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Résumé

Bacillus cereus est une bactérie largement répandue dans la nature et les aliments, connue pour
causer des toxi-infections alimentaires collectives, notamment le syndrome de vomissements
et le syndrome de diarrhée. Dans une étude visant a évaluer la contamination des aliments
traditionnels préparés a domicile les plus consommés a Laghouat et ses environs, plusieurs
aliments traditionnels telles que le hermas, le rouina, le mardoude et le couscous ont été
examinée et certains échantillons ont été isolés pour détecter la présence de Bacillus cereus.

Les résultats d'isolement et du dénombrement de Bacillus Cereus ont montré que 63,33 %, soit 38
échantillons, étaient effectivement positifs, avec un taux de 86 % dans le hermas, 66,6 % dans
le mardoude, suivi du rouina a 60 % et enfin 40 % dans le couscous.Alors que le taux de
contamination dans les échantillons dépassant la seuil de 10*ufc/g 33,66%, avec la valeur la
plus élevée enregistrée a Hermas a un taux de 3x10%ufc/g, avec des taux élevés également
enregistrée répartis sur le Mardoude Hermas et Rouina.

Les résultats de I'étude des températures de croissance ont montré des résultats positifs
dans la majorité des échantillons, car ils formaient une large plage de croissance allant de 6°C
a 45°C. Ceci est considéré comme un aspect préoccupant, en particulier pour les isolats ayant
la capacité de se développer a 6°C, ce qui constitue un risque sur la santé du consommateur.

Selon les tests effectués, il a été confirmé que la plupart des isolats appartiennent au
groupe B. Cereus. Les résultats obtenus confirment qu'il existe un risque élevé d'exposition
aux germes de B. Cereus, qui peuvent causer de nombreux problemes de santé au

consommateur avec le temps en raison de la toxicité de ces bactéries.

Les mots clé : Les aliments traditionnels,Laghouat ,TIAC,Bacillus cereus.



Abstract

Bacillus cereus is a widely distributed bacterium in nature and food, known for causing
foodborne illness outbreaks, notably the vomiting syndrome and diarrhea syndrome. In a
study aimed at evaluating the contamination of the most consumed traditional homemade
foods in Laghouat and its surroundings, several traditional foods such as hermas, rouina,
mardoude, and couscous were examined, and some samples were isolated to detect the
presence of Bacillus cereus. The results of the isolation and enumeration of Bacillus cereus
showed that 63.33%, or 38 samples, were indeed positive, with a rate of 86% in hermas,
66.6% in mardoude, followed by rouina at 60%, and finally 40% in couscous. Meanwhile, the
contamination rate in samples exceeding the threshold of 10* CFU/g was 33.66%, with the
highest value recorded in hermas at a rate of 3x10® CFU/g, with high rates also recorded

across mardoude, hermas, and rouina.

The results of the study on growth temperatures showed positive results in the majority of
samples, as they exhibited a wide growth range from 6°C to 45°C. This is considered a
concerning aspect, particularly for isolates capable of growing at 6°C, indicating that they can
grow at low refrigerator temperatures, posing a threat to consumer health. According to the
tests conducted, it was confirmed that most isolates belong to the B. cereus group. The results
obtained confirm that there is a high risk of exposure to B. cereus germs, which can cause

numerous health problems for consumers over time due to the toxicity of these bacteria.

Keywords: Traditional foods, Laghouat, TIAC,Bacillus cereus.
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Introduction générale

La santé publique et le développement économique font face a un défi majeur en
raison des maladies liées a l'alimentation (Oliveira et al., 2020), Parmi ces maladies, nous
évoquons les TIAC.

Les cas de toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) ont connu une augmentation
significative au cours des dernieres années. Selon l'institut national de la santé publique de
I'Algérie, cette augmentation ne semble pas étre due a la détérioration de la santé, mais plutot
a la performance et a lI'amélioration continue des systemes de surveillance et/ou des
procédures de suivi. Ce progres du systeme de surveillance a également été mentionné dans le
rapport de la FAO (2005). De plus, méme si I'Algérie a fourni des efforts dans ce contexte, le

taux réel des TIAC est plus élevé que celui annoncé par les autorités compétentes.

D'aprés I'Organisation mondiale de la Santé (OMS), les maladies gastro-intestinales
provoquées par les bactéries, les virus et les parasites contenus dans les aliments entrainent

plus de 420 000 déceés en 2018 annuellement a I'échelle mondiale.

En France, on considére que Bacillus cereus, une bactérie ubiquitaire sporulé, est le
troisitme agent impliqué dans les TIAC (Cadel, 2012), 25% des cas signalés a Bacillus
cereus étaient liés a la consommation de semoule et de couscous. Il s’agit peut-€tre d’un taux
insignifiant dans un pays ou la semoule de couscous n’est pas toujours consommeée,
contrairement a un pays ou le couscous est largement consommé, comme 1’ Algérie, ou le taux

de TIAC di a ce pathogene devrait étre tres élevé dans le pays (Ziane, 2015).

Le couscous vient en téte des aliments traditionnels les plus consommeés par la famille
algérienne (Doukani, 2015), ainsi que d’autres aliments traditionnels tels que la mardoude
(un aliment similaire au couscous, mais ses grains sont généralement plus gros que les grains
de couscous), la rouina (grains de blé torréfiés en poudre) et I’Hermas (Abricots secs). lls ne
sont pas seulement des aliments, mais sont considérés comme faisant partie de la vie
quotidienne de la famille algérienne. Et la poursuite de I'utilisation de ces aliments
traditionnels suscite des inquiétudes quant a leur qualité et a leur sécurité alimentaire, ce qui

pourrait étre a l'origine de la présence de certaines bactéries responsables de TIAC en Algérie.

La germination des spores de Bacillus Cereus se produit lorsque les conditions
environnementales sont favorables (Banwart, 1989). Deux syndromes d'intoxication
alimentaire différents sont causés par cette bactérie, avec respectivement la diarrhée et les
vomissements (Eley, 1992).
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Introduction générale

Dans la problématique qui se pose :

Est-ce-que ces aliments traditionnels contiennent des bactéries pathogénes de groupe Bacillus
cereus ayant des concentrations susceptibles de poser un risque d’étre inappropriées pour la

consommation humaine ?
L’objectif de cette ¢tude vise a :

> Déterminer le niveau de contamination par le Bacillus cereus de certains
aliments traditionnels préparée a la maison dans la wilaya de Laghouat et ses environs.
> caracteériser les isolats obtenus.

> Etudier la température de croissance des isolats obtenus.

Pour la présentation de notre travail, nous avons opté pour le plan suivant: en
commencgant par une introduction générale, suivie par rappels bibliographiques comprenant
les toxi-infections alimentaires collectives et leurs causes. Ensuite, nous avons présenté les
matériels et les méthodes ainsi que la discussion des résultats obtenus et en fin nous cléturons

ce manuscrit par une conclusion générale et perspective.

15
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Introduction Bibliographique

1. Les toxi-infections alimentaires collectives

Les toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) constituent un probléeme de santé
publique, probablement sous-estimé en raison de la faible déclaration des cas. lls peuvent
survenir en repas collectifs ou en milieu familial (Lezzar et al., 2019).

Les toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) sont des accidents aigus
d’intoxication consécutifs a 1’ingestion d’aliments contaminés par des bactéries ou par leurs
toxines. Un foyer de TIAC est défini par I’apparition d’au moins deux cas groupés d’une
symptomatologie similaire, en générale digestive, dont on peut rapporter la cause a une méme

origine alimentaire (Buisson &Teyssou, 2002).
1.2 Les toxi-infections alimentaires collectives en Algérie

En Algérie, I'intoxication alimentaire est inscrite sur la liste des maladies a déclaration
obligatoire (MDO) (arrété ministériel du 17 novembre 1990) et fait I'objet d'une décision du
ministére de la Santé, qui traduit la volonté de I'Etat de contréler les données sur cette maladie

afin de réduire davantage ses méfaits (Ziane, 2015).

Ces derniéres années, notamment en 2021/2022, l'incidence des maladies d’origine
alimentaire a considérablement augmenté, passant de 6,99 a 10,90 cas pour 100.000 habitants
(INSP ,2021). Et de 10,90 a 12,73 cas pour 100.000 habitants (INSP, 2022).

1.3 Les toxi-infections alimentaires collectives a Laghouat

La situation épidémiologique des toxi-infections alimentaires collectives des années
2021, 2022,2023 dans la région de Laghouat selon la direction de la santé et de la Population
de Laghouat, montre que les différentes communes de la région de Laghouat, Ont été
touchées par les TIAC. Les nombres des cas €levés ont été enregistrés pendant cette durée,
150 cas et 47 cas a Laghouat 2021,2023 et 12 cas a Aflou en 2022. Les aliments incriminés
sont : poulet/viande haché /lait de vache frais. le manque d’hygiéne de I'aliment incriminé est
la circonstance d’apparition majeure des TIAC dans les différentes communes de la région de

Laghouat. (DSP, 2021 ; 2022 ; 2023).
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1.3.1 Germes impliqués dans les toxi-infections alimentaires collectives

Differentes bactéries et/ou leurs toxines jouent un rble dans les toxi-infections
alimentaires, en particulier les bactéries qui produisent des toxines, qu'elles soient vegétatives
ou sporulées. Les bactéries sporulées sont plus résistantes lorsqu'elles sont transformées dans
des conditions hostiles. Elles peuvent donc étre responsables des TIAC associés a des produits
considérés comme sdrs par les consommateurs et présentant peu de risques pour la sante.
(Ziane, 2015).

Tableau 1: Description des agents bactériens responsables de TIAC. (Anses, 2017),
(Denayer et al., 2013), (Sciensano, 2023).

Germe Symptomes Incubation Sources Production de toxines
(aliments a risque)
Campylobacter Nausées, crampes De 1 a 10 jours Volaille, viande de beeuf +
jejuni et coli abdominales, diarrhée, peu ou insuffisamment
fievre, douleurs cuites,
musculaires. Lait cru.
E. coli Diarrhée sanguinolente De 1210 jours Haché de beeuf +
producteur de accompagnée de crampes insuffisamment
Shiga-toxines abdominales séveres. Cuit, Fruits et légumes
(STEC) Fiévre. crus.
Autres E. coli Crampes d'estomac, De quelques Haché de beeuf
pathogenes diarrhée, heures a insuffisamment
vomissements, fiévre < plusieurs jours. cuit, Fruits et légumes crus, +
38,5°. Lait cru.
Listeria Diarrhée, douleurs Forme légere : Fromage +
monocytogenes Abdominales, septicémie, 6h a 10 jours saumon fumé, charcuterie
Forme invasive crémes glacées. +
:2a70 jours.
Salmonella Diarrhée, fiévre élevée, (Eufs et préparations a base
Crampe abdominale, d’ceufs.
vomissements, maux de 3a7jours. +
téte
Diarrhée sanguinolente, Tout produit de
fiévre, nausées, consommation manipulée
Shigella vomissements, douleurs 1a7jours par +
abdominales I’homme.
Vibrio cholerae Diarrhées légeres a ingestion d’aliments
modérées, nausees, 1a5jours insuffisamment cuits, fruits
vomissements de mer. +
Yersinia Diarrhée aqueuse ou Aliments peu ou mal cuits (
enterocolitica mucopurulente mouton),
parfois accompagnée 3a7jours. Produits laitiers +
de fievre, vomissements, contaminés.
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Bacillus cereus Forme émétique : nausées Emétique : Emétique :
et dela5h Céréales, riz,
vomissements. (toxine préformée pate
Forme diarrhéique : dans I’aliment) ; alimentaires,
Diarrhées, crampes Diarrhéique Diarrhéique : +
abdominales parfois, :de8al6h. produits laitiers,
Vomissement. légumes, viandes.
Clostridium Nausées, vomissement, Conserves
botulinum Douleur abdominale, 2has8jours. familiales mal +
paralysie des muscles. stérilisés.
Clostridium Crampes abdominales. Aliments
perfringens Sans vomissement ni 8a24h refroidis trop
fievre. Nausée. lentement, plats
préparés +
principalement
a base de viande.
Staphylococcus Nausées, vomissement, patisseries, plats préparés,
aureus douleurs abdominales, 30 minutes a salades composées. +
Crampes et diarrhée 8 heures.

2.Bacillus cereus

Bacillus cereus est un agent majeur de maladies d'origine alimentaire, plusieurs pays
signalant des épidémies de maladies d'origine alimentaire associées a B. cereus. (Gdoura et
al., 2019).

2.1 Historigue de Bacillus cereus

En 1887, un couple anglais de la « Royal School of Mines », Grace et Percy Frankland,
enregistraient les différentes bactéries présentes dans l'air d'une étable au Royaume-Uni sur
des boites de Pétri. Une souche de Bacillus cereus a été isolée pour la premiere fois dans cette
étude. On a donneé le nom de cette souche a I'ATCC 14579 et elle demeure encore aujourd’hui

une souche de référence (Frankland & Frankland, 1887).
2.2 Description et quelques caractéristiques du groupe Bacillus cereus

Bacillus cereus est une bactérie ubiquitaire formant des endospores qui s'adapte a des
environnements tres différents. (Guinebertiére, 2008). Elle est largement répandue dans la
nature et souvent isolée du sol, (Drobniewski, 1993), des poussiéres ou des surfaces

vegétatives, ce qui favorise sa propagation dans les aliments (Kotiranta et al., 2000).
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2.2.1.Morphologie de Bacillus cereus
C’est un bacille de grande taille (>1.0 um) a Gram-positif, aérobie-anaérobie facultative,

mobile a la présence de flagelles péritriches (Drobniewski, 1993). Les spores de B. cereus se
trouvent en position centrale ou subterminale, avec une seule spore par cellule (Kramer &
Gilbert, 1989). La température de croissance varie de 5 a 50°C (Guinebertiere et al., 2008).

MIMA2 0006 5.0kV 6.0mm x4.50k BSE-ALL

Figure 1: Image de microscopie électronique a balayage des cellules de B. cereus.
(Ramarao, 2020).

2.2.2.Classification de Bacillus cereus
Le groupe B. cereus, ou Bacillus cereus sensu lato, est un terme informel mais

couramment utilisé pour désigner une sous-section génétiquement tres homogéne du genre
Bacillus, qui Comprend sept espéces connues : B. cereus sensu stricto, B. anthracis, Bacillus
thuringiensis, Bacillus mycoides, Bacillus pseudomycoides et Bacillus weihenstephanensis
(Frankland&Frankland, 1887). Ainsi que la nouvelle espéce Bacillus cytotoxicus
(Fagerlund et al., 2007), (Auger et al., 2008), (Lapidus et al., 2008).

En 2008, il a été suggéré de diviser le groupe B. cereus en sept groupes
phylogénétiques, qui se distinguent par des domaines de températures. (Guinebertiére et al.,
2008).
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Sept groupes phylogénétiques de Bacillus cereus (Guinebertiere et al., 2008).

Groupes Espéces Température de | Thermo résistance | Association avec
croissance des TIAC
| Bacillus
Rl et 10-40 Non déterminé Non
B. cereus Il
I B.thuringiensis I 7-40 ++ Oui
Souche émétique
B. cereus Il
1l B.thuringiensis 111 15-45 +++ Oui
B. anthracis
AV B. cereus IV
B.thuringiensis IV 10-45 4 Oui
\V) B. cereus V
B.thuringiensis V 8-40 + Oui
VI B.weihenstephanensis
B.mycoides 5-37 + Non
B.thuringiensis VI
VIl B.cytotoxicus
20-50 +++ Oui

2.3.Caractéristiques de la spore de Bacillus cereus

2.3.1. Lasporulation

La plupart des espéces de B. cereus ont un cycle de vie qui se divise en deux phases :

d'une part la division des cellules bactériennes et d'autre part la formation de la spore. (La

forme végétative / forme sporulé). (Hachfi, 2022).

La forme végétative et la reproduction ultérieure provoquent I’intoxication alimentaire.

(Albaridi, 2022). Qui peut étre éliminé principalement par un traitement thermique doux,

(Jess berger et al., 2020). Car les structures végétatives de B. cereus sont sensibles aux stress

environnementaux tels que la chaleur, les produits chimiques ou les radiations (Gharibet et

21




Introduction Bibliographique

al., 2020). Contrairement aux spores bactériennes, qui sont des formes cellulaires hautement
spécialisées et différenciées qui ont leur propre structure qui différe considérablement de celle
de la cellule végétative qui les produit (Ben Amara & Bou djemaa, 2017). Les spores de
Bacillus cereus manquent d’activité métabolique et résistent aux conditions
environnementales extrémes telles que températures, congeélation, séchage et rayonnement
(Strom et al., 2023).

2.3.2. Thermorésistante des spores de Bacillus cereus

La thermorésistante de la spore est I'une des principales propriétés de Bacillus cereus, elle
varie selon les espéces et peut dans certain cas permettre la survie apres 10 min a 120C°. Les
spores sont également plus résistantes aux radiations, au pH, aux rayonnements et d’autres

facteurs environnementaux. (Sagripanti et al., 2006), (Henrique & Moran, 2007).
2.4. Infections a Bacillus cereus

Trois catégories d'infections a B. cereus peuvent étre distinguées, dont les plus

importantes sont les infections gastro-intestinales.

Les infections gastro-intestinales surviennent dans le contexte d'une intoxication
alimentaire grave, qui se manifeste par deux types de syndromes : le syndrome des

vomissements (émétique) et le syndrome de la diarrhée (Teyssou et al., 1998).

2.4.1. Le syndrome émétique
Est causé par une ingestion d'une substance toxique appelée céreulide Préformée dans

I'aliment avant ingestion. Ce syndrome se manifeste principalement pendant une période de 6
a 24 heures et se manifeste des la premiere demi-heure et jusqu'aux 6 heures suivant
I'ingestion de lI'aliment contaminé. (Dierick et al., 2005), (Mahler et al., 1997), (Teyssou et
al., 1998).

2.4.2. Lesyndrome diarrhéique :
Dans l'intestin, des toxines sont synthétisées (Enterotoxines). Les premiers signes ne

surviennent généralement qu'au-dela de 6 heures apres I'ingestion, pour une durée de 12 a 24
heures. (Ceuppens et al., 2011), (Stenfors et al., 2008).

Les Entérotoxines qui sont reconnues comme responsable du syndrome diarrhéique sont
I'hnémolysine BL (HBL) I'Entérotoxines non hémolytique (NHE), la cytotoxine K (CytK) et
I’Entérotoxines T (BceT)(Agata et al., 1995), ( Hwang & Park, 2010), (Zhang et al., 2015).
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Figure 2: Description des 2 principaux syndromes présents lors d’intoxication alimentaire
liée au groupe B. cereus. (Hachfi., 2022).

2.4.2.1.1’hémolysine BL. (HBL)

L’Entérotoxines HBL est une toxine hémolytique, cytotoxique, dermonécrotique et elle
Entraine une augmentation de la perméabilité vasculaire (Beecher & Wong, 1997). 11 s’agit
de trois sous-unités constituent un complexe protéique, dont deux composants lytiques, L2 et
L1, codés respectivement par les génes hblC et hblD, et la protéine de liaison B, codée par le
gene hblA (Franziska et al., 2021).

2.4.2.2. L’Entérotoxines non hémolytique (NHE)

NHE se compose de trois protéines distinctes : NheA, NheB et NheC. Ces trois
composants travaillent ensemble pour induire son effet toxique. Le NHE est associé a des
maladies d’origine alimentaire caractérisée par des symptomes de diarrhée. Contrairement a

d’autres toxines, le NHE n’a aucune activité hémolytique (Lindba“ck et al., 2004).

2.4.2.3.Cytotoxine K (CytK)

La Cytotoxine-K est une toxine poreuse qui peut créer de petits trous dans les
membranes cellulaires, entrainant la mort cellulaire. Elle a été démontrée comme étant

capable de causer Des dommages aux cellules épithéliales intestinales, ce qui suggére son réle
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potentiel dans la pathogenése des infections a Bacillus cereus chez I’homme. (Gdoura et al.,
2019).
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Matériels et Méthodes

Cette étude a été réalisée entre février, et mai 2024.dans Le laboratoire pédagogique
de microbiologie du Département de Biologie de I'Université de Laghouat.

1 Etude de la prévalence de Bacillus cereus dans certains produits alimentaires
traditionnels

1.1. Description de la région d’échantillonnage

La région de Laghouat est située au sud de I'Algérie, a 400 km d'Alger. Sa superficie
est de 25 052 km2.

Sa population est de 520 188 personnes. Son climat est continental au nord-ouest, la
quantité de précipitations varie de 300 a 400 mm. Au centre et au sud de la région, le climat
est désertique et sec (précipitations moyennes de 150 mm). L'hiver est caractérise par du gel

blanc et I'été par de la chaleur et des tempétes de sable (Andi, 2013).

{ laghouat) &, = s

AR

Lagho_hat

Figure 3: Carte de surface représente les points des prélevements des échantillons (Google
Earth).
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2. Prélévement et transport des échantillons :

La recherche de Bacillus cereus dans différents types d'aliments traditionnels de la région

de Laghouat a été menée selon les étapes suivantes :

60 échantillons de Hermas, Mardoude, Couscous et Rouina ont été prélevés aupres

d'habitants de différentes régions de la wilaya de Laghouat.

Ces derniers avaient la liberté de collecter les échantillons, la plupart ayant été apportés

dans des sacs en plastique. Puis transférés directement au laboratoire pour 1’analyse.

Tableau 3: Nombre et répartition des échantillons prélevés dans chaque commune.

Endroit / Type Couscous Rouina Hermas Mardoude
d’aliments
Laghouat 1 1 1 1
Lkhneg 1 1 1 1
El Assafia 1 1 1 1
Ain madhi 1 1 1 1
Hassi R’mel 1 1 1 1
Hassi Delaa 1 1 1 1
Brida 1 1 1 1
Sidi Bouzid 1 1 1 1
Tedjmout 1 1 1 1
Aflou 1 1 1 1
Tarkalel 1 1 1 1
Taouiala 1 1 1 1
Oued m’Zi 1 1 1 1
El Ghaicha 1 1 1 1
B-B-Chohra 1 1 1 1
Total 60
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Figure 4: les Echantillons prélevés. (A : Mardoude/B: Rouina/C: Hermas/ D : Couscous).

2.1. Isolement et Dénombrement de Bacillus cereus

2.2.Milieu de culture
L’isolement a été réalisé sur le milieu Mossel complet, MYP (Mannitol egg-Yolk

polymyxin) qui est un milieu d’isolement sélectif de groupe Bacillus cereus. Les bactéries de
groupe B. cereus sont résistantes a la poly myxine, il est particulierement utilisé pour le
dénombrement de Bacillus cereus dans les produits alimentaires. (ISO 7932).

La recherche et I’isolement des souches de Bacillus cereus a été effectués selon les étapes

suivantes :
a. Lapréparation des échantillons et leurs dilutions

Les échantillons ont été ouverts dans une zone stérile (bec bunsen). A l'aide d'une spatule

stérile, une quantit¢ de 10 g d’échantillon a été¢ pesé et mélange avec 90 ml d'eau peptone

tamponnée. Puis agiter pour homogénéiser la solution. De cette facon, les dilutions 10-! ont
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été obtenus (la solution mére). Une série de dilutions décimales allant jusqu’a 10-3 était alors

réalisées dans 1’eau peptone tamponnée a partir de la suspension mere.

La recherche de Bacillus cereus a été réalisée par étalement de chaque dilution sur le milieu

Mossel complet. Les boites sont incubées a 30°C pendant 24 a 48 h.

Solution mére Les tubes de diluant

1m|i( 1ml 1( 1m|)\‘

9 ml 9ml 9ml
EPT M- EPT WL EPT
U

10-2 10-% 10-¢

W Incubation a 30 °C
\

J" de 24 H jusqu'a 48 H

Ensemencement en surface sur le milieu
mossel complet

Figure 5: Préparation des dilutions décimales et d’ensemencement du milieu Mossel complet.
b.isolement et dénombrement des B. cereus
Les colonies présumées B. cereus sont celles qui répondent aux critéres d’aspect

macroscopique recommandés dans la norme ISO 7932 (2005). Par conséquent, les colonies

présumées de B.cereus présentent les caractéristiques suivantes :

. Aspect rose rougeatre et I’absence de virage de couler de milieu di a non-dégradation
de mannitol.
. Un halo opaque entourant la cellule di a I'hydrolyse de la lécithine du jaune d'ceuf par

la 1écithinase produite par les cellules de Bacillus cereus.
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3. Confirmation de ’appartenance des souches au groupe B. cereus

Pour confirmer I'appartenance de Bacillus cereus, il y a plusieurs méthodes qui peuvent étre
utilisées, allant des techniques de microbiologie aux techniques biochimique, La confirmation

de I’appartenance consiste a réaliser :
3-1 Les examens microscopiques
a. L’examen a I’état frais

L'examen a I'état frais consiste a examiner des cellules bactériennes vivantes, ce qui permettra
de déterminer avec précision si l'espéce étudiée est mobile, 1’observation de la morphologie et

facilite I'identification rapide des éléments présents dans I'échantillon biologique.
b.Coloration au Bleu de méthyléne

Cette coloration est utile pour I'observation rapide des frottis mais elle ne permet que
d'étudier la morphologie des bactéries. Souvent, elle doit étre complétée par une coloration de

Gram. (Les bacteéries sont colorées en bleu sombre).
c.Coloration du Gram

La coloration de base en bactériologie appelée coloration différentielle, car elle est
utilisée pour distinguer et classer la plupart des bactéries en deux grands groupes (GRAM + /
GRAM -), en fonction de la composition de leur paroi cellulaire, et donc de leur capacité a

fixer ou non un colorant.

Aprés coloration, les bactéries Gram (+) deviennent violettes alors que les bactéries
Gram (-) apparaissent en rose.

Figure 6: Coloration du Gram des isolats obtenus.
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3.2.Tests biochimiques supplémentaires
a. Test catalase

Au contact d’une colonie isolée ou sur la pente d’une culture en gélose (Milieu Mossel)

déposer une goutte d’eau oxygénée H.O..Observer immédiatement.

. S’il y a une apparition de bulles d’air gazeux de dioxygene. = catalase +.
. Pas de bulles : catalase —

b. Test a hémolyse

En ce qui concerne la recherche de I'hémolysine, elle consiste a ensemencer par stries
une gélose nutritive a 5% du sang de Mouton défibrine. Par la suite, les cultures étaient
incubées a 30°C pendant 24h. Les colonies qui présentent une hémolyse positive se
distinguent par une zone de lyse claire, ce qui indique I'hnémolyse beta caractéristique des

especes de groupe Bacillus cereus. (Andersson et al., 2004).

4.  Etude de la température de croissance des isolats obtenus
Les isolats obtenus ont été ensemencé dans le milieu BHIB stérile a 1’aide des pipettes

pasteur stérile puis incubé a 4 températures différentes (6C°) pendent 7 jours et
(/25C°/30C°/45C°) pendant 24 heures.

Les isolats ont été incubés a 6°C pendant une semaine compléte.

Tableau 4: Températures et périodes d’incubation des isolates obtenus.

Les températures C° Périodes d’incubation (heures)
6 168
25 24
30 24
45 24
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Résultats et Discussions

1. Résultats de I’étude de la prévalence de Bacillus cereus dans certains aliments

traditionnels
1.1 Résultats de recherche et dénombrement de Bacillus cereus

L'étude a porté sur une sélection de 60 échantillonsen recherchant les cellules du groupe B.

cereus dans les aliments testés provenant de la région de Laghouat et de ses environs.

Fig7.Les échantillons des résultats positifs (A:CS,ASF /B:RN,HR/C:MD,SB).

La prévalence,le taux de contamination dans les aliments traditionnels testés sont présentés

dans les tableaux 04 et 05.

Tableau 5: la prévalence de Bacillus cereus dans les aliments traditionnels testés.

Aliments Le nombre Le nombre La
d’échantillons d’échantillons Prévalence

positifs (%)

Couscous 15 6 40

Rouina 15 9 60
Hermas 15 13 86.66
Mardoude 15 10 66.66
Total 60 38 63.33

Le nombre des
échantillons 60 19 31.66
>10*ufc/g
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A) Prévalence de Bacillus cereus dans les aliments obtenus

Sur I'ensemble des 60 échantillons analysés, 63,3 % (38 échantillons) contiennent B.

cereus.

Les prévalences obtenues montrent une variabilité significative entre les différents types
d'aliments traditionnels testés. Le couscous présente une prévalence faible de 40% comparées
aux autres, alors que le Mardoude et Rouina affichent des valeurs relativement faibles de
66,66% et 60% respectivamente, tandis que Hermas affiche la prévalence la plus élevé de
86,88%. Ces résultats indiquent des différences possibles dans les pratiques de préparation, de
stockage ou dans la nature intrinséque des aliments pouvant influencer la prolifération de B.

cereus.

La présence de B. cereus a été trouvée principalement a Hermas a raison de 86,6%, et c'est ce
que nous avons voulu comparer avec les résultats d’étude examinant les spores de Bacillus
cereus dans les graines de café, la prévalence de I’Hermas est trés élevée avec une

augmentation estimée a (22,6%) par rapport aux travaux rapportés par (Turner et al., 2005).

Cette diffusion est tres proche de celle rapporté par (Chandrakant et al., 2005) dans
lequel le la prévalence atteignait 88,29 % dans le riz américain, Cela représente un grand

danger en stimulant la production de toxines.

Cette contamination relativement élevée peut étre attribuée a une contamination des
matiéres premieres, comme montré par une étude précédente réalisée par (Thorsen et al.,
2009). lls indiquent que la présence de Bacillus cereus dans les aliments est principalement
due a la contamination initiale des matiéres premieres. De plus, une autre source de
contamination pourrait survenir lors du processus de séchage ou les aliments sont souvent
placés au sol et exposés a l'air libre et au soleil, augmentant ainsi le risque de contamination
microbienne. La Bacillus cereus est présent partout dans I'environnement et peuvent étre
retrouvés dans le sol a des concentrations pouvant atteindre 10° UFC/g. (Hendriksen et al.,
2006).

La présence de Bacillus cereus dans le Mardoude a été confirmé avec une prévalence de
66,66% C'est un résultat proche des résultats de I'étude de (Quintanilha et al., 2011) qui ont
rapporté a un taux de 56,7% de Bacillus cereus dans Le café torréfié.

On pense que la principale cause de contamination du produit est liée a la matiere

premiére, a savoir la semoule, qui était a l'origine des grains de blé cultivés sur des terres
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agricoles et exposes au sol et a toutes les conditions environnementales, ce qui contribue a

I'acquisition de Bacillus cereus.

Le matériau de base pour la préparation du produit est la semoule, a partir de laquelle
est également fabriqué le couscous, mais la méthode de préparation est un peu différente, ce
qui a été confirmé par (Ziane, 2015) concernant la présence de spores bactériennes dans le

couscous de semoule.

La deuxieme hypothese est due au processus de seéchage. Le produit préparé est
parfois exposé a la lumiére du soleil et a I'air pour accélérer le processus de séchage, ce qui

entrainera la possibilité d'acquérir un plus grand nombre de spores de Bacillus cereus.
En comparaison avec d'autres aliments séchés, (Tallent., 2012) a mentionné que :

Les aliments contaminés par B. cereus incluent les produits alimentaires secs et le riz cuit qui

ont été conservés a une température constante, favorisant ainsi la croissance de B. cereus.

Alors que Rouina arrive en troisieme position avec une prévalence allant jusqu'a 60%,
ce qui est relativement supérieur a ce que Hariram & Labbé ont trouvé en 2015 dans les
épices aux Etats-Unis, avec une estimation de 19% d'échantillons positifs représentant
Bacillus cereus, tandis que (Deniz & Cufaoglu, 2021) sur 31,5% des échantillons positifs

représentant Bacillus cereus dans les épices en Turquie.

La premiere hypothése serait la contamination du blé, puisqu'il s'agit de la matiére
premiere pour fabriquer la poudre de Rouina, en plus du fait que la température a laquelle le
Rouina sera torréfié pourrait étre insuffisante pour éliminer la Bacillus cereus en raison de sa

propriété de tolérance.

Les travaux de (Afchain et al., 2008) montrent que les spores de B. cereus sont
résistantes a la chaleur élevée et peuvent donc survivre méme aprés des processus de

décontamination de produits alimentaires tels que la pasteurisation.

En bas du classement se trouve le couscous, présentant une prévalence de 40 %, ce qui
est significativement plus élevé que les résultats obtenus par (Ziane., 2015) dans son étude
sur le couscous commercial, ou seulement 10 % des échantillons positifs contenaient du

Bacillus cereus.
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Une étude ultérieure menée par (Ziane, 2019) a confirmé la présence de bactéries
aérobies et la formation de spores dans la semoule de couscous. (Rogers, 1978) confirme
également la présence de Bacillus dans les pates alimentaires.

100

1
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Figure 8: La Prévalence des cellules de Bacillus cereus dans les aliments testés (%).

Nous remarquons que le Hermas occupe la premiere place parmi les aliments
contaminés par Bacillus cereus. En effet, cet aliment est le plus négligé en termes de soins de
préparation et de conditions de séchage. Comme nous l'avons mentionné précédemment,

toutes les étapes de sa préparation étaient susceptibles d'attirer les germes de Bacillus cereus.

Ensuite vient le Mardoude, dont la granulométrie 1égérement plus importante que celle
du couscous nécessite parfois une exposition au soleil et & l'air libre pour un séchage rapide.
De plus, son temps de séchage est plus long que celui du couscous en raison de son activité de

I'eau (Aw) élevée immédiatement apres la préparation.

Ensuite vient le Rouina qui est le moins contaminé car il n'y a pas de stations de
contamination par rapport aux autres aliments. Le premier point de contamination, comme est
la contamination des grains de blé qui étaient en contact avec le sol. Quant a la deuxieme
station, seul le dispositif de broyage des grains de blé entrainera une augmentation du
pourcentage de contamination par les spores de Bacillus cereus.
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Quant au couscous qui présentait un taux de contamination plus faible que les autres
aliments, du fait de la prise en compte de ses stations de fabrication.

B) - Taux de contamination des aliments obtenus:

Le tableau 5 expose les taux de contamination de différents aliments étudies par le Bacillus

cereus, avec des valeurs variant entre 1x10! UFC/g a 3x10® UFC/g dans ces aliments.

Tableau 6: Taux de contamination de B. cereus dans divers types d’aliments traditionnels
(CS: Couscous/ MD: Mardoude/ HM: Hermas/ RN:Rouina).

Aliments Région taux de contamination (UFC/g)
oM 1x10t
TY 1.2x102
Cs T 3.6x102
HD 7x103
SB 7x10t
ASF 3.2x10°
Lagh 1.6x107
TR 2.4x102
oM 1.4x107
MD AM 4.4x102
HR 2.3x102
AF 8x103
T 3x107
HD 7x103
SB 5.9x10
ASF 3x10°
GH 8x10t
BR 8.2x10*
oM 3x103
TY 5x10°
AM 1.1x10*
HR 6x10t
HM AF 3.1x107
KH 5.6x107
T 3x10¢
HD 2.1x104
SB 1.9x102
ASF 3.07x10°
BN 4.4x107
GH 4x10°
TR 7x10t
oM 1x103
AM 4x10°
RN HR 3x10°
T 8x103
HD 3.05x10°
SB 3.1x10°
ASF 1.7x107
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(GH : El Ghaicha/Lagh: Laghouat/TR: Tarkalel/ BR: Brida/OM: Oued M’Zi /TY:taouiala.
AM:Ain madhi/HR:Hassi R’mel/AF: Aflou/KH:LKhneg/ TJ:Tajmout/HD:Hassi Delaa.
SB: Sidi Bouzid/ASF: El Assafia/ BN: Bennaceur benchohra).

Le niveau de contamination dans le Hermas variait de 6x10" a 3x108UFC/g Il s'agit d'un
nombre important par rapport a ce que (Chevas et al., 2011), avec un taux de contamination
allant de : 1x10* a 1x10% UFC/g dans le café torréfié et sont similaires a ceux trouvés par

(Feijooet al., 1996), a des niveaux atteignant 1x10%ufc/g dans le café.

Alors que la contamination par les cellules de Bacillus cereus varie dans le Mardoude
entre : 2,4x10% a 3x107ufc/g, 11 s'agit d'un niveau plus élevé que ce que (Chandrakant et al.,
2005), avec un taux compris entre : 3.6-460 UFC/g dans le riz américaine,et sont éleves par
rapport a ceux trouvés par Gaoji et al en 2022 dans le riz brun, avec des taux variants entre
1.54 a4 2.59 log UFC/q.

Le niveau de contamination de Rouina se situe entre 7x10" a 1,7x107ufc/g Ce taux est
jugé élevé par rapport a ce que (Hariram & Labbé, 2015), ils ont obtenu dans les épices aux
Etats-Unis de 2x10? a 8.3x107ufc/g, etsont élevés par rapport a ce qu’ (Aksu et al ., 2000)
dans des épices et des herbes emballées & Istanbul, et ils se situent entre 1x102 a 3,2x103ufc/g.

Alors que le taux de contamination du couscous se situe entre 1x10* a 7x103 UFC/g Ce
taux est un peu similaire a ce que Ziane retrouvait en 2015 dans le couscous commercial de
1,2x10t a 3 x10t UFC/g,Ce niveau est considéré comme niveau faible par rapport a une autre
étude de (Ziane et al., en 2019), puisqu’il ont enregistré un taux de pollution estimé a
10°ufc/g dans le couscous.

En résumé, les résultats montrent que le couscous est I'aliment le moins contaminé
parmi ceux étudiés, tandis qu'Hermas présente le taux de contamination le plus élevé. La
Rouina et le Mardoude ont des niveaux de contamination intermédiaires, avec des valeurs

plus élevées enregistrees pour le Mardoude par rapport a la Rouina.
1.2 Caractérisation et confirmation de I’appartenance des isolats au groupe B. cereus

Le tableau 07 représente les résultats des tests confirmationll est montré comme suite:

Tous les échantillons étaient positifs aux tests de catalase et d'hémolyse, et nos résultats
sont cohérents avec ce que Bouali et al ont obtenus en 2016 dans une étude sur I'isolement de

Bacillus cereus du sol en Algérie, a savoir qu'un total de 36 échantillons était Gram positifs.
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Catalase positive. La présence de résultats positifs dans tous les échantillons augmente la
probabilité que les germes appartiennent au groupe Bacillus cereus.

Tableau 7: Resultats des tests de confirmations (Cs: couscous / MD: Mardoude /RN:
Rouina/ HM: Hermas).

L’échantillon/région TEST catalase TEST Coloration
Hémolyse de Gram
ASF, CS. + + +
ASF, MD. + + +
ASF, HM. + + +
ASF, RN. + + +
Lagh, MD. + + T
KH, MD. + + +
HD CS. + + +
AM, MD. + + +
TJ, HM. + + +
HD ,RN, + + +
SB, MD. + + +
HR’, RN. + + +
SB, RN. + + +
TR, MD. + + +
HD, MD. + + +
TJ, MD. + + +
TJ,RN + + +
ASF,RN + + +
ASF, RN. + + +
TJ, HM. + + +
ASF, CS. + + +
SB, MD. + + +
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Figure 9: observations microscopique (x100) d'isolat ASF, HM (A: a I'état frais, B: Au Bleu
de méthylene, C:Coloration de Gram).

Dans la plupart des isolats que nous avons trouvés, nous avons pu retrouver la forme des
cellules en forme de batonnet, et le mouvement (La mobilité) était également trés net dans la
plupart des échantillons du test de 1'état frais. C’est ce que (Bouali et al., 2016) ont également
découvert dans leur étude Tous les isolats étaient Gram positif, en forme de batonnet.
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Figure 10: Résultats du test a hémolyse. (A: TJ, HM; B: SB, RN; C: SB, MD).
(TJ: Tajmout; SB: Sidi-Bouzid); (HM: Hermas / RN: Rouina / MD: Mardoude).
Nos résultats concordent avec ceux trouvés par (Ehling-Schulz et al.,2005), indiquant que

certaines de leurs souches appartenant a Bacillus cereus étaient capables d'induire une activité

hémolytique, et ces mémes souches étaient également les plus toxiques.

1.2.1 Résultats de I’étude de la température de croissance des isolats obtenus
Le tableau 07 représente les résultats d'une étude sur la croissance des échantillons isolés a

quatre températures différentes qui se répartissent comme suit :
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Tableau 8: Resultats de la température de croissance. (Cs: Couscous / MD: Mardoude /RN:

Rouina/ HM: Hermas).

Echantillon

croissance a différente température

6C°

25C°

30C°

45C°

ASF, CS.

+

+

ASF, MD.

+

+

+

ASF, HM.

ASF, RN.

Lagh, MD.

KH, MD.

HD CS.

AM, MD.

TJ, HM.

HD ,RN,

SB, MD.

HR’, RN.

SB, RN.

TR, MD.

HD, MD.

TJ, MD.

TJ,RN

ASF,RN

ASF, RN.

TJ, HM.

ASF, CS.

SB, MD.

Les résultats indiquent que ce groupe d'isolats présente une capacité compléte a croitre et a

s'adapter a toutes les températures testées (6 °C, 25 °C, 30 °C, 45 °C).
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Les isolats de ce groupe montrent une capacité remarquable a s'adapter a des
températures variées, ce qui signifie qu'ils peuvent survivre et se développer dans une large
gamme d'environnements thermiques. Cette caractéristique est avantageuse pour leur survie
dans différents environnements et cela est connu sous le nom de capacité d'adaptation

thermique.

C’est inquiétant car la période de croissance était longue et les bactéries s’adaptaient a
toutes les températures. Cela nous rapprochera de la possibilité que les germes appartiennent
au groupe Bacillus cereus car la propriété de ce groupe peut s'adapter a toutes les conditions
environnementales, méme a la température élevée de 45 C° dans notre cas. Ce résultat est
similaire a celui de (Nateza et al., 2022) ont découvert que des souches isolées de poivre

blanc de Bogor poussent a une température de 51 C°.

Les isolats découverts par (Bouali et al., 2016) ont pu se développer dans une

plage limitée comprise entre 15 et 45 C°.

Ces résultats correspondent étroitement a ceux obtenus par (Choma et al., 2000)
concernant leur isolat Bacillus cereus TZ415 dans une étude ou elles ont réussi a se

développer dans une plage de température allant de 5°C a 45°C.
» Groupe aux résultats positifs et négatifs mixtes

Le groupe avec des résultats mixtes positifs et négatifs représente des résultats répartis
sur les quatre températures. Certains isolats ont réussi a se développer a des températures trés
basses (6°C) et a des températures appropriées (30°C), tandis que d'autres se sont développés
a 25 et 45°C.

> Le différentiel de croissance observé a differentes temperatures reflete une
diversite étendue au sein du groupe, indiquant une capacité d'adaptation a des environnements
varies.

> Les isolats capables de croitre a 6°C et a 30°C peuvent différer
physiologiquement ou génétiquement de ceux croissant a 25°C et a 45°C, ce qui indique une

variabilité genétique au sein du groupe.

Concernant la croissance a basse température 6 C°, nos résultats sont similaires a ce
obtenus par (Berthold et al., 2019), qui ont revélé que les souches isolées de divers aliments

sont capables de se développer a des températures comprises entre 6 ° C a 7 °C.
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Ces resultats sont identiques a ceux trouvés par (Foegeding & Berry, 1997) dans
des isolats de lait, ou ils ont constaté qu'ils peuvent se développer a des températures basses
comprises entre : 5 C° et 10 C°, bien qu'a basses températures, les isolats puissent se
développer clairement. . Cela signifie que les cellules de B. cereus présentes dans les aliments
peuvent se développer lorsqu'elles sont conservées au réfrigerateur a une température de 6 C°,
ce qui présente un risque pour la santé du consommateur, surtout si les niveaux de

contamination sont élevés.

C'est ce qui est préoccupant et considéré comme un modeéle de danger car les
souches qui se sont développées a ces températures sont capables de former des spores. C'est
ce qu'ont déemontré (Carlin et al., 2008), lorsqu'ils ont découvert que leurs isolats
appartenaient au groupe Bacillus cereus. Réalisé le processus de sporulation de maniére

optimale a des températures comprises entre 15°c et 37°c.
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Conclusion

Jusqu'a présent, la nutrition basée sur l'utilisation d'aliments traditionnels dans la
wilaya de Laghouat et ses environs recoit encore la plus grande part d'attention, et malgré le
développement des modes de consommation et la présence de tels aliments préts a I'emploi,
cela n'a pas été une raison pour que les gens s'abstiennent de les fabriquer et de les

consommer.

Nos résultats révélent des taux de prévalence variables de Bacillus cereus dans les
aliments traditionnels testés totalisant 63,33 %, avec le taux le plus élevé enregistré pour le
hermas a 86,66 %, suivi par le mardoude avec un taux de dispersion de 66,66 %, puis le

rouina a 60 %, et enfin le couscous avec un taux de 40 % ,

Nos résultats ont montré un taux de prévalence estimé a 63,33% par les germes du

groupe Bacillus cereus dans tous les aliments traditionnels.

La majorité des échantillons des aliments traditionnels (19/38) montraient un taux de
contamination qui dépasse le seuil de 10%ufc/g en représentant 33,66% des échantillons
analyses ,avec un taux de contamination trés élevée observer dans le Hermas de 3x10%ufc/g

,Ce qui constitue un risque potentiel pour la santé du consommateur .

Les résultats de I'étude des températures de croissance ont montré des résultats positifs
dans la majorité des échantillons, car ils formaient une large plage de croissance allant de 6°C
a 45°C. Ceci est considéré comme un aspect préoccupant, en particulier pour les isolats ayant
la capacité de se développer a 6°C, ce qui signifie qu'ils peuvent pousser a des températures

basses au réfrigérateur, ce qui menace la santé du consommateur.

L'étude biochimique des souches isolées pour confirmer leur appartenance aux
groupes et l'orientation en faveur de I'identification a été basée sur I'utilisation de lécithinase,

ainsi sur leurs propriétés tinctoriales (coloration de gram, Blue de méthylene).

En fin de compte, ces résultats suffisent a nous faire repenser en réorientant ces
recherches vers les aliments traditionnels, en particulier dans les zones qui consomment
fortement ces aliments, dans I'espoir de réduire l'incidence de telles maladies qui peuvent

entrainer des consequences indésirables.
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Milieux de culture et diluants

1. Milieu Mossel

Mossel de base

EXtrait de VIANAE........coooiiiie et 1lg
TIYPLONE et 109
SOIUM ChIOTIAE. ......iiieceece e e 109
D-MANNITOL ... 10¢g
ROUQGE dE PNRENOIE ... e 0.025¢g
F N0 L Vo - | TSP OPRPOPRRPPIN 15¢g

B D e 1L

Mossel complet

Milieu MOSSEI U8 DASE .....eeeveiieciieeeee et 180ml
Solution de polymyXine B ........cocoooiiieiieie e 2ml
Emulsion de jaune d'oeuf .............cooveviieeveeieeeeeieeeeeeeeee e 20ml

Fig. Milieu Mossel de base apres la répartition dans les flacons.
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Emulsion de jaune d’ceuf

e Prenez un ceuf et nettoyer la coquille avec de 1'eau stérile pour enlever toute saleté.

e Imbiber un coton avec de l'alcool et frotter-le sur la coquille pour la stériliser.

e C(Casser délicatement I'ceuf et Séparer le jaune d'ceuf du blanc, Placer le jaune d'ceuf
dans un bécher sterile.

e Mesurer le volume du jaune d'ceuf récupéré.

e Ajoutez quatre fois ce volume en eau distillée stérile. Par exemple, si vous avez 10 ml
de jaune d'ceuf, ajoutez 40 ml d'eau distillée stérile.

e Utilisez une pipette ou une seringue stérile pour mesurer et ajouter I'eau physiologie
stérile.

2. Gélose nutritive :

Extrait de vVIande.........o.oiiiiiitii e 15¢
Extrait de levure. ... . ..o 2g
PPN, ..o e 10g
Chlorure de SOQIUML. . ...ueei e 5¢g
AAT. . 1.5g
Bau distillé. .. ... 1L

3. Gélose au sang :

Gélose nutritive............. Sang du mouton.

4. BHIB :

| e} LA o0 c10) =) V7= | [T 17,59
Peptone pancréatique de gelatine............oouiiiiiiiiii i 10g
ChIOTUIE 08 SOUIUM........iiiiiitiitieie bbbttt ne b e 590
Phosphate dISOUIQUE ........ocveeiiiciie et e e e anes 2,5¢

GIUCOSE. ...ttt ete et et e ettt et e e et et et e e e e e aneeeenneeeenee i 28

pH du milieu:7,4+0,2 ..
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Annexe 2

Tests et Techniques :
1. Coloration au bleu de méthyléne :

Le bleu de méthylene (BM) est un colorant souvent utilisé en biologie. Il peut servir a colorer

des bactéries pour les visualiser au microscope. Il permet de renseigner sur :

- la forme des bactéries, la taille, le mode de regroupement.

% La Technique :

Realiser un frottis et le fixer.

Recouvrir la lame de bleu de méthyléne, pendant 1 a 2 minutes.
Rincer a I’cau distillée.

Sécher la lame.

NN

Observer a I’objectif x100 a I’immersion dans I’huile.

2. coloration du Gram :

La coloration de Gram est une méthode de coloration différentielle utilisée pour distinguer les
bactéries en deux grands groupes : les bactéries Gram-positives et Gram-négatives, en

fonction de la structure de leur paroi cellulaire.
Matériel nécessaire :

Lames etlamelles de microscope

Solution de cristal violet

Solution de lugol

Alcool décolorant (éthanol ou acétone)
Fuchsine basique

Bec Bunsen

Pipette

EPS
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Microscope
% La Technique
Préparation du frottis :
Prélevez une petite quantité de I'échantillon bactérien a I'aide d'une anse stérile.
Etalez I'échantillon en une fine couche sur une lame de microscope propre.

Fixez le frottis en passant la lame rapidement au-dessus de la flamme d'un bec Bunsen pour
tuer les bactéries et les faire adhérer a la lame. Laissez refroidir la lame.

1. Appliguez le cristal violet sur la lamelle et maintenez-la pendant 60 secondes. Lavez la

lamelle avec de I'eau.

2. Appliquez lugol sur la lamelle et maintenez-la pendant 60 secondes. Lavez la lamelle avec

de I'eau.

3. Appliquez de l'alcool éthylique 95 % sur la lamelle et maintenez-la pendant 5 a 10

secondes. Lavez la lamelle avec de I'eau.

4. Enfin, appliquez le fushine sur la lamelle et maintenez-la pendant 45 secondes. Lavez la

lamelle avec de I'eau.

Il est possible de remarquer que les bactéries Gram positif sont violettes, car le cristal violet
est bloqué dans leurs parois cellulaires épaisses, tandis que les bactéries Gram négatif sont

roses, car le cristal violet a traversé leurs fines parois cellulaires et les a recolorées de rose.

3. Le test de Catalase :

La catalase est une enzyme qui permet de décomposer le peroxyde d’hydrogene H202 selon

la réaction suivante :

H202 H20+02
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Observation :

Si des bulles d'oxygéne se forment rapidement (immédiatement ou en quelques secondes),

cela indique la présence de I'enzyme catalase, et le test est positif.

Si aucune bulle ne se forme, le test est négatif, indiquant I'absence de catalase.



