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RESUME

Elbegaa Asmaa

Contribution a I’étude des contaminants bactériologiques des ceufs de consommation dans
la commune de Laghouat

Résumé

Notre étude a été réalisée dans le but d’étudier les contaminants bactériologiques des ceufs de
consommation vendus dans les points de vents dans la commune de Laghouat.

La recherche de Salmonella a été faite en 4 étapes selon la norme ISO 6579: le pré-
enrichissement, I'enrichissement, l'isolement et enfin [I'identification. Pour la recherche de
staphylocoque, on a utilis¢é I’Arrété du 21 Rajab 1435 correspondant au 21 mai 2014 rendant
obligatoire la méthode de dénombrement des staphylocoques & coagulase positive (Staphylococcus
aureus et autres espéces), et les méthodes d’identification des principales espéces bactériennes
employées par le Laboratoire Inter Départemental d’Analyse du Lait.

Aprés des analyses bactériologiques effectuées sur 14 échantillons d’ceufs de consommation,
aucune Staphylococcus aureus a coagulase positive n’a été détectée, mais des staphylocoques a
coagulase négative ont été trouvées dans le blanc du échantillon n°1 et le jaune du échantillon n°3.

La recherche des salmonella dans tous les échantillons analysés s’est révélée négative. D’autres
germes microbiens dans le blanc du échantillon n° 1 ont été détectés ; Serratia marcescens et Proteus
mirabilis.

Mots clé: ceufs, contaminants bactériologiques, Laghouat, Salmonella, staphylocoques.

Contribution to the study of bacteriological contaminants of eggs for consumption in the region
of Laghouat

Summary

Our study was carried out in order to study the bacteriological contaminants of eggs consumed in the
markets of the wilaya of Laghouat. The search for Salmonella was done in 4 steps according to 1SO 6579:
pre-enrichment, enrichment, isolation and finally identification. For Staphylococcus, the 21 Rajab Order
1435 corresponding to May 21, 2014, whichmade obligatory the method of enumeration of coagulase-
positive staphylococci (Staphylococcus aureus and other species), and the methods of identification of the
main bacterial species used By the LIDAL. After bacteriological analyzes on 14batches of for
consumption, no coagulase-positive Staphylococcus aureus was detected in all the batches tested, but
coagulase negative staphylococci were detected in the blank of lot 1 and the yellow Of Lot No 3. The
search for salmonella inall batches analyzed is negative. Other microbial germs in lot 1 in the egg white
were detected; Serratia marcescens and Proteus mirabilis.

Key words: Egg, bacteriological contaminants, Laghouat, Salmonella, Staphylococcus
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INTRODUCTION

L’ceuf est un aliment d’une grande valeur nutritive. Il représente une source équilibrée
de protéines et de lipides, il est aussi une source riche en phosphore, fer (surtout au niveau
du jaune d’ceuf, ou il couvre 30% des besoins quotidiens de I’homme pour cet élément),
souffre, sodium, potassium, chlore et en vitamines; mais a I’opposé, il est déficient en

glucides, calcium et vitamine C (Sauveur, 1988).

Les ceufs constituent également une excellente source de vitamine B2. La richesse du
jaune de I’ceuf en acides gras insaturés et particulierement en acide linoléique en fait un

aliment de haute qualité pour I’lhnomme (Baribeau, 2004).

Les ceufs de consommation ont une importance hygiénique en raison des conséquences
pathologiques qu'ils entrainent chez le consommateur. La plupart des toxi-infections
alimentaires collectives (TIAC) sont dues a la consommation des aliments contaminés
(dont les ceufs) par Salmonelles, qui posent un véritable probléme de santé publique. A cet
effet, Salmonella Enteritidis est devenue 1’une des principales causes d’infection humaine
(Bertrand, 2003).

En 2011, la production d’ceufs au niveau mondial a éte estimée par la FAO a plus de
70 616 000 tonnes. Dans la méme année, 1’ Algérie a produit 195 000 tonnes d’ceufs avec
une augmentation de 6,2% par rapport a la décennie précédente (FAO, 2014). Au vu de
cette production importante, la qualité sanitaire de 1’ccuf de table nécessite une attention

particuliére.

La réglementation Algérienne spécifique aux denrées alimentaires traite de la recherche
de salmonella dans les ceufs et exige I’absence totale de celle-ci. Par contre, on peut
trouver d’autres germes microbiens dans les ceufs et qui peuvent présenter un risque pour
la santé du consommateur mais dont la réglementation en vigueur ne consacre texte
(Guiraud et Galzy, 1980 ; Hechachna, 2016 ; Arzour, 2006).

C’est dans ce cadre que s’inscrit la présente étude qui a comme objectifs d’étudier les
contaminants bactériologiques des ceufs de consommation vendus sur les points de vents

dans la commune de Laghouat par la recherche de bactéries pathogenes (prévues dans la
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réglementation ou pas) telles que Salmonella, Staphylocoques et autre germes microbiens

susceptibles de se localiser dans le jaune et le blanc de ces ceufs.

Le présent manuscrit est divise en deux parties :

-Une partie bibliographique qui comporte un premier chapitre «L’ceuf de consommation»
qui traite de 1’appareil reproducteur de la poule : sa situation et sa composition ; il rappelle
aussi le processus de formation de 1’ceuf de poule; suivi d’un chapitre sur« La
contamination microbienne des ceufs» par les différentes bactéries telles Salmonella,

Staphylocoques et Escherichia Coli.

-Une partie expérimentale qui comporte un chapitre « matériel et méthodes », un autre
« résultats et discussion », le tout couronné par une conclusion qui fera ressortir I’essentiel

des résultats de notre travail ainsi que les lecons a tirer et les recommandations a formuler.
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l. L’ceuf de consommation

I.1. Situation de I’appareil reproducteur de la poule

L’appareil génital des femelles des oiseaux est dissymétrique; la partie droite du tractus
génital (ovaire et oviducte) est restée a 1’état vestigial, par contre la partie gauche occupe
progressivement un volume important (Brugére, 1988) ; donc 1’appareil reproducteur des

poules n'est développé que du cdté gauche (voir figure 1) (Pascal, 1968).

Ligoment Ovule mir Rein
suspenseur

Infundibulum

Oviducte

Vue ventrale Vue latérale gauche

Source : Sauveur et De revier, 1988.

Figure 1 : Situation de I’appareil reproducteur de poule dans la cavité abdominale.

L’appareil génital femelle comprend [|’ovaire ou se forment les ovules, I’oviducte qui
aboutit au cloaque et dans lequel I’ovule s’entoure des principaux constituants de 1’ceuf tel
que l'albumen ou blanc d'ceuf (Lakehal, 2006).

Au repos, l'ovaire est une petite masse grisatre discréte placée prés de la glande
surrénale gauche.

En activité I'ovaire a l'aspect d'une grosse grappe jaunatre placée au niveau du lobe
cranial du rein. Le tractus génital femelle se compose uniquement d'un oviducte, c'est un
tube musculeux muqgueux dont I'extrémité craniale est ouverte dans la cavité abdominale
prés de I'ovaire et I'extrémité caudale abouchée au cloaque. Dans l'oviducte en activité, on
peut reconnaitre 5 segments aux limites bien marquées (voir figure 2); le pavillon, le

magnum, l'isthme, l'utérus et le vagin (Beghoul, 2006).
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I.2.Composition de I'appareil reproducteur de poule

L’appareil reproducteur de la poule est composé de (voir figure2):

1.2.1. L’ovaire

L’ovaire gauche coincé entre le lobe crana du rein, et les poumons en avant (Lakehal,
2006).

1.2.2. L’oviducte

L’oviducte est présente comme un tube droit de couleur rose pale s’étendant de la
région de I’ovaire jusqu’au cloaque, il mesure environ 70cm et son poids a vide est de 40
g (Pichereau, 2012).

On lui reconnait d’un point de vue histologique et physiologique plusieurs segments :

a. L'infundibulum

Egalement appelé pavillon, il a une forme d’entonnoir (Sauveur et De revier, 1988). Par
des mouvements péristaltiques propres, il vient happer I’ovule mir, lequel le traverse en
une vingtaine de minutes. C’est a cet endroit qu’a lieu la fécondation et que sont stockés

une partie des spermatozoides (Pichereau, 2012).

b. Le magnum

Partie la plus riche en cellules et glandes sécrétrices, c’est également la partie la plus
longue de I’oviducte (30-50cm) (Sauveur et De revier, 1988); L’ovule y transite pendant
trois heures environ. Il s’entoure alors de 40 a 50% de 1’albumen total, sécrété par les

glandes albuminipares (Pichereau, 2012).
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c. L’isthme

Sa longueur n’est que de 4 a 6 centimétres et la durée du transit y est d’une heure chez
la poule. C’est a ce niveau que sont déposées les membranes coquilléres qui forment deux

enveloppes de kératine autour de I’albumen (Pichereau, 2012).

d. L'utérus

C’est une sorte de poche dilatée (Sauveur et De revier, 1988), il a une longueur totale de
dix a douze centimétres et la durée de passage de ’ceuf y est de vingt heures. C’est 1a que
la formation de 1’albumen s’achéve par imbibition ou « plumping » correspondant a une
hydratation et un dépdt de sels minéraux par osmose (sa taille est multipliée par deux), que
les membranes coquilléres sont mises sous tension et que la coquille minéralisée se dépose
a une vitesse de trois cents milligrammes par heure (Johnson, 2000). Cette coquille est
constituée majoritairement de sels de calcium d’ou les besoins important en calcium des

femelles en ponte (Pichereau, 2012).

e. Levagin

Partie étroite et musculaire, il est séparé de 1’utérus par la jonction utéro- vaginale et se
termine au niveau du cloaque (Sauveur et De revier, 1988). Il n’a aucun role dans la
formation de I’ceuf mais il participe a I’expulsion de ce dernier (Johnson, 2000). Il
débouche latéralement a 1’uretére gauche dans 1’urodeum. L’ceuf n’y transite qu’un quart-
d’heure environ. Au moment de la ponte, le vagin s’extériorise et dépose I’ceuf a
I’extérieur ce qui évite le contact avec les matieres fécales et urinaires. C’est le mécanisme

d’oviposition (Villate, 2001).

UTERUS
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Source : Lakehal, 2006.

Figure 2: Composition de l'appareil reproducteur de poule
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La reproduction; Le sperme contient un tres grand nombre de spermatozoides
microscopiques qui sont déposes avec le sperme a I'extrémité de l'oviducte ; ils remontent
le long de I'oviducte jusqu'a I'autre extrémité ou ils attendent les ovules qui y entrent une a
une tous les deux jours a peu pres.

Un seul spermatozoide pénétre dans l'ovule et forme avec la cellule germinative
femelle, le germe qui commence tout de suite a grandir. C'est le début de la formation du
futur poussin.

Ce développement du germe s'arréte lorsqu'environ 24 heures plus tard, 1'ceuf est pondu.

I1 est préférable que les ceufs vendus pour la consommation ne soient pas fécondés, car
ainsi ils se conservent mieux ; il ne faut pas dans ce cas mettre de coqgs avec les poules
(Pascal, 1968).

I. 3. Structure et formation de I’ceuf de poule

1.3.1. Structure et composition des différents compartiments de I’ceuf

L’ceuf de poule est divisé en trois compartiments principaux : le jaune (ou vitellus), le

blanc (ou albumen), et la coquille qui sert d’enveloppe protectrice. La membrane vitelline

entoure le jaune et contient les constituants de ce dernier (voir figure 3) (Pauline, 2015).

blanc liquide esterne blostoderme

blanc Epois membrane vitelline
L ) Iotebre
blanc liguide interne
joung b
ifg mEmDrane
couche cholaozifers CoqailllEre interne
membrone

cholaze coquilliere exlerne

chombre o air

Source : Sauveur et De Reviers, 1988

Figure 3: Représentation schématique des différents compartiments de 1’ceuf.

a. Le jaune

Le jaune contient le gaméte femelle qui pourra étre feconde. Ce dernier est localisé au

niveau du disque germinatif, situé en surface du jaune. Le jaune est composé de 51%

6
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d’cau, de 30% de lipides, de 16% de protéines et de 0,6% de glucides. Il est également
riche en phosphore, contient la plupart du fer de I’ceuf et renferme des vitamines (la totalité
des vitamines liposolubles et un certain nombre de vitamines hydrosolubles) (Guerin-
Dubiard et al., 2010).

Deux fractions du jaune peuvent étre mises en évidence lors d’une centrifugation : le
plasma (environ 78%), correspondant au surnageant, et la fraction granulaire ou globulaire
(environ 22%), correspondant au précipité (Li-Chan et Kim, 2008). Dans le plasma, les
principales protéines identifiées sont [’albumine sérique (ou o-livetine), 1’a-2
microglobuline (ou pB-livetine) et I’'immunoglobuline Y (ou y-livetine). La fraction
granulaire, riche en gouttelettes lipidiques, contient notamment des HDL avec des
lipovitellines issues des vitellogénines et des VLDL avec des apoprotéines (Burley et
Vadehra, 1989). Deux études protéomiques ont permis I’identification de prés de 300
protéines dans le jaune (Mann et Mann, 2008 ; Farinazzo et al, 2009). Les protéines
majoritaires apparaissent comme étant 1’albumine sérique, 1’apovitelline-1, une protéine de
12 kDa ayant une réactivité croisée avec la B-2 microglobuline, la vitellogénine 2 et
I’ovalbumine (Mann et Mann, 2008).

b. La membrane vitelline

La membrane vitelline est de nature protéique ; elle entoure et contient le jaune (Nys et
Guyot, 2011). Elle a une épaisseur totale d’environ 10 um (Mineki et Kobayashi, 1997) et
peut étre divisée en trois couches : une couche médiane continue au centre comprise entre
deux couches fibreuses que sont la couche interne (équivalent de la zona pellucida chez les
mammiféres) et la couche externe (Nys et Guyot, 2011).

Certains auteurs évoquent la présence d’une quatriéme couche, le zona radiata, située
sous la couche interne fibreuse. Une étude protéomique a permis I’identification de 137
protéines présentes dans la membrane vitelline (Mann, 2008). Les protéines majoritaires
identifiées sont 1’ovalbumine, le lysozyme, les protéines VMO | et Il et I’ovotransferrine.
Les protéines du zona pellucida ZP C/ZP 3, ZP 1 et ZP D sont également identifiées parmi
les protéines les plus abondantes. Elles pourraient étre associées aux événements de
fertilisation (Pauline, 2015).
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c. Le blanc

Le blanc constitue une réserve nutritive de nature protéique pour I’embryon au cours de
son développement. Il peut étre divisé en quatre structures distinctes : le blanc liquide
interne, le blanc épais, le blanc liquide externe et les chalazes (voir figure 3) (Guerin-
Dubiard et al, 2010).

Le blanc liquide interne, au contact du jaune, est entouré par le blanc épais. Ce dernier,
présentant 1’aspect d’un gel, est en contact avec la coquille aux deux extrémités de I’ ceuf.
Le blanc liquide externe est en contact direct avec les membranes coquillieres. Les
chalazes sont des fibres qui maintiennent le jaune en suspension au milieu de I’ceuf. La
différence de texture entre le blanc liquide et le blanc épais est liée a la répartition inégale
d’une protéine majeure du blanc, 1’ovomucine, cette derniére étant quatre fois plus
abondante dans le blanc épais, lui donnant sa texture gélatineuse (Anton et al, 2010).

Le blanc est composé de 88% d’eau, de 10,6% de protéines et de 0,9% de glucides. 1l
contient également des minéraux (0,5%) et une faible quantité de vitamines hydrosolubles,
uniquement du groupe B (Guerin-Dubiard et al ; Nys, 2010). Les protéines majeures du
blanc sont I’ovalbumine (qui représente 54% des protéines du blanc), 1’ovotransferrine
(13%), I’ovomucoide (11%), le lysozyme (3,5%) et ’ovomucine (1,5 a 3,5%) (Li-Chan et
Nakai, 1989).

Le blanc contient également les acteurs antimicrobiens les plus concentrés et les plus
actifs qui assurent la défense moléculaire antimicrobienne principale de 1’ceuf. Le
lysozyme, 1’ovotransferrine ou les B-défensines sont les plus connus mais des études
récentes ont mis en évidence 1’ovoinhibiteur, ’OVAX et ainsi que de nombreux autres
candidats antimicrobiens dans le blanc d’ceuf (Bourin et al, 2011, Rehault-Godbert et al,
2011, Rehault-Godbert et al, 2013).

L’OVAX, les chercheurs de ’unité de recherche avicole de I’'INRA ont découvert et
caractérisé une nouvelle molécule aux propriétés anti-listéria. Il s’agit de ’OVAX (pour
“ovalbumin-related protein X”), qu’ils ont isolée a partir de blanc d’ceufs de poule grace a
une méthode qui permet de conserver son activité antimicrobienne.

Les chercheurs de I'INRA ont étudié I’effet dose-réponse de ’OVAX sur la croissance
bactérienne :

» L’OVAX réduit la croissance de la souche de Listeria monocytogenes.

» L’effet des solutions d’OVAX sur la croissance de listeria est dose-dépendant.
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> Cet effet est observé pour des concentrations de protéine purifiée comprises entre
25 et 60 pg/ml.

» Les solutions d’OVAX ont un effet anti-listéria durable jusqu’a 25 h d’incubation

avec le pathogene.

» L’OVAX inhiberait aussi la croissance d’autres pathogénes alimentaires (€X :

Salmonella enterica Enteritidis).

Ce nouvel agent antimicrobien trouve des applications dans les domaines de
I’agroalimentaire mais aussi de la santé, a I’instar du lysozyme, une protéine du blanc
d’ceuf largement utilisée comme principe actif de médicaments ou comme conservateur
alimentaire (Le Guerhier, 2013).

d. Lacoquille

La coquille, compartiment le plus externe de 1I’ceuf, assure la protection de 1’embryon
contre les agressions extérieures (voir figure 3). Elle est composée de 95% de matiére
minérale (carbonate de calcium sous forme de calcite), de 3,5% de matiére organique ou
matrice organique (protéines, polysaccharides et protéoglycanes) et de 1,5% d’eau (Nys et
Guyot, 2011). La coquille d’ceuf de poule est divisée en 5 couches de I’intéricur vers
I’extérieur : les membranes coquilliéres, la couche mamillaire ou couche des cones, la

couche palissadique, la couche des cristaux verticaux et la cuticule (Nys et al, 1999).

1.3.2. Formation de I’ceuf dans I’appareil reproducteur de poule

La formation de I’ceuf suit un processus spatio-temporel bien déterminé (voir figure 4),
qui permet la mise en place des différents compartiments de I’ceuf le long de I’appareil
reproducteur femelle. Chez les oiseaux, seul le co6té gauche de I’appareil reproducteur est
développé et est constitu¢ de I’ovaire et de I’oviducte. Une fois formé dans 1’ovaire et a
maturité, le jaune est ovulé puis capté par le pavillon de ’oviducte ou le dép6t des autres
compartiments aura lieu dans les différents segments. (Sauveur et De Reviers, 1988; Nys,
2010; Nys et Guyot, 2011).
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OVARIAN FOLLICLE
Yolk deposition

OVULATION

INFUNDIBULUM
Vitelline membrane 0.3h
secretion

MAGNUM
Albumen secretion 4h

ISTHMUS
Eggshell membranes 1h
secretion

UTERUS
Eggshell formation 19h

VAGINA

CLOACA
Oviposition

Source : Nys et Guyot, 2011.
Figure 4 : Formation spatio-temporelle de 1’ceuf.

a. Synthése du jaune d’ceuf dans ’ovaire : vitellogénése

Au moment de I’éclosion, le poussin femelle posséde une réserve d’environ 12000
ovocytes primaires au niveau de 1’ovaire. Les ovocytes vont ensuite subir un
développement en trois phases qui va aboutir & la formation du jaune et a son ovulation.
Au cours de ce processus, la majorité des ovocytes vont dégénérer, essentiellement par
atrésie, et moins de 2000 seront effectivement ovulés au cours de la vie de la poule
(Pauline, 2015).

La premiere phase est une phase d’accroissement lent par accumulation de protéines.

Elle a lieu entre 1’éclosion et la maturité sexuelle (environ 15 a 16 semaines chez la poule).

10
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Elle concerne tous les ovocytes, dont le diamétre passe d’environ 10 pm a 1 mm (Pauline,
2015).

A partir de la maturité sexuelle, certains des ovocytes sont sélectionnés a chaque cycle
d’ovulation de la poule et poursuivent leur développement. Les autres restent bloqués dans
la premiére phase pendant une durée plus ou moins longue (quelques semaines voire
plusieurs mois) en attente de continuer leur maturation. Les ovocytes sélectionnés entrent
dans la deuxiéme phase qui est une phase d’accroissement intermédiaire. Elle dure environ
60 jours chez la poule. Les dépbts de protéines et de lipides conduisent a une multiplication
par 4 du diameétre des ovocytes. Cette sélection est d’origine hormonale (Pauline, 2015).

A chaque cycle d’ovulation, un seul ovocyte est également sélectionné pour entrer dans
la troisieme phase qui est une phase de grand accroissement. Il vient s’ajouter aux 7 a 10
ovocytes en phase de grand accroissement déja présents au niveau de 1’ovaire. Les
ovocytes voient leur masse augmenter fortement durant les 6 a 14 jours précédant
I’ovulation, chacun d’entre eux présentant un développement particulier en décalage d’une
journée avec les autres. Les protéines et les lipides s’accumulent autour de 1’ovocyte, ce
qui correspond au dép6t de la quasi-totalité du jaune (98%). La majorité des constituants
du jaune est synthétisée au niveau du foie puis acheminée par la circulation sanguine au
niveau de 1’ovaire. Ces constituants pénetrent dans le jaune par un mécanisme
d’endocytose grace a des récepteurs specifiques situés a sa surface. Durant cette
transformation, la masse des ovocytes passe ainsi de 200 mg a 15-18 g. L’ovocyte est alors
recouvert de la premiére couche des membranes vitellines, la couche interne fibreuse
(Pauline, 2015).

Chaque jour, I’ovulation de 1’ovocyte le plus développé a lieu. Cette ovulation est
placée sous contrdole hormonal : elle fait suite a une sécrétion importante de LH
(Luteinizing Hormone), dite décharge ovulant, effectuée et régulée par 1’axe hypothalamo-
hypophysaire.

A sa sortie de I’ovaire, I’ovocyte est capté par 1’oviducte, ou les autres compartiments

de I’ceuf sont synthétisés par les différents segments de cet organe (Pauline, 2015).

b. Dépot des autres compartiments de I’ceuf dans I’oviducte

L’oviducte est divisé¢ en 5 segments différents (I’infundibulum, le magnum, 1’isthme,
I’utérus et le vagin), ayant chacun des particularités anatomiques et une fonction propre

dans la formation de 1’ceuf. L’oviducte mesure environ 70 cm de long chez une poule

11
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adulte. Tous les segments présentent la méme organisation en couches cellulaires
distinctes, de 1’extérieur vers la lumiére de 1’utérus : une couche séreuse externe, une
couche de fibres musculaires longitudinales, une couche conjonctive externe, une couche
de fibres musculaires circulaires, une couche conjonctive interne, une couche dite « lamina
propria » qui contient des glandes tubulaires pluricellulaires et un épithélium composé de

deux types cellulaires, les cellules caliciformes et les cellules ciliées (Pauline, 2015).

> Achévement de la membrane vitelline dans ’infundibulum

Une fois ovulé, le jaune est tout d’abord capté par I’infundibulum ou il reste environ 20
minutes. C’est le lieu d’une éventuelle fécondation ainsi que celui de la synthese des

couches médiane continue et externe fibreuse de la membrane vitelline (Pauline, 2015).

» Dépot du blanc dans le magnum

Le jaune recouvert de la membrane vitelline transite ensuite dans le magnum, le plus
long segment de 1’oviducte. Le magnum est le licu de la synthése de 1’ensemble des
protéines du blanc. Ces protéines sont fabriquées de facon quasi-continue puis stockées
dans les cellules sécrétrices. Lors du passage du jaune, les protéines sont excrétées et
déposées autour de celui-ci pour former le blanc. Ce processus dure environ 4 heures. A la

sortie du magnum, le blanc n’est pas totalement hydraté (Pauline, 2015).

» Synthése des membranes coquilliéres dans I’isthme

L’ceuf en formation traverse ensuite I’isthme ou il séjourne environ 1 heure. Ce dernier
est lui-méme divisé en deux parties : I’isthme blanc et I’isthme rouge. Dans chacune de ces
deux parties se déroulent respectivement le dépdt des membranes coquilliéres et la mise en
place des noyaux mamillaires, points de départ de la calcification (sites de nucléation de la

minéralisation) (Pauline, 2015).

» Hydratation du blanc et formation de la coquille dans ’utérus

Deux phénoménes se produisent dans I'utérus. Le blanc est tout d’abord hydraté,

phénomeéne appelé « plumping ». L’ceuf acquiert ainsi sa forme ovoide définitive et entre
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en contact étroit avec la paroi cellulaire de l'utérus. Le second phénomene est la
calcification de la coquille, 1’étape la plus longue de la formation de 1’ceuf, qui se déroule
selon un processus de biominéralisation a partir des ions et des constituants de la matrice
organique sécrétes par ’utérus. La biominéralisation de 1’ceuf de poule est 1’une des plus
rapides du monde vivant : en effet, six grammes de coquille sont formés en 19 heures
environ. Celle-ci a lieu a basse pression et a basse température sous le contrdle de la
matrice organique.

L’ceuf ainsi formé transite par le vagin avant de rejoindre le cloaque et d’étre pondu

environ 24 heures aprés 1’ovulation du jaune. (Pauline, 2015).

13
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. La contamination microbienne des ceufs

Les risques pour la santé¢ publique reliés a la consommation des ceufs contaminés par

des agents bactériens comme le suivant :

11.1. Salmonella
I1.1. 1. Caractéristique bactériologiques

La Salmonella est une bactérie a Gram négatif en forme de batonnet, mobile et pourvue
de flagelles, facultativement anaérobie, jamais sporulés, parfois encapsulés (voir figure 5),
appartient a la famille des Enterobacteriaceae (Pierré, 2013), Cette famille regroupe des
genres de bactéries qui sont des hétes habituels du tube digestif. 1l existait deux sous-
espéces dans le genre Salmonella : Salmonella bongori et Salmonella cholerasuis,
également appelée Salmonella enterica. Les salmonella sont des bactéries mésophiles,
ayant une température optimale de croissance de 35/37°C, cependant les Salmonelles
peuvent se multiplier de 5°C a 45/47°C avec une croissance nettement retardée par les
températures inférieures a 10°C (Bertrand, 2003).

Source : (Pierré, 2013).
Figure 5: Bactérie Salmonella.

I1. 1. 2. Hbtes de salmonella

Le réservoir des Salmonelles ubiquistes est trés large et de nombreux animaux
(mammiferes, oiseaux, reptiles, poissons, insectes), sont susceptibles d’héberger ces
bactéries mais, le principal réservoir est constitué par I’intestin des vertébrés. La sous-
espece enterica contient généralement les souches isolées de I’homme et des animaux a
sang chaud, pour lesquels elles sont pathogeénes. Il est aussi fréquent d’isoler des

Salmonella appartenant aux autres sous-especes chez les animaux a sang froid comme les
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reptiles, les batraciens ou les tortues .Elles sont dans ce cas moins pathogenes et peuvent
faire partie de la flore intestinale (Grimont. et al., 1994).

Ou dans les aliments destinés a I’homme proviennent d’une contamination fécale, elles
sont aussi retrouvées dans 1’environnement (sol, boues, eau, matiéres premieres pour
I’alimentation du bétail) dans lequel elles sont disséminées par les excréta. Elles peuvent y
survivre pendant plusieurs mois si les conditions de température, de pH et d’humidité sont

favorables (Bertrand, 2003).

I11. 1. 3. Pathogéenese de salmonella

Apres la ponte, il est possible que les ceufs soient contaminés par Salmolella Enteritidis
a travers la coquille de 1’ceuf quand I’ceuf est contaminé par des matieres fécales (Van
immerseel et al., 2005; Gast et Beard, 1990a). Il est également possible que la
contamination ait lieu directement dans le jaune d’ceuf, le blanc d’ceuf, la membrane
interne de la coquille ou la coquille méme avant la ponte de I’ceuf, suite a I’infection du
systéme de reproduction de la poule pondeuse (Timoney et al., 1989 ; Shivaprasad et al.,
1990).

a. La contamination de la surface de I’ceuf et la pénétration a travers la coquille

La présence de Salmonella sur la surface extérieure de la coquille de I’ceuf et
contamination du contenu de I’ceuf présente une menace pour la santé publique. La surface
peut étre contaminée soit dans la partie distale de I’oviducte, soit par le biais d’une
contamination fécale (\Van immerseel et al., 2005).

Plusieurs chercheurs ont investigué la possibilité d’une pénétration a travers la coquille
de I’ceuf dans des conditions de laboratoire avec différents sérotypes de Salmonella (Javed
etal., 1994 ; Miyamoto et al., 1998 ; Wang et Slavik, 1998 ; Berrang et al., 1999).

Dans la pratique cependant, ce phénomene ne semble pas tres fréquent puisque la
panoplie de sérotypes que I’on trouve a la surface de la coquille, n’est pas du tout

semblable & celle retrouvée a partir du contenu de 1’ceuf (De Buck et al., 2004).

15



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

b. Contamination de I’ceuf pendant sa formation

Il est probable que la contamination du contenu de I’ceuf ait lieu pendant sa formation
dans le tractus reproducteur de la poule. Par ailleurs, des études sur la contamination des
ceufs pondus par des poules infectées expérimentalement n’ont pas permis de mettre en
évidence une relation entre le portage intestinal/fécal et la présence de la bactérie dans le
contenu de I’ceuf (Gast et Beard, 1990b; Humphrey et al., 1991). De plus, des Salmonella
Enteritidis peuvent étre isolées du systéme reproducteur de poules pondeuses en 1’absence
de colonisation intestinale (Bygrave et Gallagher, 1989 ; De Buck et al., 2004).

Salmonella Enteritidis a été isolé du jaune aussi bien que du blanc d’ceuf provenant de
poules infectées (Humphrey et al., 1991c; Keller et al., 1995 ; Bichler et al., 1996).

La plupart des auteurs concluent que 1’albumen constitue le compartiment de 1’ceuf le
plus fréquemment contaminé (Gast and Beard, 1990a; Shivaprasad et al., 1990 ; Humphrey
et al., 1991; Gast and Beard, 1993 ; Humphrey, 1994 ; Methner et al., 1995 ; Price et al.,
1995). Cette contamination du blanc d’ceuf aurait lieu pendant le passage de 1’ceuf dans
I’oviducte (Gast and Beard, 1990b ; Shivaprasad et al., 1990 ; Humphrey et al., 1991c ;
Hoop and Pospischil, 1993). Par contre, la contamination du jaune d’ceuf indiquerait une

contamination de 1’ovaire (Van Immerseel et al., 2005).

I1.1. 4. Réglementation Algérienne de salmonella dans les ceufs

Arrété interministériel du Aouel Safar 1419 correspondant au 27 mai 1998 modifiant et
complétant l'arrété du 14 Safar 1415 correspondant au 23 juillet 1994 relatif aux

spécifications microbiologiques de certaines denrées alimentaires (voir tableau 1).
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Tableau 1 : Critéres microbiologiques des ceufs.

Aouel Safar 1419
JOURNAL OFFICIEL DE LA REPUBLIQUE ALGERIENNE N°35 15

27 mai 199
TABLEAU V
CRITERES MICROBIOLOGIQUE DES OVOPRODUITS DES PATISSERIES ET DES CREMES
PATISSIERES
PRODUITS n c m
(Eufs en coques
-Salmonella 5 0 absence

Source : JORADP n°035 du 27 mai 1998.

11.1. 5. Pouvoir pathogéne de Salmonella

La salmonellose est une maladie infectieuse causée par un groupe de bactéries appelé
Salmonella, Les personnes qui consomment des aliments contaminés par la Salmonella

sont susceptibles de contracter la salmonellose.
On a trois types de symptdmes de la salmonellose :

s Les fievres typhoides et paratyphoides

Sont provoquées par quatre sérovars de Salmonella, strictement humains,
antigéniquement distincts mais de pouvoir pathogéne similaire : Salmonella Typhi,
Salmonella Paratyphi A, Salmonella Paratyphi B et Salmonella Paratyphi C. Les
Salmonella sont ingérées avec une boisson ou un aliment contaminé. La dose infectante
serait de I'ordre de 105 bactéries.

Les symptdmes apparaissent apres une période incubation entre 10 a 15 jours, selon
I'état Physiologique de I'héte, la durée des symptdmes est de 1 a 7 jours, les signes
cliniques observes sont ; une fievre continue accompagnée de maux de téte, d'anorexie,
d'abattement et de douleurs abdominales avec diarrhée ou constipation (Harizi, 2009).

Les Salmonella responsables des fievres typhoides ayant I'nomme pour seul réservoir, la
contamination se fait par ingestion d'eau ou d'aliments ayant subi une contamination fécale
d'origine humaine. Comme toutes les maladies a transmission oro-fécale, ces fiévres

surviennent le plus souvent dans des zones ou I'hygiene est précaire, et frappent
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principalement les pays en développement en Asie, en Afrique ou en Amérique Latine. Les
données mondiales les plus récentes font état de 17 millions de cas annuels de fiévre
typhoide, et de 600 000 morts (Hu et Kopecko, 2003).

% Les gastro-entérites

Sont provoquées par des Salmonella ubiquistes présentes chez I'nomme et les animaux.
La durée d'incubation est généralement de 1 a 2 jours et dépend de la dose ingérée, de la
santé de I'hGte et des caractéristiques de la souche de Salmonella. Les principaux
symptébmes de la salmonellose (infections non typhoidiques) sont la diarrhée non
sanglante, les douleurs abdominales, la fievre, les nausées et des vomissements qui
surviennent généralement 12-36 heures aprés l'ingestion. Chez des adultes de condition
physique normale, une gastro-entérite disparait sans traitement aprés 3 a 5 jours en
moyenne. Le traitement employé repose essentiellement sur la réhydratation (Harizi,
2009).

« Toxi-infections alimentaires collectives

La consommation simultanée par plusieurs personnes d'un aliment massivement

contaminé par des Salmonella «mineures» (Salmonella typhi murium, S. enteritidis, S.
dublin, etc...) entraine une cascade des cas de gastro-enterites, qui, simulant un véritable
empoisonnement, est appelé toxi-infection alimentaire collective (TIAC). La peériode
d'incubation est de 10 a 18 heures. Les troubles durent en général 2 a 5 jours. Les
complications sont rares sauf chez les sujets a faibles moyens de défense. L'aliment
responsable est identifié par enquéte épidémiologique (enquéte cas-témoin). Le diagnostic
se fait par recherche de Salmonella dans les selles des malades et dans I'aliment incriminé
(s'il est encore accessible).
Le traitement est le méme que celui des gastro-entérites (Avril et al., 1992). La prévention
repose essentiellement sur I'nygiene des cuisines collectives (détection des porteurs sains,
techniques de préparation, techniques de conservation : « chaine du chaud » ou « chaine du
froid », etc...), (Harizi, 2009).
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11. 2. Staphylocoques
11.2. 1. Caractéristique bactériologiques

Le genre Staphylococcus appartient a la famille des Micrococcaceae. Il est a deux
groupes ; Le groupe des Staphylococcus a coagulase négative avec 33 espéces est le plus
important et ne présente pas de risque sanitaire majeur. Le groupe des Staphylococcus a
coagulase positive est constitué de sept espéces. Celles-ci peuvent étre impliquées dans des
infections humaines (Alomar, 2007).

Les bactéries du genre Staphylococcus sont des coques (cocci) a coloration de Gram
positif, groupés en amas ayant la forme de grappes de raisin (voir figure 6), immobiles, non
sporulés, catalase positive sauf S. aureus subsp. anaerobius et S. saccharolyticus et
oxydase négative, des bactérie aéro-anaérobie facultative, habituellement des

staphylocoques non capsulés. Se sont des Colonies lisses, Iégerement convexes, de 6 a 8

mm de diameétre et de couleur jaune-orangé géneralement (Freney et al, 1999).
_ -

Source : Alomar, 2007.

Figure 6 : bactérie Staphylococcus.

I1. 2. 2. HOtes de Staphylococcus

Les especes du genre Staphylococcus sont trés ubiquitaire, sont présentes sur la peau et
les muqueuses des animaux a sang chaud et des humains, le sol, l'air et I'eau. Elles font
partie des communautés microbiennes des laits, des produits fermentés, des fromages et
des produits de salaison. La majorité des humains sont porteurs sains de S. aureus (Leyden
et al., 1974) et les fosses nasales, les mains et la peau en sont des réservoirs importants
(Nagase et al., 2001). Les peaux des mamelles et des trayons des animaux sont contaminés
par S. aureus (Matos et al., 1991; Zadoks et al., 2002).
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I1. 2. 3. Pouvoir pathogéne de Staphylococcus

Les Staphylococcus aureus peut étre la cause de différentes infections chez I'hnomme. Il
est impliqué dans des infections cutanées plus ou moins localisées. Les infections a S.
aureus les plus fréquentes sont les infections cutanées de muqueuses telles que les abces.
Parfois, ces infections se compliquent par extension loco-régionale de l'infection, ou par
diffusion hématogéne de la bactérie. S. aureus peut étre responsable d'endocardites, de
septicémies, de pneumopathies, d'ostéomyélites, d'arthrites, d'infections urinaires ou de
méningites. 1l est responsable d'infections nosocomiales (Grundmann et al., 2002) et sa
résistance aux antibiotiques en particulier a la methicilline est une préoccupation majeure.
Sa virulence est liée a la production d'enzymes, de toxines, a la présence de protéines de
surface (adhésions), de protéines de liaison au fibrinogéne et a sa capacité a former des
biofilms par production d'exopolysaccharide (Fox et al., 2005; Oliveira et al., 2006). Ainsi,
S. aureus est capable de synthetiser de nombreuses toxines a l'origine de plusieurs
infections spécifiques et de Toxi-Infections Alimentaires Collectives (TIAC) (Alomar,
2007).

11.3. Escherichia. Coli

11.3. 1. Caractéristique bactériologiques

Escherichia coli est un bacille Gram négatif de la famille des Enterobacteriaceae. Il
s’agit d’une bactérie aéro-anaérobie facultative, oxydase négative, mesurant de 2 a 4 um de
long et d’un diametre d’environ 0, 6um. De nombreux sérotypes sont définis en fonction
de la nature des antigénes de surface (en particulier les antigénes O portés par le LPS et les
antigenes H, flagellaires, pour les souches mobiles). Il s’agit d’une bactérie commensale
des portions terminales du tube digestif des animaux homéothermes (dont I’homme) :
Escherichia coli est donc un marqueur de contamination fécale. L’Anses considére
d’ailleurs ce bacille comme le critére d’hygiéne du reéglement (CE) n° 2073/2005 a
privilégier quand 1’objectif est de mettre en évidence la contamination fécale d’une denrée

alimentaire (ANSES, 2011).
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1. 3. 2. Hbtes d’Escherichia Coli

Hote normal de I’intestin et des animaux, c’est 1’espéce aérobie la plus représentée dans
le tube digestif. La présence de colibacilles ou especes voisines dans 1’eau est un témoin de

contamination fécale (Bossert et Young, 1986).

11.3.3. Pouvoir pathogéne d’Escherichia Coli

D’apres Auvril et al (1992), I’existence de diarrhées a E. coli est connue depuis 1940.
Ces diarrhées sont dues a des souches de sérotypes particuliers qui provoquent soit des cas
sporadiques, soit des petites épidémies. Les différents syndromes cliniques sont dus a des
E .coli différents en ce qui concerne le support de la virulence. On reconnait aujourd’hui 4

types de souches responsables des diarrhées :

e Les souches entéropathogénes ou Entero-pathogenic E. coli (E.P.E.C) : elles étaient
responsable de diarrhées infantiles grave ou toxicoses survenant par épidémies dans
des creches ou des maternités, ces souche encore appelées E. coli G.E.I. (des gastro-
entérites infantiles) sont plus rarement rencontrées aujourd’hui.

e Les souches intérotoxinogénes ou Entero-Toxigenic E. coli (E.T.E.C): Elles sont
responsables de diarrhées trés liquides survenant dans les pays en développent. Ces
diarrhées s’observent principalement chez les voyageurs. Elles sont souvent
épidémiques chez les enfants de ces payes.

e Les souches entéro-invasives ou Entéro-Invasive E. coli (E.I.E.C) : Elles sont isolées
de syndromes dysentériques tant chez I’adulte que chez I’enfant.

e Les souches entéro-hémorragiques ou Entéro-Hémorragic-Colitis E .coli (E.H.C.E) :
Les souches pathogenes d’E. coli sont responsables de maladies intestinales qui
varient en gravité¢ depuis des formes extrémement bénignes jusqu’a des formes

graves et pouvant mémes étre mortelles (Ahmed, 1991).
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I. Matériel et Méthodes

Notre mémoire a été réalisé dans le but d’étudier les contaminants bactériologiques des
ceufs de consommation vendus dans les points de ventes dans la commune de Laghouat,
par la recherche des bactéries pathogenes telles que les salmonella, staphylocoques et
autres germes microbiens pouvant se localiser dans le jaune et le blanc des ceufs de

consommation.

1.1 Matériel

1.1.1 Présentation du matériel biologique : les ceufs

Au cours de notre étude, on a réalisé¢ 1’échantillonnage des ceufs au moment de mars -
avril, a partir de différents points de vente de la ville de Laghouat, les prélevements
effectués ont concerné 14 échantillons, chaque échantillon est constitué de 03 ceufs. Les
ceufs ont été transportés dans une température ne dépassant pas 6°C et y ont été conservés

dans un réfrigérateur jusqu’au jour d’analyse (le sept mars jusqu’a le vent-cing avril).

1.1.2 Matériel de laboratoire

Pendant le travail expérimental, on a utilisé le matériel de laboratoire suivant :
» Une étuve a 37°C, autoclave.
» Papier hygiénique, flacons d’éthanol, spatule.
» Pince, bec bunsen, Anse de platine, éprouvette.
» Seringue stérile, Pipettes stériles, gants, les lames.
» Flacons en verre de 250ml, boites de prélevement stériles, erlenmeyer.
> Boites de pétrie, tubes a essai.
> Micropipette (0,1ml etlml), pipettes pasteur, pipettes en plastique.

> Agitateur vortex, balance, balance de précision.
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1.1.3 Les milieux de culture

Les milieux de culture utilises étaient :

> Eau peptonnée tamponnée: ce milieu a été utilisé pour le pré-
enrichissement des germes du genre Salmonella et Staphylococcus.

» Chapman : utilisé pour la sélection des germes du genre Staphylococcus.

» BHIB (brainheart infusion broth):utilisé pour I’enrichissement des
germes et la revivification.

» SFB (bouillon au tryptone cystine) : utilis¢ pour I’enrichissement des
germes du genre Salmonella.

» Hektoen : La gélose Hektoen est un milieu sélectif permettant les
isolements et différenciation des entérobactéries pathogénes a partir des
prélevements biologiques d’origine animale, et des autres produits alimentaires.
Elle est utilisée aussi dans la recherche des salmonelles chez les mammiféres.

La composition et le mode d’emploi de ces milieux de culture sont cités en annexe (1).

1.2 Méthodes

1.2.1 Caractéristiques de I’échantillon

L’étude de quatorze échantillons d’ceufs de consommation dans la commune de

Laghouat d’origine industrielle prélevés a partir de locaux commerciaux présente des

caractéristiques qui sont résumeées dans le tableau suivant :
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Tableau : 2 Caractéristiques des prélévements d’ceufs de consommation

Echantillon Moyenne de poids des La conservation des Catégorie du
ceufs (g) ceufs poids
1 49,62 Oui S
2 55,46 Non M
3 68,05 Non L
4 58,44 Oui M
5 52,79 Oui S
6 62,02 Oui M
7 62.88 Oui M
8 57,07 Non M
9 53,04 Non M
10 50,54 Non S
11 55,58 Oui M
12 53,37 Oui M
13 53,52 Oui M
14 54,9 Oui M

1.2.2 Analyses bactériologiques

La méthode utilisée dans 1’analyse microbiologique des ceufs de consommation pour

la recherche de Salmonella a été déployée en 4 étapes selon la norme ISO 6579: le pré-

enrichissement, I'enrichissement, I'isolement et enfin l'identification. Pour la recherche de

staphylocoque, on a utilisé I’Arrété du 21 Rajab 1435 correspondant au 21 mai 2014

rendant obligatoire la méthode de dénombrement des staphylocoques a coagulase positive

(Staphylococcus aureus et autres especes) sur les aliments destinés a la consommation

humaine, et les méthodes d’identification des principales espéces bactériennes employées

par le LIDAL.

1.2.2.1. Recherche des staphylocoques

On commence la manipulation microbiologique des ceufs par la pesée des ceufs de

chaque lot & I’aide d’une balance (Figure 7).
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Source : photo personnelle, 2017

Figure 7:La pesée de I’ceuf par la balance.

Avant de casser I’ceuf, on nettoie avec du papier hygiénique (pulvérisé par 1’éthanol)
pour éviter toute sorte de contaminations due a la coquille. A c6té du bec bunsen et a I’aide
d’une pince, on réalise un orifice dans la coquille d’ceuf, puis on verse le blanc d’ceuf dans

une boite de prélévement stérile et le jaune d’ceuf dans une autre boite.
a.  Pré-enrichissement
Avec une seringue stérile, on prend 10 ml de blanc d’ceuf et on 1’ajoute a un flacon en

verre rempli avec 90 ml d’eau peptonnée tamponnée (voir figure 8), (la méme étape avec

le jaune d’ceuf), puis les flacons ont été mis dans 1’étuve a 37°C pendant 24h.

Source : photo personnelle, 2017

Figure 8 : Phase de pré-enrichissement.

b. Enrichissement

Apres étuvage, et a I’aide d’une micro — pipette on préléve 0,1ml des flacons et on
ensemence des boites de pétrie stériles déja coulées par le milieu Chapman (voir figure9),
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puis avec le rateau de pipettes pasteur on fait 1’étalement, puis on incube les boites a
37°C/24h.

Source : photo personnelle, 2017

Figure 9 : Phase d’enrichissement.

C. Identification

Aprés incubation, on procede a I’identification selon le schéma suivant :

- Propagation des souches suspectes

On préleve une colonie bien isolée sur la gélose Chapman et on
effectue une propagation de la souche par étalement sur gélose inclinée
ceeur-cervelle. On place dans I’incubateur a 35 °C £+ 0,5 °C pendant 18 a
24 heures.

- Epreuve de Gram

A partir de la croissance présente sur la gélose on examine la forme
des bactéries. Une goutte de suspension est placée entre lame et lamelle
puis on procéde a I’observation microscopique a l'objectif x40 avec peu
de lumiere pour ne pas tuer les bactéries, car le but de cette observation
est de voir leur morphologie.

Pour ce qui de Gram, Il suffit de mettre en contact (sur une lame)
une colonie isolée avec une goutte d'une solution de KOH 3 %. A l'aide
d'une pipette Pasteur, on mélange. Quelques secondes plus tard, on tire le
mélange vers le haut; si un filament se forme entre la pipette et la lame,
la colonie isolée est alors constituée de bactéries gram négatives. Si rien

n'est entrainé par la pipette, on a affaire a des bactéries gram positives.
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- Epreuve de la catalase

A partir de la croissance présente sur la gélose de propagation, on
effectue une suspension dense de la souche bactérienne sur une lame de
microscope et y on ajoute 1 ou 2 gouttes de la solution de peroxyde
d’hydrogéne a 3%. L’effervescence qui en résulte indique la présence de
catalase (réaction positive). Staphylococcus sp. etMicrococcussp. sont
catalase positif.

- Epreuve de coagulase

On préleve une colonie sélectionnée et on I’ensemence dans un tube
ou dans du bouillon cceur-cervelle. On incube a 35°C ou 37°C pendant
24 h £2 h. Puis on ajoute aseptiquement 0,1 ml de chaque culture a 0,3
ml de plasma de lapin dilué a 1/3 dans des tubes stériles a hémolyse ou
flacons et on incube a 35°C ou & 37°C. En inclinant le tube, on examine
la coagulation du plasma apres 4 h a 6 h d’incubation et, si le test est
négatif, on réexamine apres 24 h d’incubation.

On considére que la réaction a la coagulase est positive quand le
coagulum occupe plus de la moitié du volume initialement occupé par le

liquide.
1.2.2.2. Recherche des Salmonella
a. Enrichissement
A partir du méme flacon de pré-enrichissement, on préleve 1 ml avec

micropipette et on ensemence des tubes a essais remplis de 10 ml de bouillon au

tryptone cystine (voir figure 10), puis on incube dans I’étuve a 37°C pendant 24h.
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Source : photo personnelle, 2017

Figure 10 : Phase d’enrichissement.

b. Isolement

A T’aide d’une anse de platine flambée, on fait 1’isolement dans le milieu Hektoen

(figure 11), par la méthode de strie puis on incube les boites de pétrie & 37°C pendant 24h.

B

Source : photo personnelle, 2017

Figure 11 : Phase d’isolement.
C. Identification
S’il existe des colonies de couleur verte avec ou sans centre noir sur le

milieu Hektoen aprés I’incubation, on fait I’identification sur la galerie API 20

E(Figure 12) par la méthode suivante :
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Source : photo personnelle, 2017

Figure 12 : Phase identification.

On prend une seule colonie bien isolée sur la gélose et on la mit dans 5 ml d’eau

physiologique. Aprés homogénéisation, on ensemence la galerie selon 1’indication

suivante :
4 pour les tests VP, Gel et CIT : remplir le tube et cupule.
4 pour les tests ADH, LDC, ODC, H,S et Ure : remplir les cupules par huile
de paraffine.

4 pour les autres tests : remplir tous les tubes.
On dépose 5ml d’eau distillée dans les alvéoles pour créer une atmosphere humide.
Apreés incubation a 37°C pendant 18 a 24 heures, on ajoute des réactifs :
e Letest TDA : on ajoute une goutte de réactif TDA.
e Letest IND : on ajoute une goutte de réactif Kovacs.
e Letest VP : on ajoute une goutte VVPI et une goutte VVPII (voir annexe 2).
Noter sur les fiches accompagnées les résultats et les interpréter a partir d’un
logiciel (Api Web)

Selon la réglementation Algérienne, et surtout 1I’Arrété interministériel du 25
Ramadhan 1418 correspondant au 24 janvier 1998 modifiant et complétant lI'arrété du 14
Safar 1415 correspondant au 23 juillet 1994 relatif aux spécifications microbiologiques de
certaines denrées alimentaires, aucune Salmonelle ne devrait étre présente dans 25¢g

d’ceufs.
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I1. Résultats

Dans cette ¢tude qui s’intéresse essentiellement a [’étude des contaminants
bactériologiques des ceufs de consommation vendus dans les points de ventes dans la
commune de Laghouat, on a procéde a la recherche des staphylocoques, des Salmonelles

et autre germes microbiens.

11.1 Recherche des staphylocoques

11.1. 1. Recherche dans le milieu Chapman

L’analyse bactériologique des ceufs de consommation dans le milieu Chapman
démontre qu’il y a des colonies suspectes d’étre des staphylocoques dans le blanc d’ceuf
(les échantillons 1, 6, 8, 9, 13 et 14) et le jaune d’ceuf (les échantillons 3, 6, 8, 9, 1, 14)
(voir figurel13). Par contre, on a enregistré une absence totale des staphylococcies dans les

autres échantillons analysés.

Source : photo personnelle, 2017

Figurel3 : Résultat sur le milieu Chapman.

I1. 1. 2. Identification des colonies

a. Testde Gram

L’examen a 1’état frais montre que toutes les bacteries issues de colonies suspectes

d’étre des staphylococcies sont des coques. Apres ’application de test KOH, nous avons
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observé I’absence de fil visqueux pour toutes les colonies des échantillons testés (réaction
négative) donc ces colonies sont Gram positif (voir figurel4).

(b)

VeI I

Source : (photo personnelle 2017)
Figurel4 : Résultat de Test de (KOH) ;

(a) réaction positive, (b) réaction négative

b. Test de catalase
Pour toutes les colonies des échantillons testés, nous avons obtenu une réaction
négative, donc I’absence de la catalase signifie 1’absence de staphylocoques sauf pour le
blanc d’ceuf de I’échantillon n°1 et le jaune d’ceuf de 1’échantillon n°® 3 ou il existe une
réaction positive (catalase positive), ce qui fait suspecter la présence des staphylocoques
(voir figure 15).

24/04/2017 12:33

Source : (photo personnelle 2017).
Figure 15 : Résultats de test catalase ;

(en haut) réaction positive, (en bas) réaction négative
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c. Test de coagulase
Aprés le passage de temps d’incubation des tubes a essai a coagulase, on observe

qu’il n’existe aucun trouble dans ces tubes ce qui indique une coagulase négative pour
les échantillons testés (voir figure 16). Les staphylocoques détectés dans ces

échantillons sont des staphylocoques a coagulase négative.

Source : photo personnelle, 2017
Figure 16 : Résultat négative de test coagulase.

I11.2. Recherche des salmonella
I1. 2 .1 Recherchent dans le milieu Hektoen

Selon les analyses bactériologiques sur milieu Hektoen, nous avons observé que tous
les échantillons ne présentent aucune colonie suspectée d’étre Salmonella (colonie bleu
verte avec ou sans centre noir), (figure 17) sauf dans le blanc d’ceuf de I’échantillon

n°1(figure 18).

Source : photo personnelle 2017 Source : photo personnelle 2017
Figure 17 : Résultat négatif sur le Figure 18 : Résultat positif (colonies
milieuHektoen suspectes)sur le milieu Hektoen
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I1. 2 .1 Identifications par les galeries APl 20E

Apres I’identification biochimique de colonies suspectes sur le milieu Hekteon (blanc
d’ceuf de I’échantillon 1), par la galerie APE 20, les résultats obtenus ont montré la
présence d’autres germes qui ne sont pas des salmonella, il s’est avéré que c’était Serratia
marcescens avec une mauvaise indentification et Proteus mirabilis avec excellente

indentification (figure 19).

Bactéries Identification APl 20E

serratiamar
cescens

Proteus
mirabilis

Source : photos personnelles, 2017

Figure 19: Identifications par les galeries API 20E des bactéries isolées
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I11. Discussion

Notre étude a été realisée dans le but d’étudier, les contaminants bactériologiques des
ceufs de consommation, vendus dans les déférentes points de vents dans la commune de
Laghouat par la recherche de germes microbiens tels que Salmonella, Staphylocoques et

autres germes dans le jaune et le blanc d’ceuf de consommation.

Apres les analyses bactériologiques effectuée sur 14 échantillons des ceufs de
consommation, et en ce qui concerne la recherche des staphylocoques dans le blanc et le
jaune d’ceuf, aucune Staphylococcus aureus a coagulase positive n’a été détectée ;
toutefois, des staphylocoques a coagulase négative ont été détectées dans le blanc de

I’échantillon n°1 et le jaune de 1’échantillon n°3.

Selon Alomar (2007), le genre Staphylococcus a deux groupes: le groupe des
Staphylococcus a coagulase négative et le groupe des Staphylococcus a coagulase positive;
en plus, des bactéries a coloration de Gram positif, catalase positive (Freneyetal., 1999).

Les colonies observées au cours de notre étude ne sont pas des staphylocoques aureus
car selon ANSES (2012), les Staphylococcus aureus sont des coques a coloration de Gram
positive. Il mesure de 0,5 a 1 um de diamétre, possede une catalase et une coagulase.

D’aprés Guiraud et Galzy (1980), les germes pathogenes sont responsables de troubles
plus ou moins graves chez le consommateur, appartiennent au genre: Staphylococcus. Les
différents troubles causés par I'ingestion d'ccufs contaminés par ce germe pathogéne sont

étudiés plus loin dans I'importance hygiénique et médicale des ceufs de consommation.

La recherche des salmonella dans tous les échantillons analysés a été négative, ce
résultat est conforme aux normes du Journal Official de la République Algérienne (1998).
Nos résultats confortent amplement ceux rapportés dans la littérature, notamment celle
Sabarinath et al. (2009) ; GhasemianSafaei et al. (2011) et Hechachna (2016).

Selon Arzour (2006), aucune Salmonella n’a été isolée sur 1350 ceufs achetés de
différents points de vente de la filiere ceufs. L’auteur avance aussi qu’aucune salmonelle
n’a été isolée au niveau des ceufs pendant 10 années d’analyses bactériologiques effectuées

au niveau du LRV de Constantine.
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Par contre, des études montrent que la recherche de salmonella dans ’ceuf a été
positive. Dans ce contexte, les salmonelles, et en particulier Salmonella Enteritidis, posent
un véritable probleme de santé publique car elles sont responsables de toxi-infections
alimentaires collectives. En 2001, Salmonella a été I’agent le plus souvent isolé, dans 64 %
des cas, lors detoxi-infections alimentaires collectives; le sérotype Enteritidis était
préedominant étre présentait 52% des isolements de Salmonella chez I’homme. Les ceufs et
lespréparations a base d’ceufs étaient les aliments les plus souvent en cause (Bertrand,
2003).

Ensuite, les aliments les plus souvent incriminés étaient, par ordre décroissant
d’importance, les plats préparés en général (ex : salades de pomme de terre), les ceufs, les
viandes de poulet et de dinde, les cremes glacées, les patisseries et la viande de beeuf (Bean
etal., 1997).

Dans une autre étude ayant trait aux infections a Salmonella Enteritidis, il a été établi
que les ceufs constituent un vecteur majeur pour les humains. La plupart des sérotypes de
Salmonella contaminent les ceufs en coquille sur leur surface extérieure, puis pénétrent
dans leur contenu par les fissures dans la coquille ou en raison d’autres facteurs
susceptibles d’entrainer la pénétration de la coquille de I’ceuf (durée ou température

inadéquates, lavage inadéquat de 1’ceuf) (Shahzad et al. 2012).

La contamination des ceufs de commerce par Salmonella a éte de 7,7%. La
contamination de la surface des coquilles a été de 5,9%. Cependant, celle des contenus de
I’ceuf a été de 1,8%. Le sérotype le plus incriminé est Salmonella Typhimurium (Suresh et
al., 2006).

Durant la recherche de salmonella, on a observé des germes microbiens dans
I’échantillon n°1 au niveau du blanc d’ceuf, ces germes seraient des Serratia marcescens

et Proteus mirabilis.

Selon Guiraudet Galzy (1980), les bactéries contaminant les ceufs peuvent étre classées
en deux groupesselon leur conséquence pour I'ceuf ou pour le consommateur ; une flore
pathogéne pour le consommateur et une flore saprophyte responsable d'altérations des
ceufs. Cette derniére est représentée par des germes généralement dépourvus de tout

pouvoir pathogene vis-a-vis des consommateurs. lls appartiennent surtout au groupe des
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Gram négatifs avecdeux grandes familles: la famille des Enterobacteriacea et celle des
Pseudomonaceae.

Les Entérobactéries en cause regroupent les genres Proteus, Serratiaainsi que les
coliformes (Escherichia, Citobacter, Enterobacter et Klebsiella). Les bactéries saprophytes

de la famille des Pseudomonaceae que l'on retrouve dans les ceufs sont représentées
essentiellement par le genre Pseudomonas.

36



CONCLUSION

Notre étude a été réalisée dans le but d’étudier les contaminants bactériologiques des
ceufs de consommation, vendus sur déférente points de vents dans la commune de
Laghouat par la recherche de bactéries pathogénes telles que : Salmonella, Staphylocoques
et autre germes microbiens qui pourraient se localiser dans le jaune et le blanc des ceufs de

consommation.

Aprées des analyses bactériologiques effectuées sur 14 I’échantillons d’ceufs de
consommation, et en ce qui concerne la recherche des staphylocoques dans le blanc et le
jaune d’ceuf, aucune Staphylococcus aureus a coagulase positive n’a été détectée dans tous
les échantillons analysés, mais des staphylocoques a coagulase négative ont été détectees

dans le blanc de I’échantillon n°1 et le jaune de I’échantillon n°3.

La recherche de Salmonella dans tous les échantillons analysés a été négative. Durant
la recherche de cette bactérie, on a décelé la présence des germes microbiens dans
I’échantillon n°1 au niveau du blanc d’ceuf. Apres identification, il s’agissait de Serratia

marcescens et Proteus mirabilis.

Au terme de cette étude, les ceufs de consommation commercialisés dans la wilaya
de Laghouat ne sont pas exempts de quelques contaminants bactériologiques qui pourraient
présenter un risque pour la santé publiqgue mais dont la réglementation Algérienne
specifique aux denrées alimentaires n’en tient pas compte; celle-ci ne traite que de la
recherche de salmonella dans les ceufs de consommation.

Les autorités compétentes doivent étre alertées en vue d’apporter des révisions a ces
lois, exigeant ainsi la recherche des Staphylococcus, d’autres Entérobactéries et d’autres
germes microbiens (Pseudomonas, Campylobacter). Aussi, il est souhaitable de faire la
recherche des résidus des médicaments vétérinaires issus du traitement des poules
pondeuses. Par ce que, sont dangereuses a la santé de consommateur et provoque des

maladies dans le cas d’ingestion des aliments contaminées.
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1. Eau peptonnée tamponnée

Annexesl: les compositions des milieux de culture (g/l)

composition Quantité (g/l)
Peptone 10
Chlorure de sodium 5
Hydrogénophosphate 9
Disodique
dodecahydrate
Dihydrogénophosphate 15
de potassium
(KH,POy)
pH 7,0

2. Chapman medium Typical Composition (g/ Litre)

Agar-agar

Composition Quantiteé (g/l)
Peptone from casein 10.0
Yeast extract 2.5
Di-potassium hydrogen 5.0
phosphate
Gelatin 30.0
Lactose 2.0
D (-) mannitol 10
sodium chloride 75.0
12.0

ANNEXES
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3. BHIB (brain heart infusion broth):

Brain heart infusion 7449
broth en boudre

Eau distillie 200 mi

4. Bouillon au sélénite-cystine : SFB

composition Quantité (g/l)
Peptone 5
Tryptone 5
Mannitol 4
Phosphate -
Disodique 4
L-cystine -

5. Milieu de Hektoen (g/l)

composition Quantite (g/l)

Peptone pepsique de caséine 15
Extrait de viande 3
Extrait de levure 3
Lactose 12
Salicine 2
Saccharose 12
Chlorure de sodium 5

Bleu de bromothymol 0,064
Fushine 0,1
Agar-Agar 18

ANNEXES
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ANNEXES

Annexe 2 : Tableau de lecture de galerie API 20 E

Tests Composants actifs Reéactions- enzymes Résultats
négatif positif
ONPG 2-nitrophényl-RD- R-galactosidase incolore jaune
galactopyranoside
ADH L-arginine Arginine DiHydrolase jaune Rouge —
orangé
LCD L-lysine Lysine jaune Rouge —
DéCarboxydase orangé
ODC L-ornithine Ornithine Jaune Rouge —
DéCarboxydase orangé
CIT Trisodium citrate Utilisation du ClTrate Vert pale — Bleu- vert
jaune
H,S Sodium thiosulfate Production d’H,S Incolore- Dép6t noir —
grisatre fin liseré
URE Urée UREase Jaune Rouge —
orangé
TDA L-tryptophane Tryptophane Ajouter une goutte de réactif
DésAminase de TDA et lire
immédiatement la réaction.
Jaune Maron —
rougeatre
IND L- tryptophane Production d’INDole Ajouter une goutte de kovac
puis lire immédiatement la
réaction.
Incolore — Rose
vert péle —
jaune
| VP | Sodium pyruvate Production d’acétoine Ajouter une goutte de
VP1puis VP2, lire la résultat
aprés 10min.
Incolore — | Rose — rouge
rose pale
| GEL Gélatine (origine Gélatinase (GELatine) | Non diffsion | Diffusion du
bovine) pigment noir
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GLU D- glucose Fermentation — Bleu — bleu- Jaune —
oxydation vert jaune-gris

MAN D-mannitol Fermentation- Bleu — bleu- Jaune
oxydation(MANNitol) vert

INO Inositol Fermentation- Bleu — bleu- Jaune
oxydation(INOsitol) vert

SOR D-sorbitol Fermentation Bleu — bleu- Jaune
oxydation(SORDbitol) vert

RHA L-rhamnose Fermentation Bleu — bleu- Jaune
oxydation(RHAmMnose) vert

SAC D-saccharose Fermentation Bleu — bleu- Jaune
oxydation(SACcharose) vert

MEL D-melibiose Fermentation Bleu — bleu- Jaune
oxydation(MELbiose) vert

AMY Amygdaline Fermentation Bleu — bleu- Jaune
oxydation(AMYgdaline) vert

ARA L-arabinose Fermentation Bleu — bleu- Jaune
oxydation(ARAbinose) vert

% Classification des ceufs selon le poids

XL : ceuf trés gros, poids supérieur a 73g.

L : ceuf gros, poids compris entre 63 et 73g.

M : ceuf moyen, poids compris entre 53 et 63g.

S : petit ceuf, poids inférieur a 53g (Spécifications Techniques Applicables Aux (Eufs Et
Aux Ovo-produits, 2015).
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