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Résumé

Cette étude vise a évaluer le profil de résistance aux antibiotiques des entérobactéries
pathogenes isolées de différents types de viandes et de produits de charcuterie commercialisés
a Constantine. Des échantillons de viandes rouges, blanches et charcuteries ont été analysés
pour détecter la présence de bactéries telles que Escherichia coli, Salmonella spp, Yersinia
enterocolitica, Staphylococcus aureus et d'autres entérobactéries. Les tests microbiologiques,
biochimiques et les antibiogrammes ont révélé une diversité de souches pathogenes, certaines
présentant une résistance marquée aux antibiotiques. Ces résultats soulignent l'importance de
renforcer les mesures d’hygiéne dans la chaine de production des viandes afin de limiter la

propagation de bactéries multirésistantes et de protéger la santé publique.

Mots clés : viandes, charcuteries , antibiotiques, résistance



Abstract

This study aims to evaluate the antibiotic resistance profiles of pathogenic Enterobacteriaceae
isolated from various types of meat and charcuterie products sold in Constantine. Samples of
red meat, white meat, and processed meat were analyzed for the presence of bacteria such as
Escherichia coli, Salmonella spp, Yersinia enterocolitica, Staphylococcus aureus, and other
Enterobacteriaceae. Microbiological, biochemical analyses and antibiotic susceptibility tests
revealed a diversity of pathogenic strains, some exhibiting significant resistance to antibiotics.
These findings highlight the need to strengthen hygiene practices throughout the meat

production chain to reduce the spread of multidrug-resistant bacteria and safeguard public
health.

Key words: meat, charcuterie, antibiotics, resistance
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Introduction

Introduction

La viande, aliment incontournable de notre alimentation, offre une richesse
nutritionnelle en protéines, minéraux et vitamines. Toutefois, elle constitue également un
vecteur potentiel de contamination microbiologique, notamment par des entérobactéries
pathogenes susceptibles de transmettre des infections parfois graves. Face a la montée
préoccupante de ’antibiorésistance, alimentée en partie par I’'usage excessif des antibiotiques
en production animale, I’évaluation du profil de résistance des bactéries isolées des viandes

s’avere aujourd ’hui essentielle pour la santé publique.

Dans un monde confronté a une crise croissante de I’antibiorésistance, connaitre les
profils de résistance des bactéries isolées des aliments est devenu une nécessité. Les viandes
rouges, blanches et charcuteries, souvent manipulées et consommeées sans cuisson suffisante,
peuvent étre des véhicules pour la transmission de souches pathogenes multirésistantes. La
région de Constantine, comme beaucoup d’autres en Algérie, ne dispose que de peu de données
récentes sur la qualité microbiologique des viandes commercialisées. Comprendre cette
situation locale est essentiel pour mettre en ceuvre des mesures de contrdle adaptées et protéger

les consommateurs.

Dans ce contexte, notre étude vise a évaluer la qualité microbiologique des viandes
rouges, blanches et charcuteries commercialisées a Constantine, a identifier les principales
souches d’entérobactéries pathogenes, a déterminer leur niveau de contamination et a analyser
leur sensibilité aux antibiotiques courants. Ce travail permettra de mieux comprendre les risques
liés a la consommation de ces produits et de proposer des pistes d’amélioration des pratiques

d’hygiene et de surveillance.

Le mémoire s’organise autour de trois parties : une revue de la littérature sur la microbiologie

des viandes et l’antibiorésistance, une partie expérimentale détaillant le protocole de
b

prélevement et d’analyse, et enfin une présentation des résultats accompagnée d 'une discussion

critique et de recommandations (Van Boeckel et al., 2015).
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Chapitre 1 les viandes et les entérobactéries

1. Définition des viandes

Le mot « viande » est un terme général qui recouvre une grande diversité de produits
alimentaires d'origine animale. Si un dictionnaire francais la définit comme la chair des
mammifeéres et des oiseaux consommeée, distinguant les viandes rouges, blanches et noires, le
Codex Alimentarius a une vision plus large incluant toutes les parties animales propres a la

consommation humaine.

La classification en « viande rouge » varie selon les cultures. En France, elle se limite
souvent au beeuf, a l'agneau et au cheval. Cependant, les pays anglo-saxons et la science
considerent comme « viande rouge » l'ensemble des viandes de boucherie, y compris le porc et
le veau. Ainsi, les expressions « viandes de boucherie » ou « viandes hors volaille »
(comprenant le beeuf, le veau, 1'agneau, le cheval, le porc frais et d'autres comme le chevreau)
correspondent a la notion de « viande rouge » utilisée dans les études scientifiques
internationales et les recommandations de santé publique actuelles. En bref, la définition de la
viande et de ses catégories, notamment la « viande rouge », dépend du contexte dans lequel elle

est utilisée (Les Epicuriens de Montbrison, 2025).
2. Typologie générale des viandes

La catégorisation des viandes s'effectue principalement en fonction de la teinte de leur
chair et de l'espece animale dont elles proviennent. Les principales catégories sont les

suivantes :

- Viandes rouges : Incluent les chairs des mammiféres tels que le beeuf, le veau, ’agneau
et le cheval. Elles se distinguent par une couleur rouge plus ou moins intense.

« Viandes blanches : Comprennent notamment la volaille a chair claire (poulet, dinde).
Bien que souvent considérée comme rosée, la viande de porc peut étre assimilée a une
viande blanche dans le langage courant.

« Viandes noires : Ce terme désigne principalement le gibier (cerf, licvre) et certaines
volailles a chair foncée (canard, oie). Le cheval est parfois également inclus dans cette
catégorie.

- Viandes rosées : La viande de porc est fréquemment qualifiée de viande rosée, se

situant entre les catégories rouges et blanches (La Cuisine du Prof, 2025)



Chapitre 1 les viandes et les entérobactéries

3. Autres types de classifications

« Certaines cultures consomment des viandes dites non conventionnelles (chien, chat,

cobaye, dauphin, baleine), qui ne sont pas intégrées aux catégories traditionnelles.

- La viande de brousse (provenant d'animaux sauvages non domestiqués) constitue

¢galement une catégorie distincte.

En conclusion, la classification des viandes repose essentiellement sur la couleur de la

chair et I'espece animale, avec des subdivisions basées sur la qualité et la conformation des

carcasses pour les viandes de boucherie (La Cuisine du Prof., 2025).

Tableau 1 : Classification des viandes selon leur source et leurs caractéristiques générales.

(La Cuisine du Prof., 2025).

Types de viandes | Source animale Caractéristiques
générales
Viandes rouges Mammiferes (beeuf, veau,| Teneur plus ¢levée en
agneau, mouton, porc, gibier) myoglobine (protéine qui

transporte 'oxygene),
couleur rouge avant

cuisson.

Viandes blanches | Volaille (poulet, dinde, canard,| Teneur plus faible en
oie), lapin myoglobine, couleur plus

claire avant cuisson.

Fruits de mer Poissons (thon, saumon, morue), | Proviennent de milieux
Crustacés  (crevettes, crabes, | aquatiques, grande variété
homards), Mollusques (moules, | de textures et de saveurs.

huitres, calamars)
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4. Composition nutritionnelle des viandes

> Principaux Résultats des Etudes INRA et Instituts Techniques

Les étudesmenées par 'TNRA (Institut National de Recherche A gronomique) et divers instituts

techniques (ADIV, Idele) ont permis de caractériser en détail la composition nutritionnelle de
différentes viandes de boucherie (INRAE., 2020).

Ces analyses ont porté sur une variété de morceaux pour chacune de ces viandes.

» Principaux renseignements nutritionnels

Richesse constante en protéines : La teneur en protéines est significative et relativement
stable, oscillant entre 17 et 23 grammes pour 100 grammes de viande crue. Cette concentration

varie en fonction du morceau spécifique analysé.

Haute valeur biologique des protéines : Les protéines présentes dans ces viandes se

distinguent par leur haute valeur biologique.
Ceci est dii a deux facteurs principaux :

Equilibre en acides aminés essentiels : Leur profil en acides aminés indispensables

correspond étroitement aux besoins de l'organisme humain.

Absorption digestive élevée : Ces protéines sont efficacement assimilées par le systeme

digestif.

En résumé, les études ont démontré que ces viandes constituent une source importante de
protéines de haute qualité nutritionnelle.(Bauchard et al, 2008 ; CIV-INRA, 2009 ; INRAE,

2020).La viande se distingue par une composition nutritionnelle riche et variée .

» Teneur en Lipides Variable selon le Morceau :

e Faible teneur : Certains morceaux sont trés maigres, contenant moins de 3 % de lipides

(exemples : tende de tranche, noix de veau).
4
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e Teneur modérée : La majorité des morceaux présentent une teneur en lipides comprise
entre 3 % et 8 %.

e Réduction facile du gras : Pour les morceaux plus gras (entrecote, cotes d'agneau ou de
veau), il est possible de diminuer de moitié, voire des deux tiers, leur taux de matiéres

grasses en retirant le gras visible avant la consommation. (Laviande.fr., 2025).

5. Valeur nutritionnelle de la viande

La viande présente une valeur nutritionnelle importante, offrant a la fois des bénéfices et des

aspects a considérer pour la santé.

» Avantages nutritionnels majeurs de la viande

La viande se distingue par plusieurs atouts nutritionnels importants :

« Source de protéines de haute qualité : Elle contient environ 19 % de protéines. Ces
protéines sont de haute valeur biologique, fournissant une source d'azote de qualité
supérieure. Elle renferme des protéines complétes telles que la myosine et la
myoglobine , qui contiennent tous les acides aminés essentiels. Cette richesse en
protéines confére a la viande une excellente -efficacité protéique. (Laham,

2001 ;Anonyme 1, 2007 ;Belhadj, 2008)

* Apport en fer héminique : Elle est la meilleure source alimentaire de fer héminique.
Le fer héminique est une forme de fer facilement assimilable par I'organisme,
contrairement au fer ferrique présent dans les végétaux (Belhadj, 2008).

« Source de certaines vitamines B : Elle contribue a I'apport de vitamines B, notamment

la riboflavine, la niacine et une petite quantité¢ de thiamine. (Laham, 2001)

- Apport en minéraux : Elle fournit certains minéraux, notamment du phosphore. On y

trouve également de petites quantités de fer et de zinc, ainsi que des traces de vitamines
A et C. (Michael et Laham., 2001)

- Source d'énergie : Bien que la quantité de glucides soit négligeable (le glycogene étant
largement consommeé), la viande constitue une source d'énergie. Sa valeur calorique est

fortement influencée par sa teneur en matieres grasses. (Laham, 2001).
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» Inconvénients : Certains aspects dela composition dela viande sont considérés comme
inconvénients
« Teneur variable en matiéres grasses : La quantit¢ de matieres grasses dans la viande

varie considérablement en fonction de l'espéce animale et du morceau consommé.

« Présence d'acides gras saturés et de cholestérol : Les graisses contenues dans la
viande présentent une proportion relativement élevée d'acides gras saturés et de

cholestérol.

- Absence de vitamines liposolubles : Contrairement a certaines idées regues, la viande

ne contient pas de vitamines liposolubles. (Laham, 2001).

Tableau 2 : Profils nutritionnels des viandes maigres (pour 100g). (La Famille Québec

Alimentation., 2025).

Nutriments Poulet(sans Dinde (blanc
Beeuf(maigre) = peau) sans peau) Agneau(maigre)

Calories (Kcal) 130 - 180 165 135 170 -210
Protéines (g) 25-30 31 30 25-30
Lipides (g) 3-8 3,6 1,7 7-12
Acides gras saturés | 1-3 0,8 0,5 3.5
(®
Cholestérol(mg) 50 -80 75 70 70 -90
Fer(mg) 2-3 0,4 0,7 1,5-2,5
Zinc (mg) 4-6 0,9 0,9 34
Vitamine B12 (ug) 1,5-25 0,5 0,7 2-3
Niacine (mg) 6-8 11 10 7-9
Vitamine B6 (mg) 0,4-0,6 0,5 0,4 0,3-0,5
Phosphore (mg) 200 - 250 250 250 200 -250
Sélénium (ng) 25-35 25 30 20 -30
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6. Caractéristiques des viandes

Tableau 3 : Comparaison des caractéristiques des viandes rouges et des viandes blanches. (La
Famille Québec Alimentation, 2025).

Caractéristique

Viandes rouges

Viandes blanches

Couleur (crue)

Rouge vif a rouge foncé

Rose pale a blanchatre

Couleur (cuite)

Brun foncé a gris brun

Blanche a brun clair

Source principale

Beeuf, veau, agneau, mouton,

porc

(certaines parties)

Volaille  (poulet, dinde,
canard), lapin, poisson,
fruits de mer

Teneur en myoglobine

Elevée (pigment responsable

de la couleur rouge)

Faible (d'ou la couleur plus

claire)

Teneur en fer

Généralement plus élevée

Généralement moins élevée

Teneur en graisses

Tendance a étre plus ¢€levée,

souvent plus saturées

Tendance a étre plus faible,

souvent moins saturées

Texture Souvent plus ferme et | Souvent plustendre et moins
persillée persillée
Goiit Plus prononcé et riche Plus délicat et subtil

Apport nutritionnel

Bonne source de fer
héminique, zinc, vitamine
B12

Bonne source de protéines
maigres, phosphore,

sélénium, vitamines B

Recommandations

consommation

de

Modérée, en raison de la
teneur en graisses saturées et

du fer héminique

Plus fréquente, en

privilégiant  les  coupes
maigres et les modes de

cuisson sains
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7. Qualité des viandes

» Qualité organoleptique

Elle concerne tout ce que le consommateur pergoit avec ses sens :

e Couleur : liée a la myoglobine et au pH du muscle, elle attire I’ceil en premier.

e Tendreté : facilit¢ a couper ou macher, dépend du collagéne et des protéines
musculaires.

o Jutosité : sensation d’humidité et de gras en bouche, qui stimule la salivation.

e Flaveur : golt et odeur développés pendant la cuisson, issus des graisses et protéines.

» Qualité nutritionnelle
La viande apporte des nutriments essentiels : protéines, lipides, vitamines et minéraux

utiles pour la santé.

» Qualité hygiénique
Elle dépend des bonnes pratiques d’abattage, de découpe et de conservation. Toute

contamination ou mauvaise chaine du froid favorise la croissance microbienne.

» Qualité technologique
Elle est liée aux propriétés de la viande apres la mort de I’animal, notamment les

changements de pH, qui influencent sa capacité a étre bien conservée ou transformée.

(Boukhenfara et al., 2019).
8. Produits de charcuteries
e Définition
La charcuterie est un mot qui vient du latin "carnis" qui signifie viande et "coctus" qui
signifie cuit. Ainsi, la charcuterie fait référence a toute viande transformée par un procédé de
salaison, séchage, fumage, fermentation, ou une combinaison de ceux-ci. Les produits de

charcuterie peuvent étre fabriqués a partir de de beeuf, de volaille ou d’autres types de viande

(Umvie ,2023).

Les charcuteries sont des produits constitués de viande, d’ingrédients technologiques,
parfois sous forme d’additifs, et aromatiques. Ces produits issus de nos terroirs ont su

s’adapter a la vie moderne par leur praticité et par le plaisir gustatif qu’ils procurent (Gregori

etal., 2019).
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e Types de charcuteries

Le tableau ci- dessous présente les différents types de charcuteries en ajoutant des

exemples pour chaque type

Tableau 4 : les types de charcuteries avec des exemples (le figaro santé 2015).

Type de charcuteries Exemples

Charcuteries cuites Jambon de volaille, paté de foie de beeuf,

saucisson a cuire, Merguez

Charcuteries séches Saucisson sec de boeuf, viande séchée de
Dinde

Charcuteries fumes Poitrine de dinde fumée, saucisses de beeuf
fumées

Charcuteries a base de viande hachée |Merguez de beeuf, kefta, saucisse de volaille

épicee

Charcuteries en gelée ou en aspic Terrine de volaille en gelée, paté de foie de

dinde

9. Microbiologie dela viande
9.1. Flore microbienne naturelle

» Flore aérobie totale mésophile (FTAM)

Les micro-organismes qui composent la flore mésophile aérobie forment des  colonies
quantifiables, suite a leur prolifération dans un environnement de laboratoire spécifié¢ (Salifou

etal ., 2013).

Les germes aérobies totaux ne représentent pas une famille spécifique de bactéries.

Ce sont des micro-organismes qui, apres multiplication dans des conditions de laboratoire
spécifiques, forment descolonies que I'on peut compter. L'agar a dénombrement de colonies
(PCA)contenant un digestif enzymatique decaséine et del'extrait delevure est généralement
le milieu de culture sélectionné et du glucose. D'apres la norme 1SO 4833 (OMS, 2003), on

effectue une incubation des échantillons a 30 °C dans des conditions atmosphériques

9
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neutres pendant une durée de 72 heures (Ghafir et a/ .,2007).
» Coliformes totaux et thermo-tolérants
e Coliformes totaux
Ce groupe comprend certaines espéces appartenant a la famille des
Enterobacteriaceae. La présence dela majorité d'entre eux dans I'environnement ne signifie
pas nécessairement une contamination fécale. L'évaluation des « coliformes totaux » sert

d'indicateur pour juger de 1'état général d'hygiene (Carip et al .,2015).

e Coliformes fécaux

Egalement appelés thermo-tolérants, désignent en réalité des coliformes qui se
développent a des températures supérieures, soit a partir de 44,5 °C. On trouve ces coliformes
thermo- tolérants dansla flore intestinale des animaux a sang chaud, ce sont des bactéries.
Escherichia coli (E. coli) est une bactérie qui appartient aux coliformes thermo-tolérants.
Etant donné que la présence de ces bactéries dans une source d'eau n'est pas jugée normale,
elle peut signaler un risque ou la possibilit¢é d'une dégradation de la qualité microbiologique
de l'eau, résultant de la présence d'une pollution fécale. Selon Belhoucine et al, 2016, le
principal mode de diffusion de ces bactéries dans l'eau serait le ruissellement des eaux
pluviales sur le bassin versant, qui entrainent avec lui les micro-organismes présents dans le
sol.

9.2. Contamination d’origine animale et environnementale
» Origines animales

Selon ’EFSA (2020) et la FAO (2020), la contamination d’origine animale des viandes
survient lorsque les germes présents naturellement chez I’animal se transmettent a la viande,
souvent durant les étapes d’abattage. Les bactéries comme Salmonella, Escherichia coli ou
Clostridium perfringens, qui vivent dans l’'intestin des bovins ou volailles, peuvent
contaminer la viande si le tube digestif est accidentellement perforé pendant I’éviscération.

Méme des animaux apparemment sains peuvent étre porteurs de ces micro-organismes.

10
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» Origines environnementales

La contamination environnementale, quant a elle, provient de I’air, de ’eau, dusol ou
méme du matériel utilis€é pendant la transformation des viandes. Les agents pathogenes
comme Listeria monocytogenes ou Staphylococcus aureus peuvent s’introduire via des
équipements mal nettoyés, des mains du personnel ou des surfaces contaminées. Des
résidus chimiques (antibiotiques, pesticides, métaux lourds) issus de I’alimentation animale

ou de I’environnement peuvent également s’accumuler dans les tissus musculaires (OMS,

2022; Codex Alimentarius, 2020).
9.3. Principaux germes pathogénes

Les bactéries pathogenes sont des bactéries responsables de maladies méme chez le
sujet " sain " (ex fievre typhoide, choléra, tuberculose, méningite...etc.). (Pathogenic

bacteria., 2025)

Le pouvoir pathogene conditionne le type de maladies et dépend de l'espece
bactérienne responsable de l'infection. Le fait qu'une bactérie pathogene peut

transmettre ses genes a d'autres bactéries sensibles a un antibiotique. (Urban et al.,
2022).

9.3.1. Caractéristiques des souches bactériennes

» Escherichia coli

e Morphologie : Escherichia coli est une bactérie a Gram négatif. Ce Bacille mobile
appartenant a la famille des Enferobactericeae fut découverte en 1885 par
Théodore Escherichia.

e Croissance : Aéro-anaérobies facultatifs ayant une croissance optimale a 44°C .

e Habitat : c'est une espece commensale du tube digestif et est un indicateur de
contamination fécale, également présente dans le tube digestif des animaux a
sang chaud.

e Pouvoir pathogéne :
V' E coli entérotoxinogénes (ECET).
v’ E coli entéroinvasives (ECEI).
V' E coli entéropathogénes (ECEP).

11
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v’ E coli entérohémorragiques (ECEH).
v’ E coli entéroaggrégatives (ECEAgg).

e Sérotype : O:157, H 7 qui a été aussi Incriminé comme principal
microorganisme pathogéne responsable de I'épidémie de Walker Town.

¢ Résistance aux antibiotique: elle est observée aux antibiotiques suivants :

e [-lactamines, Aminosides, fluoroquinolones, fosfomycine,trimétoprime-

sulfométoxazole et nitrofurantoine. (Samanta et al., 2020).

» Salmonella spp

e Morphologie : ce sont des bactéries a Gram négatif avec une paroi épaisse de 8
a 12 nm.

e Croissance : sont des bactéries mésophiles, ayant une température optimale de

croissance de 35/37°C.

e Habitat : présente dans le tube digestif des vertébrés.

e Pouvoir pathogene : Les infections a Salmonella empruntent généralement la voie
digestive. Chez I'homme, elle provoque plusieurs maladies comme la salmonellose, la
fievre typhoide et parathyroide.

e Résistance aux antibiotiques : fluoroquinolones ciprofloxacine, ofloxacine,
azithromycine, céphalosporines, céfixime et ceftriaxonc. (Terrier &, 2006).

e Sérotype : les salmonelles possédent potentiellement trois types d'antigénes ayant un
intérét diagnostic. On distingue des antigénes somatiques (O), des antigénes flagellaires

(H) et des antigénes de surface. (Targan, 2010)

> Yersinia enterocolitica

« Morphologie

Ce sont des bacilles a Gram négatif, de petite taille, non sporulés et mobiles a 22-25 °C

grace a des flagelles péritriches (Ochoa et al ., 2018).

+ Croissance

Bactérie psychrotrophe capable de se développer a basse température (4 °C), mais ayant

une température optimale de croissance autour de 28-30 °C.
12
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° Habitat

Présente dans le tube digestif de nombreux animaux, notamment le porc, principal

réservoir ; elle peut aussi se retrouver dans I'eau, les sols, et les aliments contaminés.

« Pouvoir pathogene

Elle provoque des entérites, souvent associées a une consommation de viande de porc
contaminée. Elle peut aussi entrainer des complications comme 1’adénolymphite mésentérique,
des arthrites réactionnelles, ou des septicémies chez les sujets immunodéprimés (Ochoa et al .,

2018).

e Résistance aux antibiotiques
Certaines souches montrent une résistance a plusieurs classes : béta-lactamines (ampicilline,
amoxicilline), carbapénémes, aminosides, et fluoroquinolones, en particulier en cas d’origine

porcine.

o Sérotype

Les principaux sérotypes pathogenes pour I’lhomme sont O:3, O:5,27, O:8 et O:9. Le

sérotypage repose sur les antigénes somatiques (O) et parfois flagellaires (H) (annexel).

» Campylobacter spp

e Morphologie : Ce sont des bactéries a Gram négatif, de forme hélicoidale ou
incurvée, possédant une paroi fine. Elles sont mobiles grace a un ou deux flagelles

polaires.

e Croissance : Ce sont des bactéries microaérophiles et thermophiles, avec une
température optimale de croissance entre 42 et 45 °C, ce qui refléte leur adaptation au

tube digestif des volailles.

o Habitat : Campylobacter est une bactérie commensale du tractus intestinal des
animaux a sang chaud, en particulier les volailles, les bovins, et parfois I’eau

contaminée (Ryan, 2018).

e Pouvoir pathogéne : Chez I’humain, I’infection par Campylobacter jejuni est une des

principales causes de gastro-entérites bactériennes. Elle peut entrainer de la diarrhée,
13
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parfois sanglante, des douleurs abdominales, et plus rarement des complications post-

infectieuses comme le syndrome de Guillain-Barré.

o Résistance aux antibiotiques : Des résistances ont été rapportées notamment aux
fluoroquinolones (ciprofloxacine), aux macrolides (érythromycine, azithromycine), et

parfois aux tétracyclines.

o Sérotype : Les souches sont différenciées selon leurs antigénes somatiques (LPS) et

flagellaires, mais les sérotypages restent complexes en routine.

» Staphylococcus aureus

e Morphologie : Cocci Gram positif ayant une taille de 0,5 a 1 micromeétres de diametre.
e Croissance : A sporulé et immobile, ce microorganisme aéro-anaérobie facultatif possede

une catalase positive et une oxydase peut étre négatif ou positif.

o Habitat : sont des bactéries ubiquitaires présentes chez les animaux et 'homme et

méme dans l'environnement naturel ou I'environnement domestique de L homme.

e Pouvoir pathogéne : Infection urinaire chez la femme jeune : S saprophiticus
Infections nosocomiales (Infections Associées aux soins) : matériel médical souillé
(sondes, protheses, valve cardiaque...).

o Résistance aux antibiotiques : Staphylococcus aureus est connu pour étre multi résistant

aux antibiotiques, notamment a la méthicilline et aux Aminoglycosides .

e Sérotypes : ce jour, 21 sérotypes différents (SEA a SEE, SEG a SEV) ont été décrits, le
sérotype le plus fréquent étant le : SEA (détecté lors d'intoxications) comparé a SEE et a

SEH (Anses.,2022) (Annexe).

» Clostridium spp
e Morphologie : Ce sont des bacilles Gram positif, de grande taille, souvent en forme de
batonnets droits ou légérement incurvés, pouvant mesurer 0,5 a8 2 pm de large et 2 a 10

um de long. IIs sont sporulés et anaérobies stricts.

e Croissance : Bactéries mésophiles, leur température optimale de croissance est

généralement de 37 °C, mais certaines especes peuvent croitre entre 15 °C et 50 °C.
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o Habitat : Ubiquitaires, elles sont présentes dans le sol, les s€diments, les eaux usées,

ainsi que dans le tube digestif des animaux et de ’homme.

e Pouvoir pathogéne : Certaines espeéces sont responsables de toxi-infections
alimentaires (C. perfringens), d’infections nosocomiales (C. difficile), ou de maladies

graves comme le botulisme (C. botulinum) et le tétanos (C. tetani)

o Résistance aux antibiotiques : Certaines espéces montrent une résistance croissante a
la clindamycine, aux tétracyclines et aux fluoroquinolones (Gouvernement du Canada.,

2014)

10. Normes microbiologiques

Taux tolérés selon les réglementations. Selon la Iégislation algérienne, les critéres
microbiologiques se basent sur le nombre de germes présents dans 1 g ou 25 g d’aliment, selon
le type de micro-organisme recherché et la nature du produit. Ces seuils permettent de qualifier

les aliments comme satisfaisants, acceptables ou non satisfaisants sur le plan sanitaire.
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Tableau 5: taux tolérés de microorganisme dans les viandes rouges , blanches et charcuteries

(JORA, 2017).

Catégories des denrées

Micro-organismes/

Plan

d’échantillonnage

Limites

microbiologiques

alimentaires métabolites (ufe/g)
n m M
Découpes de volailles sans peau | pe.porichia coli 5 10° 104
Staphylocoques 5 510 510°
coagulase +
Salmonella 5 Absence dans 10 g
Volailles, découpes de volailles | pocperichia coli 5 5103 5104
avec peau
Staphylocoques 5 10° 10
coagulase +
Salmonella 5 Absence dans 10 g
Viande hachée Germes acrobies 30 °C 5 5.10° 5.10°
50 2
Escherichia coli 5 5.10
Staphylocoques coagulase + 5 102 103
Salmonella 5 Absence dans 25 g
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Carcasses, demi-carcasses,
quartier ou pieces de bovins,
d’ovins, de caprins et
d’équidés (1)

Pseudomonas 104 105
Staphylocoques . .
coagulase +

Enterobacteriaceae 10° 10*
Salmonella Absence dans 25 g

Listeria monocytogenes

Absence dans 25 g

Abats crus de volaille

Escherichia coli

10

104

Staphylocoques
coagulase +

5.10?

5.10°

Charcuteries crues consommer
cuites (1)

Charcuteries cuites ne contenant
pas de féculents (1)

Salmonella Absence dans 10 g
Escherichia coli 5.102 5.10°
Staphylocoques

coagulase + 5.10% 5.10°
Anaérobies sulfito- 30 310
rducteurs
Salmonella Absence dans 25 g
Germes aérobies 30° C 10° 107
Escherichia coli 10 102
Staphylocoques 10° 10?

coagulase +
Anaérobi .

fzaerobles sulfito 50 5102
réducteurs
Salmonella Absence dans 25 g

Listeria monocytogenes

100
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11. Importance des normes pour la sécurité alimentaire

Les normes microbiologiques jouent un role fondamental dans le cadre de la sécurité
alimentaire, en définissant des critéres précis relatifs a la présence de micro-organismes
pathogenes ou indicateurs dans les denrées alimentaires. Elles permettent de limiter les risques
de toxi-infections alimentaires en assurant un niveau d’hygi¢ne acceptable tout au long de la
chaine de production, depuis la récolte jusqu’a la consommation. Ces normes contribuent
¢galement a la protection de la santé publique, a la prévention des épidémies alimentaires, ainsi
qu'au respect des exigences légales et commerciales. FEtablies par des organismes
internationaux tels que la Commission du Codex Alimentarius (FAO/OMS), I’Union
européenne (reglement CE n° 2073/2005) et ’Organisation mondiale de la santé¢ (OMS, 2015),
elles constituent un outil indispensable pour [’évaluation et la gestion des risques

microbiologiques dans les aliments.
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1. Définition des antibiotiques

Les antibiotiques sont des molécules naturelles, synthétiques ou semi-synthétiques
capables d’inhiber la croissance des bactéries ou de les éliminer en agissant sur des fonctions
vitales de leur métabolisme. Leur action peut étre bactéricide (ils tuent les bactéries) ou
bactériostatique (ils ralentissent leur développement jusqu’a I’arréter) (Ahmed Taha, 2012).
La mise en évidence d’un profil de résistance permet de déterminer les antibiotiques

inefficaces face aune souche bactérienne résistante, compromettant ainsi le succes du traitement.

Inhibition de la Inhibition de la Inhibition de la synthése
synthése de la paroi synthése des ARN des protéines
3 A ™
N ~ir
T T \ f —— ‘
. Transcription Traduction
Inhibition de la Ribosome Protéine
ARNm

synthese de ==, Rl '“"}llRepllcatlon

I’ADN bactérien
Réaction enzymatique
-« itd @B e =
S+E~ ES~ E+P

A

l" "

v :

' .

1] L]

H i
Désorganisation de la Inhibition de réactions
structure membranaire du métabolisme

Figure 1 : les différentes modes d’action des antibiotiques.( GPBP ,2017)

2. Mécanisme d’action des antibiotiques

Les antibiotiques agissent sur des structures essentielles des bactéries comme la paroi, la

membrane, I’ADN et les ribosomes. Toutefois, certaines bactéries développent des mécanismes

de résistance (imperméabilité, inactivation enzymatique, modification de la cible, efflux actif)
qui leur permettent de contourner I’action des antibiotiques, notamment grace a des mutations

ou a la transmission de génes de résistance, compromettant ainsi I’efficacité des traitements.
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3.Résistance bactérienne aux antibiotique

» Les différents types de la résistance bactériennes
e Résistance naturelle ou intrinseque
La résistance naturelle est une caractéristique commune a toutes les souches d'une
méme espece. Elle est liée a des génes présents de fagon stable dans le patrimoine génétique
de la bactérie. Ce type de résistance est généralement identifié des les premiéres études sur

un antibiotique, afin d’évaluer son efficacité et de définirson spectre d’activité antibactérien

(Mainardi, 2012).

e Résistance acquise
Certaines bactéries auparavant sensibles a un antibiotique peuvent devenir résistantes
au fil du temps, en raison de modifications chromosomiques ou extracromosomiques.
Ce phénoméne peut survenir méme si d’autres souches de la méme espéce restent

généralement sensibles a cet antibiotique.

> Exemples de résistance chez d’autres micro-organismes

Outre les bactéries, d'autres micro-organismes peuvent également développer des
formes de résistance. Les virus, par exemple, peuvent devenir résistants a la majorité des
antiviraux, notamment aux antirétroviraux (ARV) utilisés contre le VIH.

De méme, les champignons peuvent présenter une résistance aux antifongiques, qui
agissent principalement sur leur membrane cellulaire. Ces traitements perturbent I’intégrité
de la cellule fongique (par perforation ou déstabilisation), entrainant sa mort. Cependant,
certaines especes fongiques parviennent a déjouer cette action, rendant les traitements

moins efficaces.
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I. Matériel et méthode
1.0bjectif de I’étude

L’objectif de cette étude consiste a évaluer le niveau de la qualit¢ microbiologique des
différents types de viandes et charcuteries prélevés a partir de plusieurs boucheries dans le cas
de viandes, et de plusieurs épiceries dans le cas de charcuteries dans la région de Constantine.
De ce fait, nous avons dénombré¢ la présence de certaines flores indicatrices : La flore mésophile
aérobie totale (FTAM), Les coliformes totaux, coliformes fécaux et germes thermo tolérants et
de : E. coli, Salmonella, Shigella et Yersinia enterocolitica ,puis I’estimation du nombre et du
type des bactéries présentes dans la viande .
2.Lieu et période d’étude

La période de prélévement des échantillons et d’analyses microbiologiques s’est
effectuée du 09 mars 2025 jusqu’au 17 avril 2025. Les prélevements se sont faits au hasard, au
niveau de plusieurs boucheries par rapport aux viandes et au niveau de plusieurs épiceries et
supérettes situées dans la ville de Constantine. Les analyses ont été effectuées le jour méme
pour chaque prélévement, au laboratoire d’hygiéne et santé Daksi de la wilaya de Constantine ;
Annexe de Constantine de I'institut Pasteur d’Algérie et au niveau du laboratoire de
microbiologie de la faculté des sciences de la nature et de la vie université des freres Mentouri

Constantinel.
3.0rigine des échantillons
Les échantillons ont été prélever de plusieurs endroits :

» Viandes : Nouvelle ville Ali Mendjeli, située dans la banlieue sud de Constantine a 15
kilometres de son centre (boucherie), Souika : un quartier vieux dans le centre ville (une
boucherie), Abattoir (A3) : abattoir des volailles situ¢ a Saint Jean (centre ville) a coté
du marché, Les quatre chemin (une boucherie), Sidi mabrouk inferieure (une boucherie)
, Sidi mabrouk supérieur (une boucherie )

» Charcuteries : Sidi Mabrouk, un quartier dans le centre ville (supérette), Souika (une

boucherie), La nouvelle ville Ali Mendjeli (supérette).
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4. Nombre de préléevements

Cette étude a été réalisée sur 8 prélévements de viandes (poulet, escalope de poulet,
viande hachée, viande chevaline, viande de beeuf, viande d’agneau, les abats et le jabot) et 4

prélevements de charcuteries (merguez, poulet fumé, viande fumée et salami viande)

Tableau 5 : nature des ¢chantillons et quantité

Numéro Viandes et charcuteries Quantité
d’échantillon
1 Merguez 30g
2 Viande hachée 30g
3 Poulet (cuisse+volaille) 40g
4 Jabots 30g
5 Les abats (foie de poulet) 40g
6 Poulet fumée 50g
7 Salami viande 50g
8 Viande fumée 20g
9 Viande chevaline 5 pieces (25g)
10 Viande de beeuf 4 pieces (30g)
11 Viande d’agneau 3 pieces (20g)
12 Escalope de poulet 3 pieces (20g)

22



Partie expérimentale

5.Matériel
> Produits et réactifs

v Milieux de culture

Bouillon sélénite de sodium, Bouillon Giolitti Cantoni, Bouillon lactosé bilié au vert
brillant (BLBVB), Gélose Hektoen, Gélose Chapman, Gélose nutritive, Gélose Mac Conkey,
G¢élose viande-foie, Milieu triple Sugar Iron (TSI), Citrate de Simmons, Mannitol mobilité,

urée-indole, Eau peptonée exempte d’indole, Eau distillée, Eau physiologique.
v Aditifs

Sulfite de sodium, Tellurite de sodium, Hydroxyde de potassium (KOH), Chlorure de
sodium (NaCL).

I1. Mode opératoire

1.Echantillonnage et transport des échantillons

La quantité pour chaque échantillon de viande et de charcuteries est de 30g a 50g ont
été prélevés de dix différentes places de la wilaya de Constantine en respectant les techniques
de prélevement et de transport dans une glaciére contenant des plaques eutectiques et les
¢chantillons soit dans des sachets de congélations pour maintenir les prélévements a 4 °C a fin

d’¢éviter la prolifération bactérienne.

Ensuite les prélévements ont été acheminés le jour méme au laboratoire afin de réaliser
les analyses microbiologiques. A la réception des prélévements au laboratoire, une fiche de
suivi est réalisée pour chaque prélévement (numéro, date, lieu, heure et température de
réception, etc.). Le nombre d’échantillons analysés est 12 entre les viandes et les charcuteries

(8 types de viandes et 4 types de charcuteries).
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2. Milieux

e Milieux d’enrichissement
» Milieu Giolitti-Cantoni
Milieu d’enrichissement sélectif liquide utilis€ pour la recherche de Staphylococcus
aureus dans les produits alimentaire. Le noircissement de ce milieu apres incubation indique
une possibilité¢ dela présence de Staphylococcus aureus (a confirmer par isolement sur milieu

Chapman)

> Bouillon sélénite de Sodium
Milieu d’enrichissement liquide sélectif simple ou doublement concentré, utilisé pour
favoriser la croissance des bactéries Salmonella spp, dans des échantillons complexes comme
les viandes, produits laitiers ou les charcuteries. Un trouble observé dans le milieu apres
incubation peut indiquer une croissance bactérienne, nécessitant une confirmation sur milieu

solide sélectif Hektoen.

e Milieux de culture
» Milieu Hektoen
Milieu sélectif et différentiel utilisé pour I’isolement des entérobactéries pathogenes,
notamment Salmonella et Shigella. 11 contient des sels biliaires (inhibant les bactéries a Gram
positif) et aussi des indicateurs de pH. Salmonella forme des colonies noires (production des

H2S), Shigella des colonies vertes, tandis que les coliformes fermentant les sucres (lactose,

saccharose et salicine) donnent des colonies jaunes /orangées.

» Milieu Chapman
Milieu sélectif et différentiel utilisé pour I’isolement des staphylocoques, notamment
staphylococcus aureus. 11 contient une forte concentration de sel (7,5% du NaCl) inhibant les
autres bactéries, et du mannitol comme sucre fermentescible. S. aureus fermente le mannitol et

donne des colonies jaune (acidification du milieu), les autres S. aureus qui ne fermentent pas le

mannitol restent rose.
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» Gélose nutritive
Milieu non sélectif standard riche en nutriment, utilis¢ pour la culture de base de

nombreuses bactéries non exigeantes. Elle sert souvent pour des cultures de routine ou comme

milieu de repiquage.

» Milieu Mac Conkey
Milieu sélectif et différentiel pour I’isolement des entérobactéries a Gram négatif. La
différenciation se fait selon la fermentation du lactose. 11 contient des sels biliaires et du cristal

violet (inhibant les bactéries a Gram positif), et du lactose plus rouge neutre comme indicateur.

» Lactose(+) : colonies roses

» Lactose( -): colonies incolores

» Milieu Mueller-Hinton
Milieu standardisé principalement utilisé pour les tests d’antibiogramme. Il est pauvre
en inhibiteurs et permet une diffusion homogene desantibiotiques. La lecture dépend des zones
d’inhibition autour des disques d’antibiotique pour évaluer la sensibilité ou la résistance

bactérienne.

e Milieux liquides
> Eau peptonée
Solution légeérement nutritive, utilisée comme milieu de pré-enrichissement non sélectif,

notamment pour la récupération de bactéries.

» Eau physiologique
Milieu servant a suspendre ou diluer les bactéries sans les tuer, Préparation de dilutions

décimales, Préservation de la viabilité des bactéries avant ensemencement.

> Milieu BLBVB et BCPL
Milieu liquide sélectif utilisé pour la détection des coliformes dans I’eau ou dans les

aliments par la fermentation du lactose avec la production de gaz dans la cloche de durham.

> Solution de KOH a 5 %
Solution alcaline utilisée pour la décontamination et inhibition des bactéries a Gram +

et a Gram négatif ne tolérant pas le pH alcalin.
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3.Préparation des solutions meéres

Dans des conditions d’asepsie totale, 10g ont été pesés de chaque échantillon a I’aide
d’une balance et introduits stérilement dans des sachets Stomacher stériles, contenant 90 ml de

d’eau physiologique stérile et broyées par agitation en utilisant un Stomacher pendant 2 a 3

minutes.

Figure 3 : Stomacher de type 400
CIRCULATOR

Figure 4 : Sachets Stomacher contenants de I’eau physiologique et les échantillons
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4.Préparation des dilutions décimales

Une série des dilutions successives a ¢été réalisées a partir de la solution mere allant
jusqu’a la dilution 107 a I’aide d’une pipette graduée. 1ml de la solution mére a été prélevé et

introduit dans le premier tube a essai contenant 9 ml d’eau physiologique stérile pour avoir la

dilution 1072, L’opération a été poursuivie jusqu’a I’obtention de la dilution 1073.
5.Recherche des germes pathogénes
5.1. Recherche de Staphylococcus aureus et Salmonella

» Sur milieu liquide

A partir de chaque solution mére 1ml a été prélevé et mit dansle Milieu Giolitti-Cantoni
auquel on a rajouté 0.6 ml de Tellurites de potassium préalablement. Et puis 1ml a été mis dans
le bouillon Sélénite de sodium simplement concentré pour un premier enrichissement
L'incubation se fait a 37°C pendant 24 heures puis un deuxiéme enrichissement a été réalisé sur
le méme milieu doublement concentré et incubation a 37°C pendant 24 heures. Ce qui permet
la croissance des Staphylococcus aureus et Salmonella dans le méme ordre, puis mélanger les
tubes afin d’homogénéiser le contenu. Selon le journal officiel de laboratoire d’hygiene

Constantine

> Sur milieu solide
Ensemencement en surface a été réalisé sur Milieu Hektoen a ’aide d’une anse de
platine stérile, par des stries serrées afin d’obtenir une répartition homogene des bactéries en

surface.

Sur Milieu Chapman, I’ensemencement a été effectué¢ a 1’aide d’une pipette Pasteur
faconnée en forme de rateau, permettant une application uniforme de 1 ml de I’échantillon sur

toute la surface dumilieu pour la recherche des Stapyhlococcus aureus. Selon le journal officiel

du laboratoire d’hygi¢ne Constantine
5.2. Recherche des coliformes totaux et fécaux

Ensemencement a été réalis¢ dans le milieu BLBVB (Bouillon Lactosé a la bile et au
Vert Brillant) dans trois tubes afin de rechercher la présence de coliformes totaux. Cette

méthode repose sur I’inoculation de volumes de 1ml de I’échantillon et de ses dilutions dans
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trois tubes contenant le milieu sélectif. Aprés incubation a 37 °C pendant 24 a 48 heures. Selon

le journal officiel de laboratoire d’hygiéne Constantine

i B

i iR

Figure 5 : Colimétrie liquide sur milieu BLBVB
5.3. Recherche de flore aérobie mésophile (FTAM)

Ensemencement en masse a été réalisé par 1 ml de la solution mere (107') dans une boite
de Pétri vide et stérile, suivi du coulage de gélose nutritive fondue et tiédie. Le mélange a été
homogénéis¢ par des mouvements circulaires doux. Cette opération a été répétée pour les
dilutions 1024 1073. L’incubation a été faite a 30°C pendant 72 heures. Selon le journal officiel

de laboratoire d’hygiéne Constantine

Figure 6 : Boites pétri ensemencées dans la masse avant et apres incubation.
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5.4. Recherche des germes anaérobies Sulfito-réducteurs (ASR)

Ensemencement en masse a été réalisé en introduisant 1 ml de la solution mére dans un
tube stérile contenant 1 ml de sulfite de sodium et 4 gouttes d’alun de fer. Le mélange a ensuite
¢été chauffé au bain-marie a 80 °C pendant 10 minutes afin de détruire les formes végétatives
tout en préservant les spores thermorésistantes. Apres ce traitement, de la gélose viande-foie
fondue a été ajoutée dans les tubes pour créer de ’anaérobiose apres solidification. Les tubes
ont été délicatement homogénéisés, laissés a refroidir a température ambiante, puis incubés a
44 °C pendant 72 heures ce qui favorise la croissance des ASR. Il est a noter que le fer présent
dans le milieu réduit les sulfites en sulfures, lesquels réagissent pour former un précipité noir
caractéristique, permettant ainsi de visualiser la présence de spores de germes anaérobies

sulfito-réducteurs.

Figure7 : Tubes ensemencés en profondeur

6.Dénombrement
6.1. Dénombrement des colonies

Selon I'ISO 21703 :2019 le dénombrement des colonies consiste a compter les colonies
bactériennes visibles qui se développent a la surface d’un milieu gélosé apres incubation. I1 est
réalis¢é dans le cadre d’une analyse microbiologique quantitative, pour évaluer la charge

bactérienne d’un échantillon.

Aprés avoir effectué des dilutions décimales, pour ’ensemencement sur un milieu
solide, et aprés I’incubation a une température et une durée adaptée. On sélectionne la boite
contenante entre 30 et 300 colonies (plage statistiquement fiable), et on exprime le résultat en
UFC/ml (Unités Formant Colonie par millilitre) ou en UFC/g (unité formant des

colonies/gramme).
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La formule :
>C

N =

(n1+0,In2) V d

e >C =somme des colonies sur les boites retenues.
e 1, n2 = nombre de boites aux deux premicres dilutions.
e d = facteur de la premicre dilution retenue.
e V =volume inoculé.
e 0,1 = coefficient relatif a la dilution 10-'.
6.2. Dénombrement des germes

Toutes les boites issues des dilutions ensemencées présentaient un nombre de colonies
supérieur a 300, ce qui dépasse la plage de dénombrement acceptable fixée entre 30 et 300 UFC
par les normes ISO. Par conséquent, ces boites n'ont pas été prises en considération pour le

calcul de la concentration microbienne.
6.2.1. Dénombrement des coliformes thermo-tolérantes

Apres incubation a 30°C pendant 72 heures, Une seule boite issue de I’échantillon 2 a

la dilution 107, destinée a la recherche des germes thermotolérants, a présenté un nombre de

colonies exploitable, estimé a 1,4 x 106 UFC/g, et a été retenue pour le dénombrement.

7. Galeries biochimiques

7.1. Galerie classique

La galerie biochimique classique est une méthode traditionnelle d’identification
bactérienne basée sur plusieurs tests biochimiques réalisés séparément, ce qui est long et
manuel. Elle permet d’étudier la capacité des bactéries a métaboliser divers substrats comme

les glucides (glucose, lactose, saccharose) et les enzymes (LDC, ODC, ADH).
7.2. Galerie API 20E

La galerie API 20E est une version miniaturisée et standardisée de cette méthode,

regroupant 20 tests biochimiques dans une bande préte a ’emploi, spécifiquement pour les
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entérobactéries. Elle est plus rapide, plus simple a utiliser et permet une identification fiable

grace a un code numérique interprété par un logiciel.

Pour ensemencer la galerie API 20E, on prépare une suspension bactérienne
standardisée a partir de colonies fraiches, ajustée a la turbidité 0,5 McFarland. Cette suspension
est déposée dans chaque microtube déshydraté de la bande, puis certains puits sont recouverts
d’huile de paraffine pour créer une atmosphere anaérobie si nécessaire. La galerie est ensuite
incubée a 36-37°C pendant 18 a 24 heures et avant lecture des résultats il est nécessaire

d’ajouter.
8. Antibiogramme

L’antibiogramme est une méthode standardisée de mesure de la sensibilité bactérienne
aux antibiotiques. Elle permet de déterminer si une souche bactérienne est sensible (S),
intermédiaire (I) ou résistante (R) a un antibiotique donné, dite aussi méthode de diffusion en

disque (méthode Kirby-Bauer) selon le CLSI

e Mode opératoire

La gélose Mueller-Hinton est coulée a 4 mm d’épaisseur et doit étre séche en surface
pour éviter des zones d’inhibition floues. Apres préparation de I'inoculum bactérien, un
écouvillon stérile est trempé dans la suspension, essoré, puis utilis€ pour ensemencer
uniformément toute la surface de la gélose, en rechargeant I’écouvillon réguliérement. La
gélose est ensuite laissée a sécher a I’air libre pendant 3 a 10 minutes avant de déposer, a I’aide
d’une pince stérile, les disques de papier imprégnés d’antibiotiques espacés de manicre a éviter
le chevauchement des zones d’inhibition, Apres incubation (généralement 16-18 h a 35°C), on
mesure le diamétre de I’inhibition autour de chaque disque. On compare les diamétres mesurés

aux valeurs seuils fixées par le CLSI pour interpréter le résultat.
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1. Résultats

1.1. Recherche de Staphylococcus aureus

» Milieu Giolitti-Cantoni
Aprés incubation sur le milieu Giolitti-Cantoni, certains tubes ont présenté un
noircissement caractéristique, tandis que d'autres sont restés clairs, indiquant I'absence

de réaction (tableau 6).

Tableau 6 : résultats du milieu Giolitti-Cantoni.

Echantillon 112 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 10| 11

Giolitti-Cantoni

(+) : Noircissement. (-) : clair

Figure 8 : Aspects du milieu Giolitti-Cantoni.

» Milieu Chapman

Aprés incubation sur le milieu Chapman, de nombreuses colonies bien
distinctes sont apparues, de forme ronde et de taille 1-2 mm et en aspect lisse
brillante. Certaines colonies, de couleur jaune doré et bien développées,
évoquent typiquement Staphylococcus aureus, grace a leur capacité a fermenter

le mannitol (tableau 7) et (figure 9).
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Tableau 7 : résultats du milieu Chapman.

Echantillon[1 (|2 (3 |4 [5 |6 7 18 |9 10

11

12

Croissance | - - -

(+) : croissance + virage . (-) : pas de croissance

Figure 9 : Aspect des colonies sur milieu Chapman.

1.2. Recherche de Salmonella spp

> Bouillon Sélénite de sodium

Apres incubation dans le bouillon Sélénite de sodium, certains tubes ont présenté

un
absence de croissance apparente.(tableau 3 et figure 10)

Tableau 3 : résultats en bouillon Sélénite de sodium

trouble caractéristique, tandis que d'autres sont restés limpides, indiquant une

Echantillon |1 2 3 4 |5 6 7 8 9 10 11 12
Bouillon + |+ + |+ |+ + - - + + + +
sélénite

(+) : trouble. (-) : clair
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Figure 10 : Aspects du milieu Sélénite de sodium.

» Milieu Hektoen

Apres incubation sur le milieu Hektoen, on observe des colonies de tailles variées
et d’aspects différenciés : certaines, noires, tandis que d’autres, de teinte jaune-
orangé, pourraient correspondre a des bactéries fermentant les sucres, non

pathogenes. (tableau 9,figure 11)

Tableau 9 : résultats de milieu Hektcen.

Echantillon {1 |2 3 |4 |5 6 7 8 9 10

11

12

Croissance | + + + + + + - - + +

(+) : croissance + virage. (-) : pas de croissance

Figure 11 : Aspects des colonies sur milieu Hektcen.

1.3. Recherche des coliformes totaux et fécaux

Aprées incubation sur le milieu BLBVB, certains tubes ont présenté un

trouble accompagné d’un dégagement de gaz, signe d’une contamination
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bactérienne probable, tandis que les autres sont restés limpides, indiquant une

absence de croissance apparente. (tableau 10,figure 12).

Tableau 10 : résultats de milieu BLBVB

Echantilon (1 |2 [3 |4 |5 6 7 (8 |9 10

11

12

Blbvb + |+ |+ |+ |+ + - - + +

(+) : trouble +dégagement de gaz

(-) : clair + absence de gaz

Figure 12 : Aspect de milieu BLBVB

2. Discussion de la recherche des germes

Les analyses réalisées sur douze échantillons de viandes et charcuteries,
en utilisant plusieurs milieux de culture spécifiques, ont permis de mettre en
évidence différentsniveaux de contamination microbienne, en lien avec le type
de viande, son origine (volaille, beeuf, agneau...) et son mode de préparation

(fraiche, fumée, salaison...).

Certains milieux comme Giolitti-Cantoni ont montré un noircissement
dans plusieurs échantillons (notamment le foie, le poulet fumé et les viandes
rouges), ce qui indique la présence probable de germes anaérobies comme
Clostridium perfringens, souvent liés a une mauvaise conservation ou a des

conditions d’hygi¢ne limites.
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Le milieu Sélénite de sodium, utilis¢ pour détecterla présence possible
de Salmonella, a présenté une turbidité dans la majorité des viandes crues,
signe d’une croissance bactérienne suspecte, méme si aucune Salmonella n’a
été isolée de fagon claire. A I'inverse, les produits
Transformés comme le salami et la viande fumée n’ont montré aucune turbidité, ce qui

suggere une meilleure stabilité microbiologique.

Sur gélose Hektcen, bien que Salmonella n’ait pas été directement mise en
évidence, d’autres bactéries comme Klebsiella et Proteus ont été retrouvées dans
presque tous les échantillons de viandes crues. Ces germes d’origine intestinale

confirment une contamination fécale possible ou une mauvaise hygiéne lors de la

manipulation.

Le milieu Chapman a démontrer la présence de Staphylococcus aureus dans
plusieurs échantillons (comme le foie, le poulet fumé, ou les viandes rouges), un germe
souvent introduit par contact humain, notamment par des mains ou des surfaces mal

désinfectées.

Enfin, le bouillon BLBVB, destiné a détecter les coliformes fécaux, a été
positif dans la majorité des cas, sauf dans les viandes transformées. Cela montre
clairement que les viandes crues restent vulnérables a une contamination fécale,

surtout si elles ne sont pas bien conservées ou préparées dans des conditions

sanitaires rigoureuses.
3. Galerie AP120 E

La galerie API20 E, nous a permis d’affiner nos résultats dans I’identification

des souches.

Au total 5 souches présomptives ont été retenues. Les résultats obtenus apres

incubation sont :

e Souchel

Le tableau 11 résume les résultats de la galerie API 20 E de la souche 1
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Tableau 11 : Résultats de la galerie API 20 E de la souche 1

Tests ONPG| ADH [ LDC | ODC | CIT | H2S | TDA | UREE | IND | VP
Résultats - - - + - - - + + +
Tests GEL | GLU | MAN | INO | SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA
Résultats - + + - - - + - - +

A partir du catalogue analytique d’identification, il s’avere que la souche 1 correspond

a Yersinia enterocolitica

e Souche 2

Le tableau 12 résume les résultats de la galerie API 20 E de la souche 2

Tableau 12 : Résultats de la galerie API 20 E de la souche 2

Tests ONPG| ADH | LDC | ODC | CIT | H2S | TDA | UREE [ IND | VP
Résultats + + + + - - + + + +
Tests GEL | GLU | MAN | INO | SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA
Résultats + + + - + + + + - +

A partir ducatalogue analytique, il s’aveére que la souche 2 correspond a klebsiella

pneumoniae

e Souche3

Le tableau 13 résume les résultats de la galerie API 20 E de la souche
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Tableau 13 : Résultats de la galerie API 20 E de la souche 3

Tests ONPG| ADH | LDC | ODC | CIT | H2S | TDA | UREE |IND | VP
Résultats + - + - - - + - + +
Tests GEL | GLU | MAN | INO | SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA
Résultats - + + + + + + + + +

A partir du catalogue analytique, il s’avere que la souche 3 correspond a Enterobacter

cloacae

e Souche4 Letableau 14 résume les résultats de la galerie API 20 E de la souche 4

Tableau 14 : Résultats de la galerie API 20 E de la souche 4

Tests ONPG| ADH | LDC | ODC | CIT | H2S | TDA | UREE | IND | VP

Résultats + - - - - - - + + T

Tests GEL GLU | MAN | INO | SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA

Résultats | + + + - - - + - - +

A partir du catalogue analytique, il s’aveére que la souche 4 correspond a morganella morganii

e Souche5

Le tableau 15 résume résultats de la galerie API 20 E de la souche 5

Tableau 15 : Résultats de la galerie API 20 E de la souche 5

Tests ONPG| ADH | LDC | ODC | CIT | H2S | TDA | UREE | IND | VP
Résultats - + + + - - + - + +
Tests GEL | GLU | MAN | INO | SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA
Résultats - + + - + + + + - +

A partir du catalogue analytique, il s’avére que la souche 5 correspond a klebsiella

oxytoca.
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4. Discussion de la galerie AP120 E

Ces tests nous ont permis de sélectionner 8 souches présomptives dont

I’identification a révélé sur galerie API 20 E

e Souchel

Identifiée comme Yersinia enterocolitica, se distingue notamment par une
absence généralisée de nombreuses activités enzymatiques (ONPG, ADH, LDC, CIT,
etc.), a I’exception de I’ODC et de quelques fermentations positives (GLU, MAN,
SAC, ARA).

e Souche 2

Correspondant a Klebsiella pneumoniae, montre un profil trés actif avec une
majorité de tests positifs, notamment ONPG, ADH, LDC, UREE, IND, VP, etune forte
capacité fermentative (GLU, MAN, RHA, SAC, MEL, ARA).

e Souche3
Identifiée comme Enterobacter cloacae, posseéde un profil intermédiaire : des
tests positifs pour TONPG, LDC, CIT, TDA, IND et de nombreuses fermentations

de sucres. FElle partage certaines caractéristiques avec Klebsiella, mais son

comportement enzymatique plus restreint permet de la différencier.

e Souche 4

Identifiée comme Morganella morganii, elle se distingue par 1’absence

d’activité ODC, CIT, TDA et UREE, et une fermentation sélective.
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e Souche5

Identifiée comme Klebsiella oxytoca, présente un profil relativement
similaire a celui de K. pneumoniae, mais avec quelques variations, notamment une
UREE négative. Ce genre de différence aide a distinguer les especes proches au sein

du méme genre bactérien.

5. Résultats de coloration de Gram et le test Oxydase

e La coloration de Gram de chacune des cinq souches a confirmé leur nature Gram
négatif, ce qui est en cohérence avec les résultats de la galerie API 20E.

e L'absence de coloration violette indique un résultat négatif au test a ’oxydase,

tandis que I’apparition de cette coloration traduit un résultat positif.

Tableau 16 : Résultats de coloration de Gram et de test d’Oxydase

Numéro de lame 1 2 3 4 5

Oxydase - - - - -

Gram - - - - -

6. Résultats des souches bactériennes

Le tableau 17 récapitule les résultats d’isolement des souches bactériennes a partir

des échantillons de viandes et charcuteries.

Tableau 17 : Résultats d’isolement des souches bactériennes a partir des échantillons

de viandes et charcuteries.

Souche 1 Souche 2 Souche 3 Souche 4 Souche 5
Yersinia Klebsiella Enterobacter | Morganella Klebsiella
enterocolitica | pneumoniae cloacae morganii oxytoca
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7. Antibiogramme

Pour mieux visualiser les résistances aux antibiotiques des bactéries isolées, les
résultats des antibiogrammes ont été traduits en histogrammes, montrant clairement
les niveaux de résistance selon les antibiotiques utilisés.

7.1. Discussion

» Yersinia enterocolitica

L’histogramme montre que Yersinia enterocolitica présente une résistance
modérée a élevée aux béta-lactamines, en raison dela productionde B-lactamases. Une
sensibilité a été observée vis-a-vis des aminosides et des sulfamides. Toutefois, des
résistances préoccupantes ont ¢€té identifiées vis-a-vis des phénicolés, des
carbapénémes et de certaines pénicillines a large spectre, car elle est capable de
traduire une acquisition probable de mécanismes de résistance supplémentaires,

Contrairement a I’é¢tude d’Angelovska et al, 2023.(voir figure 13)

Souche 1 ( Yersiniya enterocolitica )
100%
71%
57% —
43% —
29% —
; M souc...
14%
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5 %82 o F by F Bz gg ®E

Figure 13 : Histogramme de résistance aux antibiotiques de Yersinia enterocolitica.

» Klebsiella pneumoniae
La souche Klebsiella pneumoniae affiche une résistance marquée aux béta-
lactamines de premicre génération et a de nombreuses pénicillines, La probable
production d’une B-lactamase a spectre étendu (BLSE) entraine une résistance a la
majorité des céphalosporines ainsi qu’a d’autres familles d’antibiotiques, notamment
les sulfamides et certains aminosides. La sensibilité reste néanmoins conservée vis-a-

vis de certains aminosides et des carbapénémes, ce qui refléte bien sa réputation d’étre
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une espéce redoutée en milieu hospitalier. Ces observations sont cohérentes avec les

données rapportées par Wikipedia (2024).(voir figure 14)

Souche 2 (Klebsiella pneumoniae)
4
3
5 -
_] I I [ ¥ souche 2

1
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Figure 14 : Histogramme de résistance aux antibiotiques de Klebsiella pneumoniae

» Enterobacter cloacae
Chez Enterobacter cloacae, I’histogramme indique une résistance variable aux
béta-lactamines de premiére génération ainsi qu’aux associations pénicilline -+
inhibiteur de béta-lactamases, attribuée a la production d’une céphalosporinase AmpC.
Toutefois, la souche reste sensible aux carbapénémes, aux aminosides, aux sulfamides
et a certaines fluoroquinolones, Cette hétérogénéité peut étre liée a des facteurs
génétiques ou environnementaux influencant 1’expression des geénes de résistance

selon les seuils de la CLSI.(voir figure 15)

Souche 3 ( Enterobactere cloacae )
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[l souche3
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Figure 15 : Histogramme de résistance aux antibiotiques de Enterobactere cloacae.
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» Morganella morganii
La souche Morganella morganii se distingue par une sensibilité générale
a I’ensemble des familles d’antibiotiques testées (béta-lactamines, aminosides,
fluoroquinolones, sulfamides, phénicolés) contrairement a I’é¢tude de Angelovska
et al. (2023), ou une résistance modérée était observée, notre souche se montre

sensible a I’ensemble des antibiotiques testés.

» Klebsiella oxytoca
Enfin, Klebsiella oxytoca présente un profil de résistance proche de celui de
Klebsiella pneumoniae, avec une résistance significative. Toutefois, des aminosides,
des carbapénémes et des associations pénicilline + inhibiteur de béta-lactamases,
semblent encore efficaces, ce qui offre quelques alternatives thérapeutiques. Ce profil
met en évidence I'importance d’un antibiogramme systématique avant toute
prescription. En accord avec les seuils établis par la CLSI. Contrairement aux
résultats d’une étude menée en Inde et publié¢e sur (ScienceDirect ,2014) (voir figure

16)

Souche 5 ( Klebsiella oxytoca )
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Figure 16 : Histogramme de résistance aux antibiotiques de Klebsiella oxytoca.
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7.6. Discussion de ’histgramme globale

On note que la résistance élevée pour certaines souches (notamment K. pneumoniae et

Enterobacter cloacea).

-Y. enterocolitica : résistance modérée.

100%

86%

71%
57%

B Yersiniya enterocolitica

43% I u Klebsiella pneumoniae

29%
14%

Morganella morganii

i i B Enterobactere cloacae

0% T . | 1 Klebsiella oxytoca
o 5 o o 9 o

& & ¢ ¢ & ¢
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Figure 17 : Histogramme globale de résistance aux antibiotiques de toutes les

souches

8. Résultas des flores résiduelles et pathogenes

Dans le but d’évaluer la qualité microbiologique des 12 échantillons deviandes
et de charcuteries analysés, une recherche des germes pathogeénes ont été réalisés.
Mettant en évidence la diversité microbienne ainsi que la présence éventuelle de

contaminations a risque.
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Tableau 18 : Résultats de recherche de la flore de contamination et la flore totale.

Echantillon FTAM | CT/CF| Thermo- | Salmonella E. coli S. aureus Yersinia ASR
tolérants pathogene enterocolitica
Ech 1 + + + - - - - -
(Merguez)
Ech 2 (viande + + + - - - - -
hachée)
Ech 3 + + + - - - - -
(poulet, cuisse
+volaille )
Ech 4 (jabouts) + + + - - - - NF
Ech 5 (foie de + + + - + + - NF
poulet)
Ech 6 (poulet + + + - - + - -
fumé)
Ech 7 (salami + - + - - - - -
viande )
Ech 8 (viande + - + - - - - -
fumée)
Ech 9 (viande + + + - - + - -
chevaline )
Ech 10 (viande + + + - - + - -
de boeuf)
Ech 11 (viande + + + - - + - -
d’agneau)
Ech 12 + + + - - + + i
(escaloppe de
poulet)

(+) : présence de germe

(-) : absence de germe

(NF) : analyse non faite
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8.1.Discussion des flores résiduelle et pathogénes

L’analyse de douze échantillons de viandes rouges, blanches et
charcuteries a révélé une contamination microbiologique significative, illustrant
des conditions d’hygi¢ne parfois insuffisantes tout au long de la chaine de

production et de I’abattage a la vente.

Tous les échantillons analysés présentent des germes thermotolérants, ce qui
traduit une contamination d’origine fécale et confirme un manque d’hygiéne dans les

manipulations ou la chaine de froid.

La charge des coliformes fécaux et totaux est positive dans presque tous les
cas, sauf dans les produits transformés comme la viande fumée et le salami, ou I'effet

conservateur semble avoir limité la flore.

La recherche de Salmonella spp., bien que les résultats indiquent « Absence
» dans tous les échantillons, des colonies suspectes telles que Klebsiella spp. Et
Proteus spp. Ont été isolées sur gélose Hekteen, notamment dans les échantillons 1 a
4 (merguez, viande hachée, volaille, jabot). Cela souligne I'importance dene pas se
fier uniquement a une lecture binaire (présent/absent), car la présence d'autres
entérobactéries opportunistes peut aussi témoigner d’un déséquilibre de la flore ou
d’une contamination croisée. Ces germes, bien que non classés comme agents de
TIAC (toxi-infection alimentaire collective) majeurs, peuvent avoir un role

pathogéne chez les personnes immunodéprimées ou indiquer un environnement

contaminé.

Seul I’échantillon de foie de poulet a révélé la présence d’E. coli pathogéne et
de Staphylococcus aureus, deux germes préoccupants en matiere de sécurité
alimentaire. Le foie est un organe particulierement expos¢ a la contamination lors de

I’abattage, et il est souvent mal cuit, augmentant les risques d’intoxication alimentaire.

La présence de S. aureus a également été détectée dans les échantillons
de poulet fumé, viande chevaline, beeuf, agneau et escalope de poulet. Ce germe,
souvent li¢ a une manipulation humaine contaminée, signale une probable
contamination post-abattage. Bien qu’il ne soit pas toujours pathogene, certaines
souches peuvent produire des entérotoxines responsables d’intoxications

alimentaires aigués.
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Yersinia enterocolitica a été détectée uniquement dans I’échantillon d’escalope de
poulet, un germe capable de se développer a basse température. Cela représente un
danger important pour les consommateurs, surtout en cas de conservation inappropriée

ou de cuisson insuffisante.

Enfin, les produits comme le salami et la viande fumée, bien qu’affichant
I’absence de germes pathogénes typiques, présentent tout de méme des germes
thermotolérants. Cela indique que le procéd¢é de fumage ou de transformation réduit la

charge pathogéne, mais ne I’élimine pas totalement.
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CONCLUSION

Conclusion

Cette étude met en lumiére la réalité préoccupante de la contamination microbiologique
des viandes rouges, blanches et charcuteries vendues a Constantine. A travers I’analyse de douze
¢chantillons, il apparait clairement que la qualité hygiénique de ces produits est souvent

compromise a différentes étapes de la chaine, de I’abattage a la vente.

Les résultats révelent une forte présence de germes thermotolérants et de bactéries
opportunistes, notamment Klebsiella spp., Proteus spp., Enterobacter cloacae etplus rarement des
pathogeénes avérés comme Yersinia enterocolitica ou Staphylococcus aureus. Ces micro-
organismes, indicateurs de contamination fécale ou de mauvaise manipulation, représentent un

risque réel pour la santé publique, surtout pour les personnes vulnérables ou en cas de cuisson

msuffisante.

Les tests d’antibiogramme ont mis en évidence des profils inquiétants de multirésistance,
en particulier chez Klebsiella pneumoniae et Morganella morganii, soulignant I'urgence de

renforcer la surveillance de I’antibiorésistance dans le secteur alimentaire.

Par ailleurs, les viandes transformées comme le salami ou le poulet fumé semblent offrir
une meilleure stabilité microbiologique, bien qu'elles ne soient pas totalement exemptes de
germes. Cela démontre que les procédés de transformation jouent un réle protecteur, sans pour
autant remplacer des pratiques d’hygiéne rigoureuses.

Ensomme, ce travail souligne la nécessité d 'une sensibilisation accrue des professionnels
de la filiecre viande, mais aussi des consommateurs, sur les risques liés a la conservation,
lamanipulation et la cuisson des viandes. Il appelle a renforcer les contrles sanitaires et a
promouvoir de bonnes pratiques d’hygiéne pour garantir la sécurité des aliments que nous

consommons au quotidien.
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Tableau 19 : Testes biochimiques de la galerie classique.

Simmons

citrate de Simmons

Test biochimique Mode Incubation Sucre  fermenté /
d’ensemencement substrat testé
Fermentation du Suspension 37°C, 18-24 h Lactose (hydrolysé
lactose (test bactérienne en en glucose +
Bgalactosidase - contact avec disque galactose)
ONPQG) ONPG
Fermentation du MilieuTSI, 37°C, 18-24 h Saccharose
saccharose ensemencement par
stries sur la pente et
piqire centrale dans le
culot
Fermentation du Milieu semi-solide 37°C, 18-24 h Mannitol
mannitol mannitol, piqtire
centrale
Production de H2S Milieu TSI, 37°C, 18-24 h Réduction du sulfate en
ensemencement par H2S (non sucre)
stries et piqire
Culture en milieu Hydrolyse du
Test d’indole peptoné, puis réactif de 37°C, 24 h tryptophane en indole
Kovacs
Test de citrate de Stries sur milieu 37°C, 18-24 h Utilisation du citrate

(non sucre)
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» Composition des milieux de cultures

v Milieu Chapman (ISO 6888-1/1SO 6888-2 /ISO 6888-3)

Peptone (0u tryptone) ......ceeeeeevieniienieeriienieeiie e 10,0 g/1

Extrait de viande .........ccceeeviieiiiiiiieeeceee e, 1,0 g/l

Extrait de [evure .........ccceeeciiieciieceeee e 5,0 g/l

Mannitol ........occeeiiiiiiiiie e 10,0 g/l

Chlorure de sodium (NaCl) .......ccccvvevieniieniieniieiienns 75,0 g/l

Rouge de phénol (indicateur de pH) .......ccccvvveneeeeen. 0,025 g/l

YN 2 | S 15,0 g/l

pH final.... ... 7,4+0,2
Température de stérilisation............................ 121 °C pendant 15min

v' Milieu Giolitti Cantoni (ISO 6888-3 , FIL-IDF et EN)

TIYPLONE ..o 10,0 g/l
- Extrait de viande .........cccoovieiiiiniiiieee, 5,0 g/l
- Extrait de levure ........coocceeviiiiiiniiiieee, 5,0 g/l
- GlyCIng ..eoeeiiiiiee e, 1,2 g/l
- Mannitol .......cocceeiiiiiiii 20,0 g/l
- Pyruvate de sodium ...........cocceeiieniienineninnns 3,0 g/
- Chlorure de sodium ..........ccccceevuienieeninennnnnns 5,0 g/l
- Chlorure de lithium .........cccooeviniieiiennnnen. 5,0 g/l
- TWeen 80......oovvieeiieiieeieeeeee e 1,0 g/l
- tellurite de potassium (*) ......cccceevieeireneenen. 0,1g/l
Temperature .........c.oceeevviiiiiiiiinienineannn 121°C
PH 6,9+0,2
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v Bouillon sélénite de sodium (ISO 6785)

Tryptone.......ccoovveiiiiiiiiiiiiin 5,0 g/l
Lactose.....oovvviiiiiii i 4,0 g/l
Phosphate disodique.......................... 10,0 g/l
Sélénite de sodium.................ccooeenenn. 4,0 g/l
L-Cystine.......cccovviiiiiiiiiiiiiiiniennne, 0,01 g/l

Eau distillée/déminéralisé........................ 11g/1

PH .o 7,0 +0,2
Température..........coooevvviiiiiiiiiinnnn.... 37°C+1°C

Peptone pancréatique de gélatine ............. 17,0 g/l
Tryptone .....oovviiiiiiii 1,5 g/l
Peptone pepsique de viande................... 1,5 g/l
Lactose.....oovviiiiii i 10,0 g/l
Sels biliaires...........ccovviviiiiiiiiiniinn... 1,5 g/l
Chlorure de sodium .................ccoenenn. 5,0 g/1
Rougeneutre ... 30,0 mg/l
Cristal violet ..., 1,0 mg/l
Agar agar bactériologique ...................... 13,5 g/l
PH 7,1+0,2
Température...........coovvviviiiiiiiiiiiinn.. 121°C

Peptone.........coooiiiiiiiii 12,00¢g/1
Chlorure de sodium ...............c..o...e. 5,00¢g/1
Extrait de levure......................ooe.l. 3,00¢g/1
Thiosulfate de sodium ..................... 5,00g/1
Sels biliaires ..............coeeviiiiii.. 9,00¢g/1
Citrate ferrique ammoniacal .............. 1,50g/1
Lactose ...oovvvvviiiiiii i 12,00g/1
Bleu de bromothymol..................... 0,065g/1
Saccharose ..........cccovvviiiiiiiann... 12,00¢g/1
Fuchsine acide .................coooiiii 0,10g/1



Annexes

Salicine ..........cooeviiiiiiiiiii 2,00g/1
Agar ..o 14,00¢g/1
pH final ... 7,5+£0,2
Température ..........cooovvviiiiiiiiinn... 121°C

v" Milieu Muller-Hinton (CLSI, du CA-SFM ou de ’EUCAST).

Hydrolysat acide de cas€ine ..........ccccecvveeeveeenereennee. 17,5 g/l
- Extrait de viande .........cccooveiiiiiniiiie e 2,0 g/
- Amidon soluble ...........cccovviiiiiniiiiiec 1,5 g/l
- Agar agar bactériologique ..........ccoeeueerieniieiiiennns 17,0 g/l
-pHfinal ... 7,3+0,1
STempérature. ......oovveiii i 121°C

v" Gélose nutritive

Peptone......oovivniiiii 5,00g/1
Extrait de viande de beeuf......................l 3,00g/1
Chlorure de sodium.............cooviiiiiiiniannann.n 5,00g/1
AT o 15,00¢g/1
pHfinal ... ..o 7,4+0,2
Temperature. .......c.oovviviiiii i, 121°C
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» Coloration de Gram
Coloration de Gram est une méthode simple mais puissante pour identifier les bactéries et

orienter rapidement un diagnostic microbiologique.

1.Préparation du frottis bactérien

» Stérilisation : stériliser la pipette Pasteur a la flamme du bec bunsen.

« Etalement : sur une lame propre on met une goutte del’eau distillé, puis prélever une
petite quantité de la culture bactérienne et 1’étaler en couche fine.

* Séchage et fixation : laisser sécher al’air libre puis fixer la lame avec la pince et faire
passer rapidement 2 a 3 fois a la flamme (surface vers le haut).

2.Etapes dela coloration de Gram

* Coloration primaire avec Cristal violet
-Recouvrir le frottis avec du cristal violet pendant Imin.
-Rincer doucement a I’eau distillée.
-a ce stade, toutes les bactéries sont colorées en violet.
* Lugol
-Ajouter du lugol sur la lame pendant 1min.

-Rincer légerement al’eau distillée.

-’iodure forme un complexe violet-iodé insoluble avec le cristal violet, piégé dans les
parois des gram positifs

* Décoloration avec Alcool ou éthanol
-Appliquer I’éthanol pendant 10 a 30 secondes (ne pas dépasser)

-Rincer immédiatement al’eau distillée

* Contre coloration avec Safranine ou fushine -appliquer
la fushine pendant 30 a 60 secondes

-Rincer a I’eau distillée et laisser sécher al’air libre
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3.0Observation au microscope

* Montage : déposer une goutte d’huile a immersion sur la lame colorée

* Observation : observer avec I’objectif x100 (immersion) du microscope.

Figure 18 : Code numérique de la galerie API 20 E
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Tableau 20 : Antibiotiques testés.

1 (SXT) Triméthoprime /Sulfaméthoxazole

2 (PEF) Péfloxacine

3 (PI) Pipéracilline

4 (ISP) Isépamicine

5 (KZ) Céfazoline

6 (PA) Acide pipémidique

7 (HLG) Gentamicine

8 (F) Nitrofurantoine

9 (AK) Amikacine

10 (AMX) Amoxicilline

11 (FOX) Céfoxitine

12 (AMC) Amoxylave (amoxicilline /acide
clavulonique)

13 (TM) Tobramycine

14 ©) Chloramphénicol

15 (TIC) Ticarcilline

16 (AMC) Amoxicilline +Acide
clavulanique

17 (TCC) Ticarcilline +Acide clavulonique

18 (IPM) Imipénem

19 (CTT) Céfotétan
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