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Introduction

Les toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) déclarées ont vu une augmentation
remarquable, cette derniére décennie. Comme il a été signalé par I’institut national de la santé
publique de 1’Algérie, cette augmentation ne semble pas liée a la dégradation de I’état
sanitaire mais plutét a la performance et a I’amélioration continuelle du systéeme de
surveillance et/ou des procédures de suivi. Cette amélioration du systeme de surveillance était
aussi signalée par le rapport de la FAO en (2005). Entre outre, malgré les efforts faits par
1I’Algérie dans ce contexte, le taux réel des TIAC semble supérieur a celui annoncé par les
autorités compétentes. Comme indiqué dans ce méme rapport, les symptdmes gastro-
entériques ne sont pas considerés comme un probleme sérieux pour la santé publique des pays
arabe. D'une part, cette attitude amene a ignorer et a ne pas rechercher plusieurs pathogénes.
D'autre part, ces syndromes gastroentériques sont associés a plusieurs pathogenes et/ou leurs
toxines ne sont pas répertoriées dans les criteres microbiologiques recherchés. Dans la
majorité de TIAC, la détermination de 1’agent causal généralement est basée sur la suspicion
symptomatologique. Cela a probablement créé une confusion entre les agents incriminés et
ceux suspectés. En 2011, les agents détectés en Algérie, étaient Salmonella ssp, Listeria
monocytogenes, Clostridium perfringens et Staphylococcus aureus (Mouffok, 2011) avec

60% des TIAC dont ’agent causal est inconnu.

Parmi les aliments incriminés dans les toxi-infections le couscous ou K’sksou, qui est
un aliment populaire traditionnel largement consommeés surtout dans les pays méditerranéens,
spécialement en Algérie ou il est consommé d’une maniere journaliere, et surtout durant les
festivités. La consommation du couscous a atteint 9,21 kg par habitant et par an dans 1I’Est
Algérien (Derouiche, 2003). Par ailleurs, le couscous est le troisiéme aliment incriminé dans

les toxi-infections alimentaires en Algérie (Mouffok, 2011).

Les Enterobacteriaceae comportent certaines espéces qui sont responsable de toxi-
infection alimentaire (Salmonella, Escherichia coli, Shigella,....). Leur transmission est
généralement par contact direct entre personnes infectées. Elles sont recherchées dans les
aliments et dans I’eau comme indicateurs de contamination fécale. Ce sont des indicateurs
utiles d’hygiéne, de contamination et de contamination post processus des produits ayant subi
un traitement a la chaleur. Certaines espéces comme Escherichia coli sont considérées comme
le témoin d’une contamination fécale récente de I’eau (colimétrie) et la rend impropre a la

consommation (Avril et al., 1992).



Introduction

Dans cette étude, nous viserons la recherche et identification des espéces
d’Enterobacteriaceae présentes dans le couscous cuisiné et prét a la consommation. Ce travail
vise également a estimer le niveau final de contamination par ces especes au moment de la

consommation et le nombre de cas d’intoxication prédit dans la ville de Laghouat.

Pour atteindre nos objectifs, nous avons partagé ce travail en deux parties. La premiére
partie bibliographique sur les Enterobacteriaceae, la préparation industrielle et traditionnelle

de couscous et I’évaluation du risque.

Par ailleurs, les autres chapitres, présentant la partie expérimentale de cette étude,
visent & illustrer la méthodologie de I’estimation du risque des Enterobacteriaceae dans le

couscous prét a la consommation (assiette) et les résultats obtenus.



CHAPITRE |
Enterobacteriaceae
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I. 1. Généralités sur les Enterobacteriaceae

Les Enterobacteriaceae sont des bacilles Gram négatif, le plus souvent mobiles gréace
a une ciliature péritriche (Joly et Reynaud, 2003). Elles sont aéro-anaérobies facultatifs,
fermentaires, oxydase négative, catalase positive, nitrate réductase positive (Joly et Reynaud,
2003).

L’enterobacteriaceae est une famille trés hétérogéne de point du vu pathogenicité et
leur écologie (Carbonnelle et al., 1987). Les espéces qui composent cette famille sont en effet
soit parasites (Shigella, Yersinia pestis), soit commensales (Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Klebsiella sp), soit encore saprophytes (Serratia sp, Enterobacter sp) (Carbonnelle
etal., 1987).

L'identification des Enterobacteriaceae se fait par I'étude des caractéres biochimiques.
La détermination du sérotypes ne peut étre entreprise que pour des souches dont
I'identification est certaine. Trois antigénes sont recherchés pour I’identification des

Enterobacteriaceae.
Les antigénes (O) :

Ce sont des antigenes somatiques ; de paroi constituée de Lipo-Polysaccharides (LPS)
qui sont thermostables et résistent a I'alcool ou a l'acide. La spécificité O est perdue par les
colonies de type R qui sont auto-agglutinables en eau distillée.

Les antigénes (H) :

Ce sont des antigénes flagellaires qui ne sont donc présents que chez les souches
mobiles. Constitués d'une protéine, la flagelline, ils sont thermolabiles et inactivées par
I'alcool.

Les réactions d'agglutination ou ils interviennent se produisent rapidement, sont constituées

d'agglutinats floconneux, facilement dissociables par agitation.
Les antigénes (K) :

Ces antigenes capsulaires sont généralement constitués d'une couche externe

polysaccharidique (Avril et al., 1992).
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I. 2. Etude des principaux genres

La famille d’Enterobacteriaceae comporte plusieurs especes différentes. Le tableau 1

montre les principaux caractéres de différence entre les différentes espéces.

I. 2. 1. Escherichia coli

Cette espece a éte isolée pour la premiére fois par Escherich en 1885. Elle est la plus
étudiée par les fondamentalistes pour des travaux de physiologie et de génétique. Cette
bactérie est connue depuis longtemps comme commensale du tube digestif et pathogene pour
I'appareil urinaire (Avril et al., 1992). 1l représente a lui seul la plus grande partie de la flore
bactérienne aérobie de l'intestin (espéce aérobie dominante) & raison de 10° par gramme de

féces (flore totale 10'' 210'* bactéries par gramme) (Anonyme, 2003).

l. 2. 2. Salmonella

Le genre Salmonella est définit par le Bergey's Manual of Bacteroilogy (Tansill,
1984), comme suit : les salmonelles sont des bacilles de 0,54 1,5 um x 2,0 a 5,0 um, a Gram
négatif, anaérobies facultatifs, habituellement mobiles grace a une ciliature péritriche mais des
mutants immobiles peuvent exister (Pilet et al., 1987). Les salmonelles possédent deux
caractéristiques qui expliquent probablement leur trés large distribution :
- la diversité des animaux susceptibles de les héberger ;

- la capacité de survie des salmonelles dans leur environnement (Bouvet, 1995).

I. 2. 3. Shigella

Les Shigella sont des Enterobacteriaceae immobiles extrémement proches
d'Escherichia coli mais qui ne fermentent pas le lactose. Elles n'ont pas d'Urease et ne
produisent pas de gaz. Elles sont parasites de I'homme et entrainent une colite infectieuse
endemo-épidémique, la dysenterie bacillaire (Shigellose) (Anonymes, 2003).

La mortalité, causée par S. dysenteriae peut dépasser 10% des cas, malgré un
traitement adapté, est due a différentes complication : cachexie, état pseudo-leucémique, 1léus

paralytique, perforation intestinale, prolapsus rectal.
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Tableau 01 Caractéres biochimiques de différentes espéces de la famille
d’Enterobacteriaceae (Hart et Shears, 1997).
Lac | Gluc | Man | suc | cit | Dulc | Ind | Ur Mob |H,S | MR() [ VP() | PDA) | NOs

Escherichia coli + +g®@ + + + + - + + R +
Klebsiella oxytoca + + g + + + + + + - + - +
K .pneumoniae + + g + + + + + - + - +
Enterobacter cloacae + + g + + + + + + _ +
Enterobacter aerogenes | + | + @ + + + - + + - +
Shigella dysenteriae + + + - - + _ +
Shigella sonnei + + + - - + R +
Salmonella typhi + + - + + + - +
Salmonella paratyphi A + 9 + + - + + - +
Salmonella paratyphi B / + / / / - + / + - +
Salmonella typhimurium + g + + N - + + + - +
Citrobacter freundii + g + * + + + + + + - +
Edwardsiella tarda + g + - + + + - +
Serrratia marcescens /g + + + - + + - +
Hafnia alvei + g + - + + + R +
Proteus mirabilis + 9 + + + + + + + + +
Proteus vulgaris + g + + + + + + + + +
Providencia stuartii + g + + + + + + + +
Morganella morganii + g + + + + + +
Yersinia enterocolitica + + + + + - + _ +
Y. pseudotuberculosis + + + - + R T
Y.pestis + + N _ + - T

(@) Production de gaz. (b) Rouge de méthyle. (c) Voges-Proskaver. (d) Phénylalanine

désamainase.

Lac : Lactose, Glu : Glucose, Man : Mannitol, Suc : Fermentation des sucres, Cit:
citrate, Ind: indole, Ur : recherche de I’Urease, Mob : mobilité, H,S : Production de
soufre, VP : acétoine, NO; :Réduction de nitrate.
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La maladie est particulierement grave quand elle se déclare apres la rougeole ou quand
il existe une malnutrition pré-existante. Les localisations extra-digestives sont peu fréquentes.
Les moins rares sont les infections urinaires. On observe parfois des formes septicémiques,

des arthrites, des méningites (Avril et al., 1992).

l. 2. 4. Klebsiella

Les Klebsiella sont des Enterobacteriaceae toujours immobiles, possedant
généralement une capsule et fermentant de nombreux glucides. Elles ne possédent ni ODC, ni
ADH, ni tryptophane-désaminase (TDA), ni lipase et ne produisent pas d'H,S (Avril et al.,
1992).

La classification des différentes especes de Klebsiella est discutée. Néanmoins six
espéces sont usuellement reconnues et quatre espéces ont un pouvoir pathogéne pour
I’homme : K. pneumoniae, K. oxytoca, K. rhinoscleromatis et K. ozaenae. Deux autres
especes sont trouvées dans I'environnement et sont rarement pathogénes, ce sont : K.

terrigena et K. planticola (Avril et al., 1992).

l. 2. 5. Enterobacter

Enterobacter est un genre qu'il s'agit d'un bacille a coloration de Gram négatif,
anaérobies facultatifs mesurant 0,6 a 1um de diametre et 1,2 a 3um de longueur ; ce
déplacement grace a une flagelle péritriche (Hart, 2006), chimio- hétérotrophe. L'habitat est
I'intestin de I'hnomme est des animaux, Enterobacter et aussi trouve dans les selles, les eaux
d'égouts, le sol, les produits laitiers. Certaines souches du genre Enterobacter peuvent étre
responsables d'infections nosocomiales. Le genre Enterobacter comparent neuf espéces dont
E. cloacae, E. aerogenes, E. agglomerans et E. gergoviae sont les plus importants (Pickering
etal., 2009).

l. 2. 6. Proteus

Les bactéries du genre Proteus sont des bacilles (en forme de batonnets), Gram
négatif, aérobies, mobiles qui font partie de la famille des Enterobacteriaceae (Coker et al.,
2000). Mesurent habituellement de 0,3 a 1,0 um de large par 0,6 a 6,0 um de long.
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Les Proteus sont trés polymorphes : formes longues et filamenteuses ou petits bacilles
droits, il s'agit de bactéries Urease positives capables d'essaimage lorsque cultivées en milieu
solide. Elles font partie de la flore gastro-intestinale normale de I'hnumain (Abbott, 2007).

. 2. 7. Yersinia

Le genre yersinia regroupe des bacilles droits, parfois Cocco-Bacillaires, a Gram
négatif, avec une tendance a la coloration bipolaire, de 0,5 - 0,8 um x 1,3 pum, non capsulés,
non sporulés, immobiles a 37°C, mobiles au-dessous de 30°C par une ciliature péritriche.
Cependant Y. pestis est toujours immobile (Avril et al., 1992). Le genre de Yersinia renferme
onze especes dont trois pathogénes pour I’homme :

- Y. pestis ou Bacille du Yersin, agent étiologique de la peste ;
- Y. pseudotuberculosis, agent d'adénites mes entériques ;
- Y. enterocolitica, le plus souvent responsable d'entérocolites, parfois d'adénites

mésentéerique (Le Minor et al., 1993).

l. 2. 8. Serratia

Les Serratia sont des Enterobacteriaceae géneralement mobiles. Elles donnent parfois
des colonies pigmentées en rouge. Elles sont VP (+), ONPG (+) et produisent de nombreux
enzymes extracellulaires. Elles ne possedent pas d’ADH, ni de TDA, ni d'Uréase et ne
produisent pas d'H,S.

Huit espéces sont actuellement reconnues : S. marcescens, S. liquefaciens, S.
plymuthica, S.rubidaea, S.odorifera, S. ficaria, S. fonticola et S. entomophila (Avril et al.,
1992).

l. 2. 9. Raoultella

Le genre Raoultella rassemble Raoultella ornithinolytica, R. terrigena et R. planticola.

La validité du genre Raoultella a été confirmée en 2005.



Tableau 02 : Caractéristiques écologiques et pathologiques des Enterobacteriaceae.

Chapitre | : Enterobacteriaceae

Genre especes

Habitats

Pouvoir pathogéne

Groupe pathogéne

Références

Escherichia coli

Tube digestif :
Homme et Nombreux
animaux

Diarrhées infantiles aigués

E.coli entéroaggrégatives)

Syndrome entéro- hémorragique et du syndrome
hémolytique et urémique (SHU).

E.coli entérohémorragiques)

Syndromes dysentériformes

E.coli entéroinvasives)

Responsables de gastro-entérites infantiles.

E.coli enteropathogéne

Responsables de diarrhées liquidiennes cholériformes

E.coli entérotoxigéniques

Avril et al., 1992

Animaux a sang chaud et
a sang froid

Fievres typhoides et les fievres paratyphoides

Salmonellaparatyphi A, B et C

Gastro-entérites infectieuses en pathologie humaine

Les salmonelles mineures dites aussi

Salmonella Terre eau, aliments Septicémies chez les immunodéprimés, les jeunes ubiquitaires et plus Souvent non Humbert, 1998
Contamination fecale ou | enfants, les vieillards, les malades chroniques et les g piL
. typhoidiques
elles femmes enceintes
Troubles paralytiques chez les sujets atteints. Groupe A : S. dysenteriae
. Groupe B : S. flexneri .
Shigella / ) — Avril et al., 1992
Shigelloses Groupe C : S. boydii
Groupe D : S. sonnei
Ubiquitaire, tube digestif qunclho-pn_eumopgth!es aigués ou_s_ut_)algues mais K. pneumoniae _
. o aussi d'infections urinaires, hépatobiliaires ou de pus Le Minor et al., 1993
et appareil respiratoire divers K. oxytoca
Klebsiella - - — -
Homme et les animaux, Infections respiratoires chroniques. K. ozaenae
eaux des effluents Rhinosclérome K. rhinoscleromatis Avriletal., 1992
industriels, sol, végétaux '
Epidémies nosocomiales E aerodenes et E. cloacae Hart, 2006
Enterobacter, Ubiquitaire Abces cérébraux, pneumonie, méningite ' g ' ' Farmer et al., 2007
Abces cérébraux chez les nourrissons Enterobacter sakazakii Russo et al., 2008
Proteus Urine. .. Infections des v0|eI§ urinaires, urollt_hlases septicémie Proteus Ronald, 2003
et d'infection des plaies
Yersinia Rongeurs sauvages Peste Y. pestis
/ Manifestations pathologiques variées. Y. enterocolitica et Y. pseudotuberculosis Avril et al., 1992
Petits mammiferes,
Serratia Insectes, plantes et peu pathogenes pour les sujets sains. S. marcescens
environnement. - - — — Le Minor et al., 1993
Aliment mfectlon_s bronchc_)-pulmonalres, |r_1fecF|ons |_ntra - o _
Raoultella abdominale, surinfections de plaies, infections Raoultella ornithinolytica

Tube digestif

urinaires, chocs histamine




CHAPITRE I

Preparation industrielle et artisanale de
COUSCOUS



Chapitre Il : Préparation industrielle et artisanale de couscous

I1. 1. Définition

Le couscous est un produit alimentaire trés ancien, inventé il y a environ 3000 ans par
les Berbéres en Afrique du Nord (Algérie, Egypte, Maroc, Tunisie, Libye). Aujourd'hui, le
couscous est consommé en Afrique du Nord et Centrale, en Europe et aux Etats-Unis.

Le terme « couscous », signifie couscous préparé, destiné a la consommation humaine
direct, c’est-a-dire le produit composé de semoule de blé dur (Semide, en arabe), (Triticum
durum) dont les éléments sont agglomérés en ajoutant de I'eau potable et qui a été soumis a
des traitements physique tels que la cuisson et le séchage. Le couscous est préparé a partir
d'un mélange de semoule grosse et de semoule fine. Il peut aussi étre préparé a partir de la
semoule dite «grosse-moyenne» (Codex, 1995).

Le blé dur est utilisé principalement pour la fabrication des semoules. Celles-ci sont
utilisées dans la fabrication des pates alimentaires séches et du couscous (SIFPAF, 2012).

Les Algériens consomment le blé dur sous différentes formes a savoir notamment les
pates alimentaires et le couscous. Le blé dur subit des traitements de transformation selon le
produit désiré. La semoule de couscous produit qui fait lI'objectif de cette étude nécessite
d'abord la transformation du blé dur en semoule avant d'étre transformé en semoule de
COUSCoUS.

I1. 2. Transformation du blé dur en semoule

Le blé dur, lors de sa transformation dans la semoulerie, va passer de I'état de matiére
premiére brute a I'état de produit finis (semoules destinées a la consommation en I'état ou

livrées en vue de la fabrication de pates alimentaires, couscous...) (Morancho, 2000).

- Le procédé de transformation du blé en semoule consiste a débarrasser d'abord le blé
dur de ses impuretés avant de le stocker ;

- Un deuxiéme nettoyage est recommandé pour éliminer les impuretés fines, puis les
grains sont séparés selon leur taille, leur forme et leur poids ;

- La préparation des blés durs ou conditionnement appelés également opérations de «
mouillages » pour amener le blé 17 %d'humidité environ ;

- Les grains de blé sont mélangés en fonction de la qualité de semoule désirée. Apres la

mouture du mélange, la semoule est récupérée puis conditionnée (cf. Figure 1).
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Plusieurs sous-produits sont géneres a savoir les "finots” (semoules tres fines), les
gruaux™ (gros grains) et les "issues" comme le son et les pailles. En outre, le son, les germes et

les fourrages sont aussi réparties dans des silos afin de les stocker.

@
S el e s pival e
Plagn et que
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Figure 01 : Diagramme de la fabrication industrielle de semoule de blé dur modifié selon
Azudin (1988).
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Chapitre Il : Préparation industrielle et artisanale de couscous

I1. 3. Technologie du couscous :

Le couscous ou k'sksou est un plat traditionnel populaire en Afrique du Nord et en
Europe du Sud. Il est connu sous plusieurs noms : en Turquie : kuskus, au Maroc : Maftol, au
Liban : Moghrabieh, en Berbére : Seksu, en Libye : kusksi, chez les Tuareg : keskesu, en
Gréce : kouskousaki (Coskun, 2013).Cependant dans certains pays d'Afrique, on appelle
attiéké un couscous a base de manioc (Coulin et al., 2006).

Le couscous est riche en glucide (70%) mais pauvre en protéines (13%) et en lipides
(2%). 1l présent aussi un large éventail de minéraux (Mg, P, K, Ca, Mn, Fer, Cu, Zn,) et de

vitamines (B1, B2, B3, B5, B6, B9) (cf. tableau 3).

Tableau03 : Composition chimique mentionnée sur I’étiquetage de la semoule du couscous.

Valeurs énergétiques Pour 100g Pour 1 part (5009)
et nutritionnelles moyennes
Valeur énergétique >3k 205K
126 Kcal 632 Kcal
Protéines 8.3g 41.3¢9
Glucides 13.3¢g 66.5¢
dont sucres 209 98¢
Lipides 419 2059
dont acides gras saturés 15¢ 7.3¢
Fibres alimentaires 1649 8.0¢g
Sodium 0.27¢g 1.37¢
équivalent en sel 0.70¢ 349¢g
Vitamines Mg, P, K, Ca, Mn, Fer, Cu, Zn
Minéraux B1, B2, B3, B5, B6, B9

Les grains de couscous peuvent étre obtenus soit par préparation artisanal au niveau

des foyers (domestique) soit au niveau industriel.
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Chapitre Il : Préparation industrielle et artisanale de couscous

1. 3. 1. Procédé industriel de fabrication de la semoule de couscous précuite

Le proces de fabrication industrielle du couscous est basé sur le méme principe que la
préparation artisanale.

Les semoules sont mélangées a l'eau puis roulées. Aprés une série de calibrage les
grains obtenus sont cuit & la vapeur puis sechés par un sécheur rotatif avant d'étre refroidi (cf.
figure 2).

Les principales étapes sont décrites ci-apres :

Le Mélange

Cette étape vise a agglomérer les semoules pour obtenir les grains de couscous,
assurer une bonne hydratation des grains pour étre facilement chauffés a 100°C (atmosphére)
et a fin d'obtenir en suite une bonne gélatinisation. Le mélangeur est équipé de palettes. A
cette étape I'a,, atteint le niveau suffisant pour la croissance des bactéries présentes. Des cette
étape des dépOts et des encrassements peuvent étre la source de développement de

contaminants microbiens.

Le Roulage et le tamisage

C'est I'étape clé du proces. Elle consiste a former les grains de couscous et les
sélectionner en fonction de la taille souhaitée. Cette étape peut également étre une source de
contamination par des dépdts et des accumulations de fines sur les parois et dans les recoins

favorisant les développements microbiens.

La cuisson a la vapeur

La cuisson conduit a la gélatinisation de I'amidon de blé et aboutit a un produit
digestible avec une grande capacité de gonflement. Le cuiseur vise a mettre en contact direct
les grains hydratées et agglomérées avec la vapeur d'eau. L'opération permet d'amener les
grains a une température de 100°C, supérieur a la température minimale de la gélatinisation
d'amidon.

La cuisson traditionnelle se fait a faible flux de vapeur, en couche épaisse (20-30 cm),
sous couvercle, jusqu'a ce que la vapeur s'échappe. Sa durée est de l'ordre de 20 a
30min.Selon la qualité de vapeur utilisé est d'environ 200g de vapeur d'eau par Kg de

couscous sec.
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Industriellement, la cuisson est continue et elle se fait dans un cuiseur a tapis, a contre-
courant grains/ vapeur, avec une épaisseur de couche de 8 a 12 cm et fort flux de vapeur (500
a 800g de vapeur par kg de couscous) permettent d'obtenir une gélatinisation quasi complete
en 12-18 min.

Le séchage et refroidissement

L'objectif de cette étape est de stabiliser la quantité d'eau afin de garantir une longue
durée de conservation. Le séchage est réalisé a l'aide de sécheur rotatif en respectant le
bareme de sechage. Les grains de couscous aussi obtenus sont transportés a un refroidisseur

vibrant.

Le conditionnement et le stockage

La semoule de couscous industriel est généralement emballée dans des paquets en
plastique. Suite aux amplitudes thermiques durant le stockage. Ce type d'emballage présent
I'inconvénient de la concentrer par condensation I'humidité sur les parois des sachets en
plastique.ll est recommandé de stocker la semoule de couscous dans des endroits sec a la

température ambiante.

Il. 3. 2. Préparation artisanal

Suivant la procédure artisanale, le couscous est fabriqué avec une semoule moyenne
qui va subir un tamisage a fin de la séparer en fine et grosse semoule, la semoule dit «grosse»
est une semoule dont le grain a un diametre compris entre 475 et 700 microns. La semoule

dite « fine »est une semoule dont le grain a un diametre compris entre 130 et 183 microns.
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C ouscoussiére 2
Gradient de 1a température

Moins chaud

L . y
W 4 . ¢ Ay
\"‘-u 4&-#\.'1"

Eauhoudlante

Source de la chaleur

Figure 02 : Modalité de cuisson du couscous dans les pays du Maghreb (Ziane, 2014).

Le tamisage est suivi d'un malaxage qui consiste a mouiller la grosse semoule avec de
I'eau salée a la main dans des larges récipients appelé « Gassaa » jusque a ce que la teneur en
eau souhaitée soit atteinte afin de pouvoir la rouler tout en additionnant la fine semoule
jusqu'a agglomération, cela permettra l'obtention de grains qui vont étre tamisés et
homogénéises. Les proportions des semoules dans le mélange destiné a I'obtention du
couscous sont de I'ordre de 20 & 30%pour la semoule fine et 70 & 80%pour la semoule grosse.

Le couscous obtenu aprés tamisage va étre précuit a la vapeur pendant 10min, puis
sécher a l'air libre jusqu'a ce la teneur en eau atteigne 13% (base seche) (Doumandji et al.,
2012; Codex, 1995) (cf. figure 2).

Dans les pays du Maghreb, le couscous est cuit & la vapeur dans une couscoussiére. Ce
traitement est répété plusieurs fois (3fois) en fonction de la qualité du grain (gonflement). La
température peut attendre 98°C au fond en contact avec la vapeur. Cependant au cceur de la
couche de couscous, la température est inférieure. De ce fait, le ceeur de couscous est un point
critique, point froid du point de vue de I'inactivation thermique.

Les cycles de cuisson sont séparés par un délai de repos de 10 a 20 min a la

température ambiante (cf. figure 3).

(Premiére hydratation 500 ml)

La semoule du \l/ Repas (10 a 20 min) / 1¥ cuisson Emottage +
couscous (300g) température ambiante (90°C/ 15 min) dispersion
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— - —

Deuxiéme hydratation (H,0 + sel)

2éme

Assiette du cuisson Repos (10 & 20 min) /
couscous (90°C/8min) temperature ambiante

Figure 03 : Diagramme de préparation du couscous a partir de la semoule (Ziane, 2014).
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Chapitre 111 : Evaluation du risque microbiologique

I11. 1. Définition de I'évaluation du risque

L'évaluation du risque est une approche holistique. Elle représente, en particulier, un
outil tres important pour l'assurance sécurité (Oscar, 2004).

L'évaluation du risque comme un processus par lequel I'information sur des risques est
identifiée, organisé, et analysée d'une maniére systématique afin d'obtenir un espace clair pour
la présentation conformée de données disponibles pour la prise de décision pratique (NAS,
2001).

INRS (1998), a definis I'évaluation du risque comme étant une méthode de la
quantification, incluant l'incertitude afférente, de la survenue d'un danger et de ses effets
néfastes dans une population donnée. L'évaluation du risque comprend quatre étapes,
I'identification du danger, la caractérisation du danger, I'évaluation de l'exposition et la
caractérisation du risque.

La pratique d'évaluation du risque n'est pas nouvelle, mais I'application de I'évaluation
du risque microbiologique a été développée récemment sous le soutien des autorités de la
santé publique (IFT, 2000).

I11. 2. Historique d'évaluation du risque microbiologique

Le processus formel estimer le risque a été introduit par I'Agence Fédéral Américaine a
la fin des années 70, comme un moyen pour standardiser les bases, pour la normalisation de la
prise de décision, spécialement dans les secteurs concernant I'exposition potentielle des étres
humaines a des substances chimiques, dont les effets défavorables sont connus a des tres
élevée, et inconnus a des dosés trés fine (Lammerding, 1997).

En 1995, dans une consultation commune entre I'organisation mondiale de la santé
(WHO, 1995) et l'organisation de I'alimentation et 1’agriculture des Nations Unies (FAO) sur
I’application d'un modéle «standardy, ont déclaré que «les modéles techniques de I'évaluation
du risque pour la securité microbienne de l'aliment ne peuvent étre susceptibles d'étre
disponibles a court terme» (WHO, 1995).

C'est seulement en 1996, qu'a été apparue la premiere publication sur I'estimation du
risque, effectué par Todd, elle concernait I'estimation quantitative de la probabilité d'une
maladie (Reij et Van Schothorst, 2000).
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Un an plus tard Whiting et Buchanan (1997), ont développé un modéle de simulation de
Monte Carlo pour calculer la probabilité de contamination par Salmonella enteritidis présente
dans I'ceuf (Reij et Van Schothorst, 2000).

I11. 3. Objectif de I'évaluation du risque

L'approche de I'évaluation du risque microbiologique différe des autres stratégies de
protection environnementale (McKone, 1996). Son objectif principal n'est pas d'éliminer tous
les risques mais de les quantifier et d'équilibrer le niveau du risque avec son codt de réduction
et les risques de concurrence, et/ou le risque qu'est généralement considéré comme
acceptable (McKone, 1996).

Ainsi, l'objectif de I'évaluation du risque peut varier selon I'acteur concerné :

ePour l'industrie alimentaire : I'objectif est d'évaluer la sGreté des produits et le
niveau de sécurité microbiologique au moment de la consommation,
eQuant aux autorités de la santé publique : leur objectif est de quantifier le

risque attribué a la consommation de certains produits alimentaires.

I1I. 4. Principes d’évaluation du risque

Selon Buchanan (2004) I’évaluation du risque est basée sur :

1. L’évaluation des risques microbiologiques devrait étre fondée sur des éléments
scientifiques.

2. L’évaluation des risques microbiologiques devrait étre menée conformément a une
approche structurée comprenant I’identification des dangers, la caractérisation des
dangers, I’évaluation de I’exposition et la caractérisation des risques.

3. L’évaluation des risques microbiologiques devrait clairement stipuler 1’objectif de
I’examen, y compris la forme donnée aux résultats de 1’estimation des risques.

4. L’estimation des risques devrait comprendre une description des incertitudes et les
situer au cours du processus d’évaluation des risques.

5. Chaque fois que possible, les estimations des risques devraient étre réévaluées a I’aide
de comparaisons avec des données indépendantes sur les maladies affectant la santé

humaine.
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Chapitre 111 : Evaluation du risque microbiologique

I11. 5. Les types d'évaluation des risques microbiologiques

Il existe plusieurs types d'évaluation du risque qui sont partagé en trois grandes
catégories (cf. figure 4) :
1. Qualitative
2. Semi quantitative
3. Quantitative (Summer et al., 2004).

Evaluation
du danger

m
w
S
3
m
w

S33INNOQ
NOISIOZA V1 Sidd 3a3.LITLN

Figure 04 : Types d’évaluation du risque et la différence entre eux (Lammerding, 2004).

I11. 5. 1. L"évaluation du risque de type qualitative

L'évaluation qualitative des risques microbiens est utilisée quand I'évaluation dispose
d'un ensemble de données constituant une base inadéquate pour des estimations numériques
du risque, mais qui permettent toutefois lorsqu'elles sont déterminées par une expertise
antérieure, I’identification des incertitudes concomitantes et le classement des risques ou leur
répartition en diverses catégories descriptives de ces risques (CAC, 1999).

L'évaluation qualitative peut étre entreprise comme une premiére évaluation d'un
probleme alimentaire pour déterminer, si le risque est assez significatif pour justifier une
analyse plus detaillée (Lammerding, 2000).

Pour chaque danger, une estimation du risque est mise par insertion haute, moyenne ou
basse pour répondre a la question de la sévérité du danger et la probabilité de son occurrence
(Sumner et al., 2004).
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Pour I'évaluation qualitative, des modeles simples qui décrivent des voies d'exposition,
doivent étre développés, bien que des représentations plus complexes puissent étre
incorporées pour certains parametres (Lammerding, 2000).

Les évaluations qualitatives sont utiles quand beaucoup de lacunes dans les donnees
disponibles limitent la précision nécessaire pour une évaluation des risques quantitatifs (IFT,
2000).

I11. 5. 2. L"évaluation semi-quantitative du risque
Dans [I'évaluation semi-quantitative des risques microbiens, nous obtenons une
évaluation numérique des risques, basés sur un mélange de données qualitatives et

quantitatives (Sumner et al., 2004).

I11. 5. 3. L"évaluation quantitative du risque

Evaluation Quantitative du Risque Microbiologique est une évaluation des risques qui
fournit des expressions numérique et des indications des incertitudes propres.
Il existe deux approches d'évaluation quantitative du risque : l'approche déterministe et

approche stochastique (Lammerding, 2000).

I11.5. 3. 1. L'approche déterministe

Connue aussi sous le nom de point d'estimation, I'approche déterministe de simple
(moyenne, ou si choisi, des pires de cas, etc.) valeur pour I'estimation du risque (Lammerding,
2000).

Dans le modele du risque déterministe, tout le parametre est représenté par un
simple point d'estimation et le risque estimé par une séries de calculateur (Havelaar et al.,
2004).

I11. 5. 3. 2. L"approche stochastique
L'approche stochastique est aussi appelée I'approche probabilistique. Elle prend en
considération tous les données et utilisé les distributions de probabilité pour décrire les

paramétres qui contribuent au risque (Lammerding, 2000).
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I11. 6. Les étapes de I'évaluation du risque

I11. 6. 1. Formulation de I'objectif de I'évaluation des risques

Pour chaque activité de l'estimation du risque, le but doit étre clairement indiqué
(Notermans et Hoostra, 2000). Les résultats et les solutions de rechange possible devraient
étre définis (CAC, 1997). Ainsi, la cause du probléme, les buts, I'ampleur et le foyer de

I'évaluation du risque doivent étre définis (Notermans et al., 1997).

I11. 6. 2. Identification du danger

Dans le cas d'un danger microbiologique, le but de l'identification du danger est
d'identifier les micro-organismes ou les toxines microbiennes d'un probléme et de déterminer
si les micro-organismes ou les toxines microbiennes constituent un danger potentiel dans
I'aliment (Notermans et al., 1998) (cf. figure 5).

Dans cette étape, deux outils principaux peuvent étre utilisés : I'étude épidémiologique
et le rapport d'analyse de la structure d'activité (Jaykus, 1996).

En ce qui concerne l'étude épidémiologique, elle comporte deux étapes qui sont
particulierement utiles pour l'indentification du danger (1) la recherche de manifestation et (2)
I'étude de surveillance (Jaykus, 1996).

L'objectif de la recherche épidémiologique consiste a déterminer I'étiologie et les
circonstances associées a la manifestation (Jaykus, 1996). Le programme des surveillances
épidémiologique est établit systématiquement et surveille continuellement la prévalence/
incidence de la maladie dans la population humains (Jaykus, 1996).

Les informations sur le danger peuvent étre obtenus a partir de la littérature scientifique,
des bases de données concernant ce danger les industries alimentaires, des agences
gouvernementales, et des organisations internationales appropriées et par la sollicitation des
avis des experts (CAC, 1999), ainsi qu'au cours du projet (Carlin et al., 2000).
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Ya-t-il un probléme ?
Identification du danger - Quelle est I"évidence ?
J/ Description du danger
Caractérisation du danger (dose/réponse) (dans I’aliment) et les effets
d/ défavorables
Evaluation d’exposition

J ;

Caractérisation du risque

Figure 05 : Les questions a répondre lors d'identification du risque (Lammerding, 2004).

I11. 6. 3. La caractérisation du danger

L'objectif de la caractérisation du danger est de fournir des estimations de la nature, de
la sévérité et des effets défavorables associées a un agent nocif dans I'aliment (Notermans et
al., 1998) (cf. figure 6).

L'évaluation de la dose/réponse doit étre exécutée si les données sont disponibles (CAC,
1999). L'évaluation de la dose/ réponse renvoie spécifiquement a la détermination de la
relation entre le nombre des micro-organismes ingérés (ou la concentration des toxines
microbiennes), et la fréquence et la sévérité du danger pour définir ses effets défavorables sur
la santé (Lammerding, 1997).

Pour l'agent biologique, la dose/réponse dépend (1) du nombre des unités contaminés
ingérées (dose) dans I'aliment, (2) de I'infection et de la pathogeénicité de I'agent infectieux (3)
et de la vulnérabilité de I'note (Jaykus, 1996).

Dans le cas l'absence de la relation dose/réponse, I'acteur doit prendre en compte l'avis
des experts et respecter les réglements existants et les bonnes pratiques de fabrication
(Notermans et al., 1998).
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Identification du danger )
-Quelle dose de microbe pathogene vous

fera le malade, et comment la malade vous
Caractérisation du danger (dose/réponse) —>

sera ?
\I/ -L’¢évaluation de dose/réponse est modele
Evaluation d’exposition mathématique qui prévoit la probabilité
\l/ d’un effet néfaste d’une dose donnée.

Caractérisation du risque

Figure 06 : Les principaux composants de caractérisation du danger (Lammerding, 2004).

I11. 6. 4. L"évaluation d'exposition

L'évaluation d'exposition a pour but de répondre aux questions suivantes : quelle est la
probabilité de consommer un aliment contaminé ? Et quel est le nombre probable qu'un
microbe pathogene soit présent dans un aliment au moment de la consommation ? En d'autre
termes, cette étapes permet d'estimer, d'une part, la probabilité qu'un individu ou qu'une
population soit exposé ou danger microbien ; et d'autre part, le nombre de micro-organisme
susceptible d'étre ingéré (Lammerding, 2000).

L'évaluation d'exposition nécessite une grande sélection d'émetteurs d'information et
technique qui permettent de récolter des données et des informations de plusieurs directions
(Westrell, 2004).

Des enquétes de consommateur doivent étre fournis afin de déterminer les informations
sur des modeles de consommation de produit, les conditions de stockage domestique et les
indications de groupe de consommation de I'aliment d'intérét (Notermans et al., 1998).

En plus de la littérature scientifique et les enquétes de consommateur, cite plusieurs
sources d'information (Lammerding, 2000). Ainsi, pour compléter son information,
I'évaluateur peut récolter plus de données au pres : des microbiologistes, des nutritionnistes,
des autorités de la santé publique, des vétérinaires, des services de contrdle alimentaire, des

associations de consommateur, des associations de commerce alimentaire. . .etc.
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Toutes les sources d'entrée du risque dans le produit alimentaire devraient étre évaluées,
et la considération devrait étre donnée a la sensibilité, a la spécificité, et la validité des
méthodes de prélevement et d'essais employés pour rassembler les informations empiriques
(Lammerding, 1997).

L'utilisation des données non représentatives devrait étre clairement reconnue et
n'importe quelle influence sur le résultat de I'évaluation d'exposition devrait étre rendue
explicitée (Lammerding, 1997).

L'évaluation d'exposition devrait étre rendue aussi simple que possible sans négliger les
sources importantes du risque (Lindqvist et al., 2002).

Pour 1'estimation d’exposition humaine a un agent pathogéne, plusieurs techniques sont
disponibles. Elles incluent : les tests de surveillance, les tests de stockage et les modéles
prédictives (Notermans et Batt, 1998) (cf. figure 7).

Identification du danger

5 \

Caractérisation du danger (dose/réponse)

\L Quelle est la probabilité de consommer
un alimemt contaminé et que sont-ils les
nombres probables d’un microbe
pathogéne dans 1’aliment au moment de
N la consommation ?

Evaluation d’exposition _S

Caractérisation du risque

Figure 07 : Question principale d'évaluateur du risque lors d'évaluation d'exposition
(Lammerding, 2004).

I11. 6. 5. La caractérisation du risque

La caractérisation du risque représente I'intégration de I'indentification du danger, de la
caractérisation du danger, et de I'évaluation d'exposition pour obtenir I'estimation qualitative
ou quantitative du risque (CAC, 1997) (cf. figure 8).

La qualité de caractérisation du risque dépend de la qualité des donnés et la validité des
formes fonctionnelles utilisees comme entrées pour les modeles de I'évaluation d'exposition et

la dose/reponse (Marks et al., 1998).
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Le degre de confiance a l'estimation finale du risque, dépend de la variabilité, de

I'incertitude et des prétentions identifiées a toutes les étapes précédentes (CAC, 1999).

Identification du danger

v

Caractérisation du danger (dose/réponse)

\%

Evaluation d’exposition

\4

Caractérisation du risque

v
Fournir une estimation du risque ;
- Quelle est la nature et la probabilité du
risque sanitsire ?
- Qui et combien d’é&tre susceptible_dey
devenir malade ?
- Quelles sont la source de variabilité et
I’incertitude dans I’information utilisée ?

Figure 08 : Problématique a résoudre lors d'évaluation du risque (Lammerding, 2004).
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Chapitre 1V : Matériel et méthodes

Ce travail a été réalisé au Laboratoire pédagogique de Microbiologie du département
de Biologie a I’Université de Laghouat. Par ailleurs, les tests de révélations de certaines
réactions (APl 20E) ont été effectués au laboratoire vétérinaire régional de la wilaya de
Laghouat.

V. 1. Prélevement et transport des échantillons du couscous

Cette étude a été réalisée sur le couscous prét a la consommation (servi a table). Les
prélévements ont été effectués chez les consommateurs de la ville de Laghouat durant le mois
de Janvier 2015. Au total, 30 prélévements ont été effectués a partir de I’assiette du couscous
au moment de la consommation. En fait, une quantité de 10g du couscous a été prélevée a
I’aide de cuilléres stériles puis déposée dans des sacs stérile. Les prélevements ont été
conservés au congélateur (-20°C) avant d’étre acheminés au laboratoire pour I’analyse
microbiologique (cf. tableau 4). Le lendemain, les échantillons ont été transférés a 4°C au

laboratoire.

Tableau 04 : Origine et caractéristiques des prélevements du couscous.

Code de Marque de la Date de ,
oa ; 2 Date d’analyse
I’échantillon semoule du couscous prélevement
El CA
E2 AB
E3 CA
E4 CA
E5 AB
E6 AB
E7 CA
E8 CA
E9 CS
E10 AB
Ell CS
E12 CA
E13 CA
E14 CA
E15 CA
E16 CA 23.01.2015 25.01.2015
E17 CS
E18 CA
E19 AB
E20 CA
E21 CA
E22 CA
E23 AB
E24 CA
E25 CA
E26* CA
E27 CA
E28 AB
E29 CA
E30 CA 24.01.2015

*préparé a la veille
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1V. 2. Isolement de souches des Enterobacteriaceae

Le protocole d’isolement des Enterobacteriaceae a partir du couscous a été inspiré de
la procédure de FDA (2002) pour la recherche, le dénombrement, 1’isolement et

I’identification Enterobacteriaceae dans 1’aliment.

IV. 2. 1. Recherche et dénombrement des Enterobacteriaceae

Les sachets de prélévements ont été ouverts dans les conditions d’asepsies. Un volume
de 90mL d’eau tryptonée (TSE) a ¢été additionné a la masse de couscous prélevée pour
atteindre une dilution 10" puis homogénéisé. Ensuite, des dilutions successives ont été
préparées a partir de la dilution 10™.

Un volume de 0,1 mL de chaque dilution a été étalé en surface de la gélose VRBGA
coulée dans des boites de Pétrie de 90 mm. Ensuite, les boites ensemencées ont été laissées
sécher pendant 10 minutes puis incubées a 37°C pendant 24 heures. Aprés 1’incubation, le

nombre de colonies exprimé en UFC/mL a été estimé suivant la norme AFNOR(1996) :

dcC
N (UFC/mL) = v roan)d

Ou:

C : Nombre des colonies comptées sur une boite retenue des dilutions effectuées ;
V : Volume de I"inoculum appliqué a chaque boite, en millilitres ;

n; : Nombre des boites retenues a la premiere dilution ;

n, : Nombre des boites retenues a la seconde dilution ;

d : Taux de dilution correspondant a la premiére dilution retenue.
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V. 2. 2. Isolement des Enterobacteriaceae

Le milieu VRBGA est un milieu sélectif qui inhibe la croissance des autres bactéries
que les Enterobacteriaceae.

Une 6se de bactéries repérées était prélevée puis étalée par la méthode de cadrant sur
le milieu Trypticase Soja gélosé (TSA). Ensuite, les cultures ont été incubées a 37°C pendant
24h. Les colonies produisent un pigment jaune sur le milieu TSA étaient repérées. Une
suspension des colonies repérées €taient réalisées dans I’eau physiologique stérile. Puis une
Ose de cette suspension était étalée sur un milieu nutritif gélosé pour la purification. Ensuite,
des ensemencements successifs sur le méme milieu nutritif ont été effectués dans 1’objectif de
purification.

Par ailleurs, la vérification de la pureté des isolats a été basée sur 1’observation

microscopique des frottis apres coloration de Gram.

En fin, la conservation des isolats a été effectuée sur milieu nutritif gélosé en tube

inclinée & 4°C.

IV. 3. Identification des Enterobacteriaceae par la galerie APl 20E

L’identification biochimique des isolats d’Enterobacteriaceae a été effectuée a 1’aide
de la galerie APl 20E. L’ensemencement de la galerie API 20E consiste a remplir les puits
et/ou les cupules par une suspension bactérienne. Les réactions produites aprés 18 et/ou 24h
d’incubation a 37°C se traduisent par des virages de couleur spontanés, ou bien révéler par

addition de réactifs.

IV. 3. 1. Préparation de la galerie APl 20E

Une atmosphere humide est créée par répartition de 5 mL d’eau distillée dans les
alvéoles au fond de la boite. Les références des isolats étaient inscrites sur la languette latérale
de la boite.

IV. 3. 2. Inoculation de la galerie APl 20E

Une suspension des isolats a été préparée a partir d’une colonie dans 1’eau

physiologique stérile. Cette suspension extemporanément préparées a été utilisée pour

26



Chapitre 1V : Matériel et méthodes

ensemencer les galeries APl 20E. Les micro-tubes sont remplis avec la suspension

bactérienne comme suite :

- Les tubes et les cupules des tests CIT, VP et Gel sont remplis avec la suspension
bactérienne ;
- Les cupules des tests ADH, LDC, ODC, H,S, URE sont remplis par I’huile de paraffine

stérile pour créer une anaérobiose ;

- Uniquement les tubes (et non les cupules) des autres tests sont remplis.

En fin, les boites ont été refermees et incubées a 36 + 2°C pendant 18-24h. Si le
nombre des tests positifs (avant 1‘ajout de réactif a la cupule de test GLU) est inférieur a 3, les
galeries étaient ré-incubées 24h (ou bien plus ou moins deux heures). De plus sans rajoutait
les réactifs.

1V. 3. 3. Lecture des résultats

Aprés D’incubation, toutes les réactions spontanées sont notées sur la fiche des
résultats. La lecture des résultats de différents tests biochimique a été reportée a ’annexe 1.

Certains tests nécessitent 1’ajout des réactifs :

- Test TDA : une goutte de réactif TDA a été ajoutée a la cupule TDA.

- Test IND : une goutte de réactif JAMES a été ajoutée a la cupule IND.

- Test VP : une goutte des réactifs VP1 et VP2 a été ajoutés a la cupule VP.

- Réduction des nitrates en nitrites (NO,) et en azote (N,) : une goutte des réactifs NIT1 et

NIT2 dans le tube GLU ont été ajoutés puis attendre 2 a 5 minutes.

IV. 3. 4. Interprétation et identification des résultats des plaques API 20 E

A partir des fiches de lecture un chiffre numérique a été construit. En effet, sur la fiche
de résultats, les tests sont séparés par groupes de trois. Chaque test au sein d’un groupe est
affecté par un chiffre 1,2 et 4 (cf. figure9). Chaque groupe est caractérisé par un chiffre issu
de la somme des chiffres des tests positifs. En fin, un code de 7 chiffres a été obtenu. Ces
chiffres ont été entré manuellement au clavier a fin d’identifier 1’isolat incriminé. Le logiciel

d’identification utilisé est I’apiweb™ Biomerieux.
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Figure 9 : Profile numérique de la galerie API 20E sur apiweb version 5.0.

IV. 4. Estimation quantitatives du risque d’Enterobacteriaceae lié a la consommation du

Ccouscous

Le modele d’estimation du risque a été construit sur Excel compilé avec @risk version
6.3. La construction de ce modele est basée sur les résultats de I’enquéte effectuée chez les

consommateurs de la ville de Laghouat.

Un total de 100 familles ont été interrogé a la ville de Laghouat pour récolter les
données sur le comportement du consommateur (membres de famille consommateur du

couscous, le nombre de prises consommeées par semaine, le lieu et le délai de conservation).

En fin ces données ont été simulées a I’aide de @risk version 6.3. Les résultats

obtenus seront exprimés en nombre de cas annuel intoxiqué par 100000 habitants.
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Chapitre V : Résultats et discussion

V.1. Dénombrement et isolement des Enterobacteriaceae

Isolement des Enterobacteriaceae

Les isolats étudiés ont été obtenus sur le milieu VRBGA, un milieu sélectif pour la
recherche et le dénombrement des Enterobacteriaceae. La figure 10 illustre les colonies
présumées d’Enterobacteriaceae a partir des échantillons du couscous au moment de la

consommation.

Figure 10 : Résultats de déenombrement des Enterobacteriaceae sur le milieu VRBGA. a)
échantillons non contaminés ; b)- échantillon (E16) contaminé avec 8 UFC/g.

Sur milieu VRBGA, les colonies typiques d’Enterobacteriaceae sont des rondes, de
couleur pourpre, de 1 a 2 mm de diamétre, entourées d’un halo pourpre. Ensuite, les colonies
étaient étalées sur un milieu TSA. Les colonies typiques de la majorité des
Enterobacteriaceae présente un aspect jaune (cf. figure 11a). L’ensemble des isolats obtenus
étaient purifié sur milieu nutritif gélosé (cf. figure 11b).
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Figure 11 : Aspect des colonies d’Enterobacteriaceae sur milieu gélosé. a)- Sur TSA, b)- un

milieu nutritif gélose.

A partir des boites de dénombrement, les colonies présumées d’Enterobacteriaceae

ont été repérées.

Au total 21 isolats ont été obtenus et conservés sur un milieu nutritif gélosé incliné. Ils
ont montré une réaction négative avec la coloration de Gram. L’observation microscopique

apres la coloration du Gram a montré une forme bacillaire.

La recherche de catalase ne présente aucun intérét dans [’identification des

Enterobacteriaceae car il est tres variable au sein de ce groupe (PHE, 2015).

La recherche et le dénombrement des Enterobacteriaceae présentes dans les
échantillons du couscous prélevés de 1’assiette étaient réalisés comme décrit précédemment.
La recherche a été réalisee sur un milieu VRBGA, un milieu sélectif pour les
Enterobacteriaceae.

Dénombrement des enterobacteriaceae

Les résultats de la recherche des Enterobacteriaceae dans le couscous révelent une
prévalence de 40% (le nombre des échantillons contaminés) sur I’ensemble des échantillons

analysés. Par ailleurs, 60% des échantillons analysés ne sont pas contaminés par les
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Enterobacteriaceae. Ces résultats sont relativement similaires avec les résultats de prévalence

(33%) montrés par Shaker et al. (2007) dans la semoule et les produits a bases de céréales.

Par ailleurs, aucune bibliographie sur la flore microbienne du couscous, n’a été
retrouvée, dans la base de données scientifique « Pascal ». Cependant plusieurs travaux ont
été effectués sur la recherche des Enterobacteriaceae dans les produits amylacés comme
notamment le riz, le couscous ivoirien « attiéké » et les plats préts a la consommation (Ready
to eat). En effet, les travaux de Coulin et al. (2006) et Assanvo et al. (2006) ont montré la
contamination du couscous ivoirien par les Enterobacteriaceae. Entre outre, ces bactéries ont
été rencontrées également dans le riz (Cottyne et al., 2001) ainsi que les autres produits

amylacés comme le pain (Akpe et al., 2010).

Ces bactéries sont considérées comme des indicateurs (indice) de post-contaminations
reflétant la qualité hygiénique de denrée alimentaire. Cette contamination peut étre a 1’origine
de non-respect des conditions d’hygiéne durant la préparation et/ou apportée par les
ingrédients ajouté au couscous comme Smen. Cet indice n’étant pas recherché en Algérie
dans les plats cuisinés contrairement a la flore aérobie mésophile (FAMT). Ces indices de
qualité hygiénique et technologique sont régis par I’arrété interministériel du 25 Ramadhan
1418 correspondant au 24 janvier 1998 modifiant et complétant l'arrété du 14 Safar 1415
correspondant au 23 juillet 1994 relatif aux spécifications microbiologiques de certaines

denrées alimentaires y compris les plats cuisinés.

Les résultats de dénombrement d’Enterobacteriaceae a partir du couscous sont
illustrés sur le tableaus. Ils montrent une contamination de 2 & 6,4 10° UFC/g du couscous.
Selon la réglementation critére microbiologique ne peut pas juger En fait, NSW (2009) a
établi le plan d’échantillonnage & trois classes pour ces bactéries. Le nombre seuil est de 107
et 10* UFC/g pour les comptes satisfaisants et insatisfaisants respectivement. Les lots
analysés, selon la réglementation en vigueur, dont la contamination comprise entre 10° et 10*
UFC/g sont considérés a une qualité acceptable. De ce fait, les résultats cette recherche ont
permet de répertorier les échantillons du couscous dans les deux comptes satisfaisant et
acceptable. En plus quelques soit le nombre des échantillons analysés, le niveau de
contamination au moment de prélévement n’excede pas la valeur seuil (10* UFC/g) pour le
compte insatisfaisant. Selon les rapports de PHAC publié sur le site de 1’agence de la santé

publique du Canada http://www.phac-aspc.gc.ca/lab-bio/res/psds-ftss/index-eng.php#y), ces

concentrations ne sont pas jugées toxiques pour le consommateur (cf tableau 5). Cependant,
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ce niveau de contamination peut étre augmenté sous I’influence de conditions de

manipulations y compris le temps et la température de stockage.

Par ailleurs, ces résultats montraient une contamination faible par rapport a celle
reportée par Coulin et al. (2006) et Assanvo et al. (2006). Ces auteurs ont montré en moyen
une contamination de 10°UFC/g. Cependant, Djeni et al. (2011) ont montré une
contamination de 60 UFC/g qu’elle est plus faible que la concentration moyenne obtenue dans

cette étude.

Tableau 05 : Dénombrement et prévalence des Enterobacteriaceae a partir des échantillons

de couscous.

Nombre d’échantillon total 30
Nombre d’échantillon analysé 20
Echantillons contaminés 8
Prévalence % 40%
Niveall de Maximum 6,436><10j,

. Moyenne* 2,315x10°.
contamination —Z

Minimum 2

Echantillon non contaminé 11
Prévalence % 60%

* La concentration a plus de chance d’étre consommé par les consommateurs sélectionnée a
I’aide de I’instruction uniRisk (@risk).
** prépareé a la vieille.

V.3. Identification biochimique des isolats par la galerie AP1 20E

Les isolats purifiés étaient ensuite identifiés a 1’aide de la galerie API 20E. Le profile
biochimique de certains isolats est illustré sur la figure 12. Ces profile étaient traités par le

logiciel apiweb® V 5.0 qui permet d’identifier I’espéce de chaque isolat.
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Figure 12 : Profile biochimique de la galerie APl 20E pour les deux souches

d’Enterobacteriaceae E 2 Q et E 26 R. a)- avant I’incubation ; b)- aprés 1I’incubation.

Les résultats de I’identification sont illustrés sur le tableau6. Le pourcentage de
I’identification (%ID) comprise entre 90% et 99% ce qui montre une bonne identification

biochimique.

L’ensemble de 18 isolats ont été identifiée a 1’aide de la galerie API 20E. Au total 12
espéces ont été déterminées (cf. figure 13).Elle montre 1’abondance de 1’espéce Klebsiella
pneumoniaeet Klebsiella oxytocaavec une prévalence de 20% et 13% respectivement.
L’Enterobacter cloacaese présentait avec une prévalence de 13% suivi par Serratia
liquefaciens (6%). Par ailleurs, les especes Raouhnella aquatilis, Serratia rubidaea, Shigella
sonnei, Citrobacter youngae, E. sakazakii, Pantoea ssp et Citrobacter farmeri se présente a
une prévalence minimale de 6%. Ces especes présentes a différentes concentrations dans les
échantillons analyses (cf. tableau 6).
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Figure 13 : Répartition des différentes espéces d’Enterobacteriaceae isolées a partir de

couscous prét a la consommation dans la ville de Laghouat (résultats année 2015).

Les espéces ont été également identifiées a partir du couscous ivoirien (Djeni et al.,
2011, Amenan et al., 2013), riz et les produits amylacés (Dariush et al., 2012). Elles peuvent
impliquer dans des cas de détérioration grace a leur systeme enzymatique. Elles sont capables
de produire des enzymes comme les amylases (Feillet, 2000), les lipases et des protéases (El
Marrakchi et al., 1988). En effet, 13% des cas de détérioration ont eté constatés chez les
consommateurs interrogés (dans cette étude) dans la ville de Laghouat. Cela est probablement

di notamment a la prolifération de ces bactéries.
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Tableau 06 : Identification des isolats et la concentration (UFC/g) de chaque espéce d’Enterobacteriaceae isolées a partir du couscous.

. . . 3 A

Echantillons Souches | N (10° UFC/g) | Identification des isolats par20E | %ID | Proportion de contamination | N (10" UFC/g) espéces

E2Q Klebsiella pneumoniae 90 0,33 1,35
Echantillon 2 E2P 4,06 Serratia liquefacien 95 0,33 1,35

E2S Enterobacter cloacae 95 0,33 1,35

E5AL Klebsiella oxytoca 90 0,33 0,77
Echantillon 5 E5SE 2,31 Raouhnella aquatilis 95 0,33 0,77

E5A2 Klebsiella pneumoniae 99 0,33 0,77

E120 Serratia rubidaea 98 0,5 3,21
Echantillon 12 6,43

E12N Klebsiella pneumoniaessp 929 0,5 3,21

E16Cl Shigella sonnei 99 0,5 4*
Echantillon 16 8*

E 16 C2 Citrobacter youngae 99 0,5 4*
Echantillon 19 E191 1,22 Enterobacter sakazakii 99 1,00 1,22
Echantillon 22 E22G 1,90 Pantoea ssp 99 1,00 1,90

E26R Citrobacter farmeri 90 0,50 1*
Echantillon 26 2%

E26F Klebsiella oxytoca 98 0,50 1*
Echantillon 30 E30JK 14* Enterobacter cloacae 95 1,00 14*

*Nombre total des bactéries en UFC/g, %ID : Pourcentage de I’identification
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Par ailleurs, ces espéces sont également impliquées dans plusieurs toxi-infections
alimentaires collectives (TIAC) (Davin-Regli et al., 1997 ; Mezzatesta et Stefani, 2012). En
Algérie, ces bactéries ne sont pas répertoriées comme un agent incriminé dans les TIAC
(Mouffouk, 2011). Cependant, selon la méme auteur, le couscous est le troisieme plat
incriminé dans les TIAC en Algérie en 2011. Dans la ville de Laghouat, ces bactéries
n’étaient pas recherchées ou détectée comme agent causal des TIAC (source DSP de
Laghouat). Cela est probablement lié notamment & la disparition des plats témoins causant les
TIAC ou toxi-infection alimentaire et/ou de I’automédication des intoxiqués. En plus, en
Algérie, 61% des cas de TIAC dont I’agent est inconnu qui peut étre causé par un éventail des
germes y compris les Enterobacteriaceae. En plus, la majorité des cas de TIAC notifiées est
basé sur des suspections symptomatologique. Entre outre, dans les pays arabe les troubles
gastroentérites ne sont pas considérées comme un probleme sérieux de santé publique FAO
(2005). Cependant au Maroc, ces bactéries sont incriminé dans de TIAC lié a la
consommation du couscous (Aoued et al., 2010; Benkadour, 2002). 1l est a noté également au
Maroc, le couscous a été responsable de 6 % de TIAC (Belomaria et al., 2007).

V. 5. Estimation du risque d’Enterobacteriaceae

Le risque d’Enterobacteriaceae était estimé en utilisant le modele d’estimation du
risque construit a 1’aide de 1I’Excel compilé avec le logiciel @risk (version 6.3). Les résultats
ont été exprimés en nombre des personnes malades par an par 100 000 habitants.

Le modele d’évaluation quantitative du risque lié & la consommation du couscous
contaminé par les Enterobacteriaceae a été batit en basant sur la simulation des variables liées
a trois volets. Le premier volet présente les caractéristiques d’Enterobacteriaceae :
concentration initiale (No), la proportion de chaque espéce identifiée (P), leurs paramétres de
croissance (le temps de latence (lag phase) et le taux de croissance (Urec), les parameétres de
leur thermorésistance (durée de la réduction décimale D et la sensibilité au traitement
thermique zT) et les doses toxiques (cf. tableau 7). Le deuxiéme volet rassemble toutes les
variables liées aux conditions de consommation du couscous (apres la premiére prise) (cf.
tableau 8). Le troisieme volet caractérise le comportement de consommateurs du couscous et

sa modalité de consommation a Laghouat (cf. tableau 8).
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Chapitre V : Résultats et discussion

Tableau 07 : Caractéristiques de croissance et la dose toxique des especes identifiées a partir

du couscous prét a la consommation.

Paramétre de croissance Dose toxique (UFC/g
Espéces Références Références
Lag (h) u(h™) ou UFC/mL)
. Zaika et Scullen Kurjak et
Shigella spp 2 1 10-200
(1996) Chervenak (2006)
Serratia spp / / / inconnue /
Klebsiella spp / 0,19 (2005) 10 (2006)
Citrobacter Keevil et al. . Tennant et al.
6 1,15 10
spp (1977) (2008)
Enterobacter 73 53 Kandhai et al. 10° Iversen et
spp ’ ’ (2006) Forsythe, (2003).

Lag : le temps de latence, p : taux de croissance

A vpartir des résultats de I’enquéte effectuée chez les consommateurs de la ville de
Laghouat, plusieurs scenarii ont été ressortis (Tableau 8). A chaque scenario la concentration
finale des cellules de chaque espéce, c’est-a-dire au moment de la consommation a été
estimée (cf. tableau 8). Les résultats montraient que les quel que soit le scénario la
concentration finale de microorganismes incriminé n’accede pas celle toxique. Alors pas du
risque pour le consommateur. Par conséquent, une chance nulle d’avoir une personne

intoxiquée par le couscous en mangeant ces bactéries.

Ces résultats ont confirmé les statistiques de DSP de la région de Laghouat qui n’ont

pas notifié des cas de TIAC dans la ville de Laghouat.
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Chapitre V : Résultats et discussion

Tableau 08 : Mod¢le d’estimation du risque d’Enterobacteriaceae lié a la consommation de couscous prét a la consommation.

Concentration

Prévalence

Fréquence de

Temps de

Température de

Concentration

finale au moment

Nombre de

initiale de consommation | Nombre | conservation ] Concentration | personne malade
, | del’espece ) ] Scenarii ) conservation de de la )
germes (10 par semaine de prise de la portion ) ) 3 toxique par an/100000
(%) portion (°C) consommation (10 ]
UFC/g) (%) (h) habitants
UFC/qg)
78 1%® prise | Scenario 1 0 0 1,35 0
12 2°™ prise | Scenario 2 9 7 6,09 0
1,35 41 2 3™ prise | Scenario 3 24 7 12,32 10° 0
8 Plus de 3 | Scenario 4 168 7 10° 0,1
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Conclusion

Cette etude a eu pour objectif I’estimation du niveau de risque des
Enterobacteriaceae dans le couscous prét a la consommation dans la ville de
Laghouat, qui est I'un des aliments le plus consommé et le troisiéme plat incriminé
dans les TIAC en Algérie. Ces bactéries sont probablement une des principales causes
des 60% des TIAC non expliquées et/ou déterminer par constatation

symptomatologique.

Alors, il est trés important de rechercher 'une des flores indicatrices
d’hygiénes pour renseigner sur la qualité microbiologique de couscous au moment de
la consommation et d’estimer le risque li¢ a la consommation du couscous contaminé

par ces bactéries.

En effet, les Enterobacteriaceae ont été mises en évidence dans 45% des
échantillons de couscous analysés avec une contamination dans 1’ordre de 2 a 610°
UFC/g. Par conséquent, ces échantillons analysés présents une qualité satisfaisant

selon la réglementation internationale.

En fait, 22 isolats ont été identifiés appartiennent a 12 espéces différentes avec
une prédominance de Klebsiella. Ces especes ont été présentées a différentes
concentrations. Cette concentration est dépendente de 1’espéce incriminée.
L’ensemble des concentrations étaient faible a celle causantes les intoxications
alimentaires. La compilation des données de consommateurs et celles de bactéries, a
estimé un risque relativement nul a la consommation du couscous. Ce risque est

estimé pour la ville de Laghouat selon les données récoltées chez les consommateurs.

A D’issus de cette étude, le respect d’hygiene durant la préparation du couscous
est primordial. Le risque lié a la consommation du couscous contaminé par ces
bactéries peut étre amplifié si le couscous est gardé longtemps soit la température

ambiante.

Comme perspectives, I’étude de la synergie d’effet de I’ensemble des espéeces
est envisagée dans les prochains travaux. Il est intéressant aussi d’estimer le risque de
ces bactéries dans les régions rurales ou les conditions de vie et I’hygiéne de vie est

trés difficile.
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ANNEXES



Annexe 1
Lecture des résultats de différents tests biochimiques (galerie AP120 E)

i - L it Lecture
Cupule Caractére recherché E%zg So?iu \nge indicateur Réactif (s) de révélation
g Négatif Positif
ONPG 2-nitrophényl- f D- B-galactosidase / incolore jaune
galactopyranoside
ADH L-arginine Arginine Dihydrolase R[?#g:otlje / Jaune Rouge-orangé
i Lysine Rouge de i .
LDH L-lysine Décarboxydase phénol / Jaune Rouge-orangé
oDC L-ornithine ,Ormthme Rouge de / Jaune Rouge-orangé
Décarboxydase phénol
CIT Trisodium citrate Utilisation du ClTrate Bleu de / Vert pale- Bleu-vert
bromothymol Jaune
H,S Sodium thiosulfate Production d’ HS Fer 111 / Incolore- Dépot noir-fin
grisatre liseré
URE Urée Urease Rouge de / Jaune Rouge-orangé
phénol
TDA L-tryptophane 'gyptophane / Ajout d’une goutte de réactif de TDA Jaune Marron- rougeétre
ésaminase
IND L- tryptophane Production D’indole / Ajout d’une goutte de KOVAC ”;%?é?l:]ea_%zrt Rose
VP . Production d’acétoine / Ajout d’une goutte de VP1 puis VP2 Incolore- rose Rose-rouge
Sodium pyruvate pale
GEL Gélatine (origine bovine) Gélatinase / / Non diffusion D_|ffu5|on d_u
pigment noir
GLU D-glucose Fermentqtlon- Bleu de / Bleu- bleu vert | Jaune, Jaune-gris
oxydation bromothymol
NR Nitre réductase / Ajoutde NIT 1 et NIT 2 Rouge Jaune
SUCRE Reste des sucres Fermentation Bleu de / Jaune Bleu

bromothymol




Annexe 2

1. TSE (Tryptone Sel Eau) : BioKar diagnostic

Tryptone 1,09
Chlorure de sodium 8,5¢
Eau distillée gsp 1litre
pH du milieu prét a I’emploi a 25°C : 7+0,2
2. TSA (Trypto-Caséine Soja) : BioKar diagnostic

Tryptone 15,09
Peptone papainique de soja 5,09
Chlorure de sodium 5,09
Agar-Agar bactériologique 15,09
Eau distillée gsp 1litre

pH du milieu prét a I’emploi a 25°C : 7+0,2

3. VRBG (Violet Red Bile Glucose) : BioKar diagnostic

Digestat enzymatique des tissus animaux 7,09
Extrait autolytique de levure 3,09
Glucose 10,09
Sels biliaires 1,59
Chlorure de sodium 5,09
Rouge neutre 30,0mg
Crital violet 2,0mg
Agar-Agar bactériologique 15,09
Eau distillée gsp 1litre

pH du milieu prét a I’emploi a 25°C : 7£0,2
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Memory title : Microbial risk estimation linked with couscous consumption at Laghouat : case of
Enterobacteriaceae.
Students : AIBOUDI Nesrine & DJOUBAR Hasha Directed by : Dr ZIANE Mohammed

Abstract

This study aimed to research and evaluate the risk level of Enterobacteriaceae and their concentration in the
couscous while consumption in the city of Laghouat. For this 20 samples were analyzed. The 45% dish analyzed
are contaminated with Enterobacteriaceae contamination ranges between 2 and 6.10° CFU / g. However, 55% of
the samples were not contaminated with these bacteria. A total 21 isolates were identified using API 20 E. In
total 12 species were identified with a predominance of Klebsiella pneumonia (over 20%), pathogenic species
followed by Enterobacter spp (16%) that cause different infections. The compilation of data on contamination
and the prevalence of each species on the one hand and all scenarii formed from the survey conducted among
consumers, on the other hand. The results showed a non risk in the city of Laghouat. Indeed, whatever the
scenario, the infection rate is not achieve the toxic dose. So the couscous is not a major risk to the public health
in the city of Laghouat.

Key words: couscous, Enterobacteria, contamination, evaluation of risk.

Estimation du risque microbiologique lié a la consommation du couscous dans la ville de Laghouat : cas
des Enterobacteriaceae.

Etudiantes : AIBOUDI Nesrine & DJOUBAR Hasnha Encadreur: Dr. ZIANE Mohammed

Cette étude visait a rechercher et évaluer le niveau du risque des Entérobactéries et leur concentration dans le
couscous au moment de consommation dans la ville de Laghouat. En effet, 20 échantillons ont été analysés, 45%
des assiettes analysées sont contaminées par des Entérobactéries avec une contamination s’échelonne entre 2 et
6.10° UFC/g. Cependant, 55% des échantillons n’étaient pas contaminées par ces bactéries. Au total, 21 isolats
obtenus ont été identifiés a 1’aide d’API 20 E. Au total, 12 espéces étaient identifiées avec prédominance de
Klebsiella pneumoniae, espéces pathogenes (plus de 20%) suivi par Enterobacter spp (16%) qui causent
différentes infections. La compilation des données obtenues sur la contamination et la prévalence de chaque
espéce, d’une part et I’ensemble de scenarii formés a partir de ’enquéte effectuée chez les consommateurs,
d’autre part. Les résultats ont montré un risque négligeable dans la ville de Laghouat. En effet, quel que soit le
scénario, le taux de contamination n’accéde pas la dose toxique. Alors, le couscous ne constitue pas un risque
majeur pour la santé publique dans la ville de Laghouat.

Mots clés : couscous, Entérobactéries, contamination, évaluation du risque.
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