,
non sporulés. lls sont capables de fermenter Plusieurs sucres, mais leur fermentation du
lactose avec production de gaz est caractéristique.

La multiplication a 44°C, la production d’indole et la présence d’une activité¢ B-
glucuronidase sont également caractéristiques.

Les E. coli sont sérotypées en se basant sur leurs 173 antigénes somatiques

(O), 56 antigenes flagellaires (H) et 80 antigénes capsulaires (K) [65, 66].
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Figure 4 : Observation microscopique d’Escherichia coli [67].

3-2-2- Salmonella:

Salmonella appartient a la famille des Enterobacteriaceae. Les Salmonella
Sont constituées de bacilles droits Gram négatifs, non sporulés, d’une taille de 0,7 a 1,5 um de
large et de 2,0 a 5 um de long, anaérobies facultatifs.

Les bacilles sont généralement mobiles gréce a des flagelles péritriches.
Ils produisent généralement des acides et du gaz a partir de glucose et utilisent le citrate
comme seule source de carbone. Ces bactéries croissent a des tempeératures situées entre 8°C
et45°C, mais sont sensibles a la chaleur [68, 69].
3-2-3- Yersinia enterocolitica :

Le genre Yersinia comprend 11 espéces appartenant aux Enterobacteriaceae. Il s’agit de
bacilles Gram négatifs, non sporulés, anaérobies facultatifs qui Fermentent le glucose. Plus
petites que la plupart des autres entérobactéries,

Elles apparaissent souvent comme des coccobacilles lorsqu’elles se multiplient
A 37°C. Ce genre comprend 4espéces pathogénes bien caractérisées : Yersinia pestis
responsable des pestes bubonique et pulmonaire, Y. pseudo-Tuberculosis pathogéne des
rongeurs et occasionnellement de ’homme, Y.ruckeri provoquant des maladies chez les
poissons d’eau douce, et Y. enterocolitica, un pathogéne intestinal. Y.pseudotuberculosiset
Y. enterocolitica sont les 2 agents pathogénes d’origine alimentaire.

Y. enterocolitica est psychrotrophe, c’est-a-dire capable de se multiplier a des températures
inférieures a 4 °C. Sa température optimale de multiplication est cependant de 28-30 [70, 71].
4-les bactéries psychrotrophes :

Les bactéries psychrotrophes sont définies par leur aptitude a se développer

A des températures inférieures a +7°C. Agents de toxi-infections alimentaires.
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ou d'altération de la qualité marchande des denrées, elles constituent un facteur limitant la
conservation des produits réfrigérés. La maitrise de ce type de flore passe principalement par
une amélioration des performances des moyens frigorifiques, permettant de garantir une
réfrigération des denrées entre 0°C et +2°C, ainsi que par une validation de la durée de vie des
produits alimentaires sur la base d'études scientifiques adaptées.

Les bactéries psychrotrophes possédent une relative capacité de résistance au «stress
froid», mettant en jeu des mécanismes dont les principaux sont la synthése d’enzymes
adaptées a fonctionner a basse température, ’adaptation de la composition des membranes en
acides gras insaturés et la synthése de protéines «de choc thermique».

Il est possible de classer les bactéries psychrotrophes en deux groupes, en fonction de leurs
effets : les agents de toxi infections alimentaires et les agents d’altérations des aliments
[72,73].

Tableau 3 : La température de croissance des bactéries psychrotrophes [74].

Groupe Température Température Température
Minimale Optimale Maximale
Psychrotrophes 0as°C 25a35°C 37°C

4-1-les psychrotrophes, agents d’altération :

Les bactéries psychrotrophes agents d’altérations des aliments sont beaucoup plus
nombreuses et variees, mais la famille des Pseudomonadaceae est souvent la plus représentée.
Elle regroupe des bacilles a Gram négatif, droits ou incurves, mobiles par ciliature polaire et
aerobies stricts [75].

Le genre Pseudomonas posséde la meilleure capacité de développement au froid et
présente une activité significative jusqu’a une température de +2°C [76].
4-2-les psychrotrophes, agents de toxi-infection alimentaire :

En se basant sur les statistiques actuellement disponibles concernant la fréquence de la
contamination des produits alimentaires [77].

Et compte-tenu de lactualité récente, [78] il faut retenir la place prépondérante de
Listeria monocytogenes en tant que bactérie psychrotrophe pathogéne pour I’homme.

Les espéces Yersinia enterocolitica, Bacillus cereus et Clostridium botulinum de type E
sont impliquées de fagon beaucoup plus rare, en Europe, dans des accidents d’origine

alimentaire.
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D’autres bactéries présentent un intérét pratique mineur, en particulier Aeromonas
hydrophila et Plesiomonas shigelloides.

Enfin, il faut noter que certaines souches de Salmonella et de Escherichia coli sont
susceptibles de se développer entre +5°C et +7°C, mais que ces souches restent atypiques de
sorte que ces micro-organismes ne sont pas considérés parmi les psychrotrophes [79].
5-Influence des bactéries psychrotrophes sur la viande réfrigérée :

De nombreux types d’altérations des denrées dues a [Paction de bactéries
psychrotrophes ont été décrits. Ils sont le résultat de I’activité d’enzymes microbiennes €X0
cellulaires et affectent, selon les cas, la consistance, la couleur, I’aspect, ’odeur et la saveur
du produit.

La protéolyse conduit a la formation d’acides aminés libres puis de produits de leur
décarboxylation ou de leur désamination.

Les amines volatiles et I'ammoniac formés sont a I’origine d’odeurs et de saveurs
désagréables et exceptionnellement d’une toxicité de l'aliment. Ce type de métabolisme est
rencontré en particulier chez les bactéries des genres Pseudomonas, Shewanella, Alcaligenes,
Acinetobacter et Flavobacterium, mais aussi chez les Lactobacillus, Micrococcus, Bacillus et

les entérobactéries [80].
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Conservation de la viande
1-Géneralités :

La consommation d'aliments frais est toujours préférable car la conservation diminue la
valeur nutritive des produits. Autrement dit, les aliments conservés sont moins nutritifs que
les aliments frais [7].

Les aliments subissent une série de transformations aboutissant & leur altération,
dénaturation, fermentation, putréfaction si elles ne sont pas traitées, la viande en particulier
constitue un terrain tres favorable a la plupart des contaminations microbiennes. 1l s‘agit d'un
aliment de conservation difficile [81].

Les méthodes utilisées dans la conservation des aliments ont pour objectif d'allonger la
durée de vie de ces produits. Il y a plusieurs méthodes de conservation: le séchage, la
salaison, la réfrigération, la congélation, la pasteurisation, la stérilisation. Tous ces traitements
ont pour objectif d’arréter ou d’inhiber la croissance des microorganismes [81].
2-Définition de la conservation :

La conservation de la viande consiste a maintenir sa qualité microbiologique en
ralentissant la vitesse de prolifération des microorganismes et garder ses propriétés
organoleptiques et nutritionnelles en ¢liminant les mécanismes d’altération intrinséques et
extrinséques. La bonne conservation d’un aliment résulte d’une optimisation réussit entre
differents paramétres tel que lallongement de la date limite de conservation (DLC) des

viandes fraiches selon des conditions de stockage et la qualité de I’aliment [82, 83].

3-les principales techniques de conservation :

3-1-La conservation par le froid:

Le froid n'est pas un moyen de stérilisation ou de désinfection, mais simplement un
agent inhibiteur des processus biologiques, notamment du développement des
microorganismes et de l'activité des enzymes car ces deux processus sont proportionnels a la
température [9].
3-2-La conservation par déshydrations:

C’est la méthode la plus ancienne, ces techniques sont variées: dessiccation au soleil, au
four, a l'air chaud produit industriellement, au feu ou laction de la fumée s'ajoute a la

déshydrations.

Page - 24 -



Etude Bibliographique Chapitre 3 :Conservation De La Viande

3-3-La conservation par acidification lactique:

Le pH est un parametre trés important dans la conservation de la viande, car a des
valeurs données, certaines bactéries peuvent voir leur croissance trés ralentie voir méme
inhibée. La diminution du pH ralentit la multiplication d’une grande partic de la flore de
contamination de la viande [84, 85].
3-4-La conservation par ’utilisation des bactéries (biopréservation):

Comme I'utilisation des bactéries lactique.
3-5-La conservation par combinaison des agents de salaison:

A savoir les sels de nitrate, les sucres, et les épices, et de processus de fermentation
microbienne.

3-6-La conservation par salage :

4- La conservation de la viande par réfrigération :

Consiste a entreposer les aliments & une température basse, proche du point de
congélation, mais toujours positive par rapport a celui-ci. Généralement, la température de
réfrigération se situe aux alentours de 0°C a +4°C. La réfrigération permet donc la
conservation des aliments périssables a court ou moyen terme, elle doit étre faite le plus tot
possible aprés collecte, elle doit s'appliquer a des aliments initialement sains et étre continue

tout au long de la filiére de distribution [86].
5- Intérét de I'utilisation du froid :

La réfrigération, qui est une conservation au froid des aliments périssables, notamment
la viande, a pour effet la diminution de I’activité des bactéries en retardant leur prolifération.

La majorité des microorganismes tels que les coliformes fécaux et les germes pathogenes
responsables d’intoxications alimentaires ne sont plus capables d’activités métaboliques a des
températures inférieures a 5°C.

Cet abaissement de la température est aussi indispensable pour contrdler les propriétés
organoleptiques post mortem de la viande (tendreté, flaveur et couleur). Ce mode de
conservation ne peut en général excéder quelques jours, de l'ordre de deux a trois jours pour
les viandes fraiches [5, 6, 7].

L’utilisation du froid pour la conservation des aliments périssables est sans contest la
technique la plus répandue. Les basses températures permettent de conserver un produit
pendant un temps plus ou moins long et pouvant étre consommeé avec sécurité tout en gardant

son aspect, sa couleur, ses qualités, gustatives, nutritives et hygiéniques [9].
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6-Les principales techniques de réfrigération :

6-1-la réfrigération lente :

Il était indispensable surtout au début de la chaine de fabrication des viandes hachées.
Ou dans les grandes chambres frigorifiques la vapeur d'eau qui se dégage des carcasses
chaudes qu'on vient d'introduire va se condenser a la surface de ces derniéres une fois
refroidies, pour cela il faut utiliser des températures de 1’ordre de 0°C pendant 48 heures pour
atteindre une température de +2°Cau coeur des carcasses ou 72 heures pour atteindre une
température de 0°C au cceur des carcasses [9].

6-2- La réfrigération rapide :

Elle a pour but de freiner la prolifération microbienne et de limiter la perte de poids par
évaporation. La méthode de réfrigération consiste & introduire les carcasses encore chaudes
directement dans une chambre froide, parcouru par un courant dair. On arrive au bout de
quelques heures. (3 a 4 heures) a baisses la température superficielle de la viande vers 2°C ou
3°C [87].
6-3-La réfrigération ultra-rapide :

Un dispositif de refroidissement par radiation et convection naturelle en faisant passer les
carcasses entre des refroidisseurs a plaques cela fait passer la température ou "coeur" de+41°C
a +3°C en 18 heures avec tres faible perte par évaporation [9].
6-4-La réfrigération complexe :

Dans la réfrigération lente, pour diminuer les pertes par évaporation, on peut augmenter
le degré d’humidité de l'air froid, et empécher le développement des microbes psychrophiles
par l'un des moyens suivants: l'ozone, le gaz carbonique, le rayon ultra violet et 1’utilisation

d’antibiotique [88].
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Etude expérimentale
1-Matériel et Méthode :
1-1-Site d’étude :

Notre étude a été réalisé au laboratoire de la microbiologie de la faculté des sciences de
la Nature et de la Vie de I'université Constantine 1.
Au niveau de ce laboratoire nous avons réalisé des analyses des souches isolées des viandes
bovines, de volailles et de sardine.
1-2-Matériel biologique :

Le matériel utilisé dans le laboratoire de microbiologie regroupé en 4 catégories : les
milieux de cultures et les réactifs, le matériel de stérilisation, le matériel d’incubation et la
verrerie et les appareilles électrique.

1-3-Echantillonnage :

Les échantillons utilisés sont la viande bovine, la viande de volaille et la sardine. Le
prélevement de ces trois ont été réalisés apres 1’achat des morceaux de viande au niveau de
boucherie et la sardine au niveau de poissonnerie dans la Nouvelle ville Massinissa .Nos
échantillons sont prélevés aseptiquement dans un papier aluminium stérile et emballés dans
un papier film stérile puis le transport a été réalisée dans une glaciére .

Dans notre étude le jour méme de I’achat 10 g de chaque type de viande ont été

analyses et le reste conservé dans un réfrigérateur a 3 C° pendant 7 jour pour suivre

I’évolution de la population bactérienne.

Figure 5 : Les trois échantillons utilisés pour I’analyse.

1-3-1- Préparation de la solution meére:
Pour cette opération 10 g de viande ont été pesés aseptiquement sur une balance et

introduits stérilement dans un erlenmeyer de 250 ml contenant 90 ml de tryptone sel stérile.
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L’homogénéisation du contenu a été effectuée pendant 1 a 2 minutes a ’aide d’un

broyeur (ultra-turax). Une filtration a été réalisée par un papier filtre, le filtrat obtenu est

appelée la solution mere.

—\’
A 2 2 3

Figure 6 : Préparation de la solution mére de la viande bovine de volaille et de sardine.

1-3-2-Préparation des dilutions :

Une série de dilutions (jusqu’a la dilution 107) a été effectuée a partir de la solution
mere que I’on homogénéise par agitation dans un vortex.
A partir d’une pipette graduée stérile 1 ml de la solution mére a été prélevé et introduit dans
le 1* tube contenant 9 ml de tryptone sel stérile. L’agitation a été réalisé jusqu’a la derniére

dilution .et une nouvelle pipette a été renouvelée pour chaque nouvelle dilution.

I materiel :
Tubes de diluant Pipette graduce ou pipette paille de 1l
de 9 i

. S tubes avec @ ML de diluant
I_a technigue : | |
Prendre 1 rmmL

duproduitour _—— oy T mboy gy 2y
) T

Suspension
bacteérienne a
mesurenr ::>

Dilution - 10 10" 10~ 10 10 107
Facteur de
dilution - 1 10 100 1 OO0 10000 1 OO0

Figure 7 : Les étapes de la préparation des dilutions décimales.
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1-4-Analyse bactériologique :
1-4-1-Dénombrement de la FTAM :

La recherche de la FTAM a été faite sur gelose nutritive (GN) ou sur Plate Count Agar
(PCA). 0,1ml de chaque dilution (107 jusqu’a 107) a été prélevé avec une micropipette et
ensemencé a la surface avec une pipette rateau.les boites ont été incubées a I’étuve de 30C°
pendant 72h.

Aprés I'incubation, toutes les boites contenant plus de 300 colonies sont rejetés et les
boites contenant moins de 30 colonies sont elles aussi écartées.

La formule mathématique suivante utilisée pour le dénombrement des boites contenant un

nombre de colonies de 30 a 300 et le résultat obtenu est rendu en UFC/ml :

> C
V. (n1+0,1 .n2)

- 'C : somme des colonies comptées sur toutes les boites retenues.
- nl : nombre de boites retenues a la premiére dilution.

- n2 : nombre de boites retenues a la deuxiéme dilution.

- d : taux de dilution de la premiere dilution.

1-4-2- La recherche de la flore psychrotrophe :

La recherche de la flore psychrotrophe a été faite sur gélose Plate Count Agar (PCA).
0,1ml de chaque dilution (10 jusqu’a 107) a été prélevée avec une micropipette et ensemencé
a la surface avec une pipette rateau.les boites ont été incubées a 3C° pendant 10 jours.
1-4-3-La recherche des Pseudomonas :

Les milieux de culture King A et King B ont été coulés sur boite de pétrie et a ’aide
d’un racleur sont ensemencés avec 0,1 ml des dilutions.

Les boites ont été incubées a 3C° pendant 48h. Le milieu king A permet d’identifier
Pseudomonas aeruginosa par la production d’un pigment verdatre, la pyocyanine. Alors que
le milieu king B permet la culture d’autre espéce de Pseudomonas en produisant un vert

fluorescent, la pyoverdine.
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1-5-La purification des isolats :
Les colonies isolées ont été ensemencées dans 9ml de bouillon nutritif puis incubées
pendant 18 heures. La purification a été réalisée sur milieu GN jusqu’a I’apparition de

colonies pures. La conservation a été effectuée a 4C°.

Figure 8 : Le bouillions nutritif aprés ensemencement avec les isolats.

1-6-L’identification des bactéries :

Les colonies obtenues sont soumises aux principaux tests d’identification : examen

macroscopique et microscopique (coloration de Gram).
1-6-1-Etude macroscopique :

Ce test vise a appreécier la taille de colonies, le contour, la consistance et la couleur.

Tableau 4 : Les différents aspects macroscopiques des colonies.

Forme des colonies Ronde, ovale, lenticulaire, filamenteuse
Bord des colonies Un pourtour régulier, dentelé

Surface des colonies Bombée, plate, lisse, rugueuse, striée
Couleur des colonies Rouge, rose, blanchétre, jaune
Consistance des colonies Légerement liquide, laiteuse, solide
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1-6-2-Etude microscopique :
1-6-2-1-Etude microscopique apres coloration de Gram :

L’examen microscopique est révélé par la coloration de Gram. Cette coloration est la
base de I’identification d’une souche bactérienne.

Au terme du processus de coloration, les bactéries dites Gram négatifs apparaissent
roses tandis que les bactéries dites Gram positifs sont colorés en violet. Aussi la coloration de
Gram permette de différencier les bactéries selon leur morphologie, leur affinité tinctoriale et
d’apprécier leur regroupement.

> Sur une lame une goutte de la suspension a été étalée en couche mince.
> Apres séchage a Iair libre, le frottis a été fixé par passage de la lame & une flamme du
bec Bunsen.
> La coloration a été réalisée et ’observation devient préte pour déterminer le Gram des
bactéries.
1-7-Etude biochimique :
L’identification biochimique est un examen qui permet d’identifier une bactérie en
s’appuyant sur ces caracteres biochimique.
1-7-1-Test de la mobilité :
Le Mannitol Mobilité est un milieu de culture caractérisé par la présence de mannitol et
permet la mise en évidence de la mobilité bactérienne.
Les tubes contenants le Mannitol Mobilité ont été ensemencés par piqure centrale a ’aide

d’une pipette pasteur et incubé a 30 C° pendant 48h.

e
——

Figure 9 : Le Mannitol Mobilité ensemencée avec les isolats et avants 1’incubation.
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1-7-2-Test de ’oxydase :

La recherche de ’oxydase est une technique d’identification en bactériologie concernant
les Gram négatifs. Les bactéries possédant I’enzyme oxydase peuvent oxyder la N-diméthyle-
paraphénylene diamine, ce qui donne des produits violacés.

Une colonie a été prélevée avec une pipette pasteur et déposée sur un disque oxydase,

aprés quelque seconde les résultats ont été observés a I’ceil nu.

Figure 10 : Les disques d’oxydase avant I’ensemencement avec les bactéries isolées.
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7-1-3- Schéma d’identification des bactéries Psychrotrophes :

Culture isolée

G+ G-

» COCCI

Mobile Immobile

v

Formes bacilles

Corynéforme Teste Pxydase

Pas de pigment  Jaune-orange

Acinétobacter Flavobacter
Oxydase(+) Oxydase(-)
|
1
Viande fois Fermentative en VF Acide + gaz

|

Entérobactéries Oxydatif

Inerte Alcalin  Fermentatif ~ Acide avec production de gaz

| |

Pseudomonas Pseudomonas Aéromonas

Figure 11: Schéma d’identification des bactéries psychrotrophes. [89]
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2-Résultats :

2-1-Dénombrement de la FTAM, la flore psychrotrophe et Pseudomonas :

2-1-1-La viande bovine :

Tableau 5 : La moyenne de dénombrement de la FTAM de la viande bovine pour les 3

manipulations pendant (JO : jour 0, J3

:3°™ jour, J7 7%

jour).

Manipulatio 1 | Manipulation 2 | Manipulation 3 | Moyenne
JO 276.10° 118.10° Ind 197.10°
J3 34.10° Ind Ind 34.10°
J7 Ind 0,0925.10° 0,09.10° 424,1.10°

Tableau 6 : La moyenne de dénombrement de la flore psychrotrophe de la viande bovine

pour les 3 manipulations pendant (JO : jour 0, J3 :3°™ jour, J7 :7°™ jour)

Manipulation 1 | Manipulation 2 | Manipulation 3 | moyenne
JO Ind 199.10° Ind 199.10°
J3 130.10° Ind Ind 130.10"
J7 2,72.10° Ind 700.10° 3501.10°

Tableau 7 : La moyenne de dénombrement des Pseudomonas sur milieu King A de la

viande bovine pour les 3 manipulations pendant (JO : jour 0, J3 :3°™ jour, J7 :7°™ jour).

Manipulation 1 | Manipulation 2 | Manipulation 3 | Moyenne
JO 5,096.10" Ind Ind 5,096.10"
J3 5.10° 2,32.10° Ind 3,66.10°
J7 Ind Ind Ind Ind
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Tableau 8 : La moyenne de dénombrement des Pseudomonas sur milieu King B pour les 3

manipulations pendant (JO : jour 0, J3

:3°™ jour, J7 :7°™

jour).

Manipulation 1 | Manipulation 2 | Manipulation 3 | Moyenne
Jo Ind 1,09.10° 3,6.10° 2,345.10°
J3 0,02855.10° 8,1.10° 7.10° 5,042.10°
J7 Ind Ind Ind Ind

2-1-2-La viande de volaille :

Tableau 9 : La moyenne obtenue de dénombrement de la FTAM pendant les jours (0, 3 et

7) pour les 3 essais pour la viande de volaille.

Manipulation 1 | Manipulation 2 | Manipulation 3 | Moyenne
JO 86.10° Ind Ind 86.10°
J3 Ind 0,0284.10° 0,21.10° 1,064.10°
J7 Ind Ind Ind Ind

Tableau 10 : La moyenne obtenue de dénombrement de la flore psychrotrophe pendant les

jours (0, 3 et 7) pour les 3 essais pour la viande de volaille.

Manipulation 1 | Manipulation 2 | Manipulation 3 | moyenne
JO Ind 1,96.10° Ind 1,96.10°
J3 0,003455.10" Ind 205.10’ 102,5.10"
J7 Ind Ind Ind Ind

Tableau 11 : La moyenne obtenue de dénombrement des Pseudomonas sur milieu King A

pendant les jours (0, 3 et 7) pour les 3 essais pour la viande de volaille.
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Manipulation 1 | Manipulation 2 | Manipulation 3 | moyenne
Jo 4,8.10° Ind Ind 4,8.10°
J3 2,5.10° 0,835.10° Ind 1,667.10°
J7 Ind Ind Ind Ind

Tableau 12: La moyenne obtenue de dénombrement des Pseudomonas sur milieu King B

pendant les jours (0, 3 et 7) pour les 3 essais pour la viande de volaille.

Manipulation 1 | Manipulation 2 | Manipulation 3 | moyenne
Jo Ind 0,2815.10° 4,6.10° 2,440.10°
J3 0,242.10° 44,68.10° 20.10° 21,64.10°
J7 Ind Ind Ind Ind

2-1-3-la viande de sardine :

Tableau 13: La moyenne de dénombrement de la FTAM des 3 manipulations pendant les

jours 0, 3 et 7 de la sardine.

Manipulation 1 | Manipulation 2 | Manipulation 3 | moyenne
JO 6,276.10° Ind Ind 6,276.10°
J3 0,0110.10° 5,829.10° 5,800.10° 3,38.10°
J7 Ind 0.000623.10° 5.10° 2,500.10°

Tableau 14 : La moyenne de dénombrement de la flore psychrotrophe des 3 manipulations

pendant les jours 0, 3 et 7 de la sardine.
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Manipulation 1 | Manipulation 2 | Manipulation 3 | moyenne
JO 3,47.10° Ind Ind 3,47.10°
J3 0,03605.10° Ind 3,245.10° 1622.10°
J7 Ind Ind Ind Ind

Tableau 15 : La moyenne de dénombrement des Pseudomonas sur milieu King A des 3

manipulations pendant les jours 0, 3 et 7 de la sardine.

Manipulation 1 | Manipulation 2 | Manipulation 3 | moyenne
JO Ind 5,855.10" Ind 5,855.10"
J3 6,965.10" Ind Ind 6,965.10"
J7 Ind Ind Ind Ind

Tableau 16: La moyenne de dénombrement des Pseudomonas sur milieu King B des 3

manipulations pendant les jours 0, 3 et 7 de la sardine.

Manipulation 1 | Manipulation 2 | Manipulation 3 | moyenne
Jo Ind 3,79.10" 46.10" 24,89.10"
J3 228.10° Ind Ind 228.10"
J7 0,040.10° 4,468.10° 4,442.10° 2,983.10°
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Tableau 17 : Tableau récapitulatif de dénombrement de la flore bactérienne de la viande

bovine, de volaille et de sardine.

Type de Les jours FTAM Flore Pseudomonas | Pseudomonas
viande psychrotrophe king A king B
JO 197.10° 199.10° 5,096.10* 2,345.10°
Viande J3 34.10° 130.107 3,66.10° 5,042.10°
bovine
J7 424,1.10° 3501.10° Ind Ind
JO 86.10° 1,96.10° 4,8.10° 2.440.10°
Viande de J3 1,064.10° 102,5.10" 1,667.10° 21,64.10°
volaille
J7 Ind Ind Ind Ind
JO 6,276.10° 3,47.10° 5,855.10" 24,89.10"
Viande de J3 3,38.10° 1622.10° 6,965.10" 228.10"
sardine
J7 2,500.10° Ind Ind 2,983.10°
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2-2-1dentification macroscopique :

2-2-1-La flore psychrotrophe :

Tableau 18: Aspect macroscopique de quelques colonies

viande de volaille, de sardine et bovine.

isolées des échantillons de la

Les isolats La taille La forme contour La surface La couleur
S1 Treés petite Bombée Ronde, La surface blanchatre
régulier
S2 Grande Bombée Ronde, Brillante, Jaune avec
régulier lisse
centre orange
S3 Petite Bombée Ronde, Brillante, Beige avec
régulier lisse centre blanc
S4 Petite Bombeée Ronde, Brillante, Orange
régulier lisse
S5 Trés grande | Bombée Ronde, Brillante, Blanche
régulier lisse
S6 Grande Bombeée Ronde, Brillante, Beige avec
régulier lisse centre blanc
S7 Grande Bombeée Ronde, Brillante, Transparente a
régulier lisse .
centre beige
S8 Tres petite Bombeée Ronde, Brillante, Beige avec
régulier lisse
centre marron
S9 Tres petite Bombeée Ronde, Brillante, Orange
régulier lisse
S10 Tres petite Bombeée Ronde, Brillante, Jaune
régulier lisse
S11 Tres grande | Bombée Ronde, Brillante, Beige
régulier lisse
S12 petite Bombée Ronde, Brillante, Beige
régulier lisse
S13 Tres petite Bombeée Ronde, Brillante, Beige
régulier lisse
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2-3-ldentification microscopique apreés coloration de Gram:

Tableau 19: Aspect microscopique de quelques colonies isolées des échantillons de la

viande de volaille, de sardine et bovine.

Aspect microscopique obtenu Gx100

Les isolats La forme et le Gram
S1 Bacille & Gram -
S2 Bacille & Gram -
S3 Bacille & Gram -
S4 Bacille & Gram -
S5 Bacille a Gram -
S6 Bacille a Gram -
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S7 Bacille a Gram -
S8 Cocci a Gram +
S9 Cocci a Gram +
S10 Cocci a Gram +
S11 Bacille & Gram -
S12 Bacille & Gram -
S13 Bacille a Gram -
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2-4-1dentification biochimique :
2-4-1-Test de la mobilité et de ’oxydase :

Tableau 20 : Résultat de test de la mobilité et d’oxydase.

Les isolats Test de la mobilité Test de I’oxydase
S1 Mobile Positif
S2 Immobile Négatif
S3 Mobile Positif
S4 Immobile Négatif
S5 Mobile Positif
S6 Mobile Positif
S7 Immobile Positif
S8 Mobile Positif
S9 Mobile Positif
S10 Immobile Positif
S11 Mobile Positif
S12 Mobile Positif
S13 Mobile Positif

Figurel?2 : Résultat du test de la Mobilité et de L’oxydase.
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Tableau 21: Résultats récapitulatifs des tests microbiologique et biochimique.

Tpe : trés petite, Tg : trés grande, Rr : ronde et réguliére, B : bombeée, brillante et lisse. P :

petite, G : grande.
Isolats | Etude microscopique | Gram Forme Mobilité | oxydase | Genre
S1 Tpe, B, Rr, Bl Négatif Bacille + + Pseudomonas
Blanchatre
S2 G, B, Rr, Bl Négatif Bacille - -
Jaune a centre orange /
S3 P, B, Rr, BI Négatif Bacille + + Pseudomonas
Beige a centre blanc
S4 P, B, Rr, Bl Négatif Bacille - -
Orange /
S5 Tg, B, Rr, Bl Négatif Bacille + + Pseudomonas
Blanche
S6 G, B, Rr, Bl Négatif Bacille + + Pseudomonas
Beige a centre blanc
S7 G, B, Rr, Bl Négatif Bacille + + Pseudomonas
S8 Tpe, B, Rr, Bl Positif Cocci + +
Beige a centre marron /
S9 Tpe, B, Rr, BI Positif Cocci + +
Orange /
S10 Tpe, B, Rr, BI Positif Cocci - +
Jaune /
S11 Tg, B, Rr, Bl Négatif Bacille + + Pseudomonas
Beige
S12 P, B, Rr, Bl Négatif Bacille + + Pseudomonas
Beige
S13 Tpe, B, Rr, BI Négatif Bacille + + Pseudomonas
Beige
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3-Discussion :

La présence de la flore totale aérobie mésophile dans la viande est interprétée soit par un
défaut d’hygiene lors de la manipulation ou de mauvaises conditions de conservation, soit par
contamination lors de I’abattage, transport des carcasses, I’environnement et le personnel.

Les résultats obtenus montre que la contamination a jO dans la sardine est supérieure a
celle des autres viandes avec une moyenne a Iordre de 6,276.10° germe /g, suivie d’une
évolution de la charge microbienne pendant la duré de conservation a3°C. aj3, j7 le nombre
pour les trois types de viande dépasse le seuil de 10" germes /g.

Les résultats de dénombrement des germes recherchés dans la viande réfrigérés, laissent
ressortir que la flore psychrotrophe est prédominante avec une moyenne générale de
contamination & jO & P'ordre de 1,96.10° germe /g de volaille, et de 3,47.10° germe /g de
sardine, et de 199.10° germe /g dans la viande bovine, A partir de ces résultats nous
remarquons que la moyenne générale de la flore psychrotrophe a jO dans la viande de volaille

est supérieure a celle de sardine et de bovin.

Celle-ci s’explique probablement par le fait que la viande de volaille a été beaucoup plus
manipulée durant les traitements d’battage, d’éviscération et de lavage que la sardine et la
viande bovine.

Les résultats obtenue de la flore psychrotrophe montrent que leurs nombres apres une
conservation de 3 a7 jours est indénombrables Pour les trois types de viandes, celui-ci a
largement dépassé le seuil de 10° germe /g, avec changement de couleur et une odeur
désagréable, qui montre la putréfaction bactérienne.

Dans ce travail nous avons procédé a un isolement et une caractérisation, des bactéries
Psychrotrophes, Parmi 13 souches purifiées a partir de la flore psychrotrophe, 1’examen
microscopique des isolats donne des bacilles a Gram négatif avec un pourcentage a 1’ordre de
61,53% de la flore globale dénombrée, aussi le test de la mobilité et de 'oxydase de ces
souches indiquent que la plupart sont mobiles et oxydase positif.

Ces résultats sont en parfait accord avec ceux des auteurs cités précédemment [90] et
confirmes que la bactérie Psychrotrophe dominante dans nos viandes et responsable de leur
altération est Pseudomonas.

Pseudomonas est principalement utilis¢é comme indicateur d’altération des viandes.
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Conclusion

La qualit¢ microbiologique des viandes réfrigérées dépend, d’une part de la
contamination antérieure apportée par les mains du personnel de I’abattoir et les outils de
travail pendant les opérations d’abattage et de découpe et d’autre part de la prolifération de la
flore contaminant pendant la réfrigération suite a leur adaptation aux conditions de
conservation.

L’objectif de cette présente étude est d’apprécier la contamination des viandes
commercialisées, et son évolution au cours d’un stockage réfrigéré entre 0 et 3°C pendant
7jours.

Trois types de viande ont été utilisés : bovine, volaille et sardine.

Au terme de cette étude, I’analyse bactériologique a montré que la contamination
initiale des viandes étudiées est trés élevee. Ceci a entrainé une évolution rapide de la flore
bactérienne qui limite le stockage réfrigeré de ces viandes de 3 a 4 jours.

Les bactéries psychrotrophes sont les agents de nombreux types d’altérations des
denrées réfrigérees.

Les résultats de cette étude ont révélé la présence de la flore psychrotrophe, En
particulier Pseudomonas qui constituent la bactérie dominante de la viande réfrigéree. Lors
des dénombrements la flore psychrotrophe et les Pseudomonas évoluent de la méme maniere
a savoir; en augmentant. C'est ainsi que Lott cité par Catsaras [90] préconise leur étude et
leur recherche comme indicateur de la qualité microbiologique des viandes réfrigérées.

Ce résultat ne remet pas fondamentalement en cause le recours a la réfrigération, mais
motive une utilisation stricte de ce procédé.

Pour une meilleure maitrise de I’évolution bactériologique des viandes en stockage
réfrigéré, une température inférieure a +3°C, est indispensable, aussi les contrdles
microbiologique a chaque étape de production et la sensibilisation du personnel travaillant
dans ce secteur vis-a-vis de I’hygiéne est aussiobligatoire afin de minimiser ces
contaminations. Sous ces conditions, la flore d'altération; flore psychrotrophe et Pseudomonas

seront certainement limités et donneront des produits de meilleure qualité.
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Annexes

Annexe 1 :
Milieux de culture :
e PCA (Plate Count Agar) :

Tryptone .....oovvivvii S5g
Extraitde levure...............ooooiiiiiiin.. 2,5¢
GIUCOSE ..., Ig
AT o 15¢g
Eaudistillée..............coooii 1L
PH=7,2 £0,2

e KingA:
Peptone A ... 20g
Glycérol.... oo 10g
Chlorure de magnésium..................ccoeeene. 1,4g
Sulfate de potassium..............c.ocoiiiiiiinnt. 10g
AGAr. ..o, 12¢g
Bau distillée...........ooviiiiiiiiiiin 1L

PH=7,2+0,2

e KingB:
Peptone de viande..................ooi, 10g
Peptone de caséine..............cooceiiiiiiiinn... 10g
Phosphate dipotasique.............ccoevviiiiniiinnn. 1,5g
Sulfate de magnésium...............coeiiiiiiinininn.. 1,5g
AGAT. .. 15¢g
Eaudistillée.........cooooiiiiiii 1L

PH= 7,2 £0,2




Annexes

e Bouillon nutritive :

Extrait de viande..............ocooiiiiiiiiiii 10g
Extrait de 1eVure. .......coccvveeeiiiiiieieceeiee e 20¢g
Peptone.......ooviiii 50g
GIUCOSE vt 1.0g
Chlorure de sodium ............ccoeviiiiiiiiiiiiiienienen.. 50g
Eaudistillée ... IL

e Tryptone sel :

Tryptone. ..oonee e lg

Chlorure de sodium.............coviviiiiiiiiiiienn, 8,5¢g

Eaudistillée............ooooii 1L
PH=7,2 £0,2
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Annexe 2 :

e Coloration de Gram :

v Une goutte de la suspension bactérienne a été étalée en couche mince et réguliére sur
la lame. Apres fixation du frottis a la chaleur.

Recouvrir le frottis d’une solution de violet de Gentiane, laisser agir 1minute.

Verser le lugol, laisser agir 1a2 minute.

Laver a I’eau distillée.

Décolorer avec I’alcool acétone pendant 30 secondes.

Laver a I’eau distillée.

Recolorer par la fuchsine pendant 2 a 3 minute.

Laver a I’eau distillée.

Sécher entre deux feuilles de papier Joseph.

AN N NN Y U N NN

Observer a immersion x100.
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