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La crevette est une denrée alimentaire riche en vitamines et minéraux, possede une
excellente valeur nutritive, elle a pris une grande importance dans 1’alimentation des divers

populations de la planéte.

En Algérie ce fruit de la mer est trés apprécié pour ses qualités gustatives. Cependant,
les prix affichés dans les commerces atteignent des seuils vertigineux. Face a cette situation,
les algériens se rabattent sur 1’achat de crevette congelée car, elle est disponible tout au long

de I’année et son prix est a la portée d’une part importante de la population.

Les crevettes congelées sont préparées a partir d’espéces appartenant aux familles
Penaeoidea, elles sont importées de différentes régions (d’Inde, les Etats-Unis, la Chine, le
Japon, la Thailande, du Vietnam....). Elles doivent étre traitées et conditionnées de maniére a
en maintenir la qualité pendant les opérations de transport et d’entreposage et a réduire au

minimum la déshydratation et I’oxydation ainsi que des contaminations.

Cependant, il est bien connu que les crevettes sont particulierement fragiles et s’altérent
tres rapidement, quand les commercants manipulent ce produit congelé, ils constituent la
source la plus fréquente de contamination, car, ils ne maintiennent pas un degré approprié
d’hygiene corporelle et ne prennent pas toutes les précautions nécessaires pour éviter la
contamination et la prolifération d’une flore microbienne qui provoque des intoxications

alimentaires et des toxi-infections nocives et parfois mortelles pour le consommateur.

Ce travail constitue le prolongement de 1’étude d’évaluation de la qualité microbiologique
des crustacés congelés (crevettes décortiquées) du PFE, il porte sur la recherche et parfois le
dénombrement des bactéries Gram positif susceptibles d’étre nocives et d’altérer la qualité de

la crevette congelée.
Les objectifs spécifiques sont:
v apprécier le niveau d’application d’hygiene au cours du circuit de transformation.

v rechercher les contaminants Gram positif tel que : Listeria monocytogene, les germes

sulfito-reducteurs, Staphylococcus aureus et d’entérocoques.
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CHAPITRE I : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Les crevettes décortiquées congelées :

La crevette est un petit crustacé qui vit dans les eaux chaudes ainsi que froides, trés
abondante en Méditerranée, possede une excellente valeur nutritive. Elle est riche en
vitamines et minéraux, dont la niacine, la vitamine B12, le phosphore et le sélénium, en plus

d’étre une excellente source de protéines de grande qualité (FAO, 2006).

Figure 01 : La crevette décortiquee

(www.bibilomer.fr).

2. Systématique : La crevette rouge appartiendrait a :
Régne : Animalia
Embranchement : Arthropoda
Classe : Crustacea
Sous classe : Eumalacostraca
Super ordre : Eucarida
Ordre : Décapoda
Super famille : Penaeoidea
Famille : Aristeidea

Genre : aristeus (RISSO, 1816).
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3. Congélation des crevettes :

Les crustaces sont des denrées périssables, afin de retarder I’apparition des phénoménes
d’altération et ralentir la multiplication des micro-organismes, ils sont soumis a un certain
procédés de conservation dont la conservation par le froid (congélation et surgélation)
(JOFFIN et JOFFIN, 2010).

Les crevettes congelées doivent étre préparées a partir de crevettes saines d’une qualité
qui leur permettre d’étre vendues a 1’état frais pour la consommation humaine
(CODEX.STAN, 1981).

3.1. Les étapes de la congeélation :

Les étapes conduisant aux crevettes congelées sont décrites dans le diagramme ci-dessous
(figure 02).

3.2. Qualitée microbiologique des crevettes :

Les crevettes congelées sont instables du point de vue microbiologique, et la
conservation au froid pourrait constituer une arme précieuse dans la bataille pour préserver la
qualité de cette denrée, mais, elle ne permet pas une inhibition compléte ou la destruction des
micro-organismes d’altérations ou pathogénes. Pour assurer la qualité des produits finis, il est
nécessaire d’éviter les risques de contaminations microbiologiques de la matiére premiére et

I’hygiéne de transformation (ANONYME I, 2011).
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Figure 02 : Diagramme de fabrication

(ABDOULAYE, 1997). Modifié.

de crevettes décortiquées congelées
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4. Microbiologie des crustaces :

La chair des poissons et des fruits de la mer sains, vivants ou fraichement péchés
est stérile, car le systeme immunitaire empéche les bactéries de se multiplier et de proliférer.
A la mort ce dernier s’effondre et les bactéries peuvent proliférer librement dans le mucus qui

recouvre la peau, les branchies et le tube digestif (ANONYME I, 1972).
Les sources de contamination sont diverses et peuvent étre réparties en deux groupes :

e Contamination primaire ou endogéne.

e Contamination secondaire ou exogene.

5. Présentation des germes recherchés :

5.1.  Listeria monocytogenes :

Listeria monocytogene est un bacille de Gram positif pouvant se regrouper en
palissades, aspourulé, parfois coccobacillaire, mobile, posséde une catalase mais dépourvu
d’oxydase (BOURJEOQIS et al, 1988). C’est une bactérie aéro-anaérobie facultative, se
développe mieux en présence d’une tension réduite en oxygene, tolere un pH allant de 5 a
9,6, capable de se multiplier a des basses températures. Elle est responsable de la listériose
humaine (DELARRAS, 2007).

5.1.1. Habitats :

Les listeria sont des bactéries ubiquistes trés largement repandues dans
I’environnement (les eaux, les sols et les végétaux), sont rencontrées dans le tube digestif de
nombreux animaux et dans les maticres fécales de ’homme. On les trouve dans les ensilages

et elles sont susceptibles de contaminer les aliments (GUIRAUD et ROSEC, 2004).

5.1.2. Mode de transsmission :

La plupart des cas de contamination résultent de I’ingestion d’aliments fortement

contaminés qui contiennent plus de 10° — 10° germe /g (GUIRAUD, 2003).
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5.1.3. Les principaux symptomes :

Le pouvoir pathogéene de Listeria monocytogenes est lié a la présence d’hémolysines
(Listériolysines O et B). Ce bacille est de type infectieux et se manifeste sous forme d’une
infection septicémique avec atteintes neurologiques (fievre, céphalées, vomissements,

pharyngite et méningite). Les cas mortels ne sont pas rares (GUIRAUG et ROSEC, 2004).
5.2.  Clostriduim Sulfito_reducteurs :

Les Clostriduim sont des bacilles Gram+, souvent de grande taille. Il s’agit de bactéries
telluriques, généralement mobiles, capable de sporuler. Ils sont catalase- et anaérobies strictes,
mésophiles et supportent des variations assez importantes de pH et de température
(GUIRAUD, 2003).

5.2.1. Réservoir :

Les Clostriduim Sulfito-reducteurs sont des hotes normaux de ’intestin, mais aussi trés
rependues dans la nature, saprophytes des sols ou ils conservent toute leur vitalité grace a
leurs spores résistantes. Ils se trouvent aussi dans les eaux, les sédiments aquatiques et les
matieres organiques en voie de putréfaction (GUIRAUD et ROSEC, 2004, DELARRAS,
2007).

5.2.2. Voies de transmissions:

% C. botulinum : L’homme peut se contaminer en consommant des conserves ou des
semi conserves des aliments mal préparé et des poissons contaminés (GUIRAUD et
ROSEC, 2004, DELARRAS, 2007).

4 C. sulfitoreducteurs sont souvent considérés comme témoins de pollution fécale
(RODIER, 1996).

* C. Perfringens : La bactérie est transmise par I’ingestion d’aliment contaminé
(DELARRAS, 2007).

5.2.3. Durée d’incubation : L’incubation est de durée variable, elle est de deux heures a
quelques jours (GUIRAUD, 2004).
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5.2.4. Les caractéres de ’intoxication :

Les toxi-infections a Clostriduim Perfringens représentent une grande proportion des
troubles d’origine alimentaire. Une charge microbienne au moins égale & 10° germes /g est
nécessaire pour déclencher la toxi-infection qui est provoquée par I’ingestion de la toxine
contenue dans les aliments, ce qui conduit a la germination des spores et le développement
bactérien si la température reste élevée (GUIRAUD, 2003).

5.2.5. Les principaux symptémes :

Les symptomes de la maladie sont des douleurs abdominales, une diarrhée, parfois des
vomissements et de la fiévre. Par ailleurs, C. Perfringens serait responsable d’un nombre non

négligeable d’appendicites, ainsi que de I’entérite nécrosante (GUIRAUD, 2003).

5.3.  Staphylococcus aureus :

Le groupe Staphylocoque est constitué de coques Gram+ groupés en amas (parfois en
tétrades), d’un diamétre d’environ un micron, immobiles, non sporulés et non capsulés, aéro-
anaérobies facultatifs, possedent une catalase, une oxydase et une couagulase. Ils produisent
des entérotoxines protéiques qui provoquent des toxi-infections alimentaires (BOURGEOQOIS,
1996, PRESCOTT et al, 2004).

5.3.1. Réservoir :

Le principal réservoir du germe est constitué par la peau et les muqueuses (en
particulier les narines) de 1’homme sain ou malade. On trouve 30 a 50% de porteurs sains
indemne de toute infection (GUIRAUD et ROSEC, 2004).

5.3.2. Mode de transmission :

La voie essentielle de transmission est manuelle. La pérennité de cette derniére est due
a une recontaminatoin rapide des mains a partir de réservoir nasal. Le portage intestinal est
assez fréquent (GUIRAUD et ROSEC, 2004).

5.3.3. Durée d’incubation : La période d’incubation est de courte durée : 1 a 8 heures,
rarement 18 heures (PRESCOTT et al, 2004).
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5.3.4. Symptoémes : Les symptomes de 1’intoxication sont varies :
-nausées suivies des vomissements ;

- douleurs abdominales ;
-chute de tension artérielle ;
-hyper mobilité intestinale.

La maladie est rarement mortelle et les troubles sont de courte durée (1 a 2 jours) (GUIRAUD
et ROSEC, 2004).

5.4. Les Entérocoques :

Il s’agit de coques Gram+, asporulés, immobiles généralement groupés en paires et
surtout en chaines de longueurs variables et dépourvus de la catalase. Ce sont des germes
anaérobies facultatifs, ils se développent bien a 37°C, mais tolerent des températures (10°C —
45°C), un pH de 9.6 et poussent en présence de 6.5 % Nacl (GUIRAUD, 2003). lls présentent

une hémolyse a, B et y et qui appartiennent au groupe sérologique D.
5.4.1. Habitats :

Les entérocoques sont des germes ubiquistes, saprophytes du sol, des eaux douces et

marines, qui vivent en commensaux dans ’intestin de I’homme et des animaux (DELARRAS,

2007).
5.4.2. Mode de transmission :

La transmission est due a la consommation des aliments contaminés (viandes, eau,
patisseries) (GUIRAUD et ROSEC, 2004).

5.4.3. Dose infectante : La dose infectante est forte (10° — 10 cellules).

Les toxi-infections a entérocoques sont tres rares, elles provoquent des douleurs abdominales
et une diarrhée (GUIRAUD et ROSEC, 2004).
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1. Cadre de ’étude :

La recherche des germes (contaminants Gram positif) a été effectuée au laboratoire de

microbiologie de ’ENSSMAL. Elle s’est déroulée du 05 mai au 15 juillet, et a porté sur cing

échantillons de crevettes décortiquées congelées achetées dans des différents points de vente

chez les détaillants (commercialisant les produits congelés viandes, légumes et poissons).

La décongélation se fait lentement a 4°C au réfrigérateur.

2. Méthodes d’analyse microbiologiques :

L’analyse microbiologique est basée sur la recherche et parfois le dénombrement des

contaminants Gram positif dans la chair des crevettes décortiquées congelées

2.1.

2.3.

préparation de la suspension mere :

Faire sortir les crevettes décortiquées dans leur sachet aseptiquement devant un
bec Bunsen.

Prélever et peser 25 g de la chair a 1’aide d’une cuillére stérile (la pese se fait
avec une balance (OHAUS®) de précision 0.01g).

Broyer la chair & I’aide d’un robot mixeur (WARING Commercial®) stérile en
ajoutant le diluant choisi jusqu’a I’obtention d’un mélange homogéne ainsi on

obtient la suspension mére ou la dilution 10™ (BARTHE et al, 2007).

Préparation des dilutions :

Prendre 3 tubes stériles numérotés de 1 a 3 contenant chacun 9 ml de diluant
approprié.

Prélever 1ml de la suspension mere a 1’aide d’une micropipette et ’introduire
dans 9 ml de diluant (tube N°1) et on obtient la dilution 10™.

On opére de la méme maniére jusqu’a I’obtention de la dilution 10 (BARTHE

et al, 2007).
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3. Recherche des germes:

3.1.Recherche de Listeria monocytogenes (GUIRAUD et ROSEC, 2004).

+ Mode opératoire :

-Préparer la suspension mere dans 1’eau peptonée tamponnée en réalisant une
dilution au 1/10, la laisser reposer a 20°C + 2°C pendant 1h + 5 min pour la

revivification des bactéries stressées.

- Réaliser les dilutions nécessaires et étaler 0.1 ml de la suspension meére et les

dilutions sur la gélose Columbia additionnée de 5% de sang humain frais.
-Incuber a 37°C pendant 24-48h.
+ Lecture:

Les Listeria donnent des Colonies bleu- gris, p-hémolytiques sur gélose Columbia
au sang. La B-hémolyse se traduit par une zone claire facilement visible entourant les
colonies (KISMOUNE, 2009).

+« Confirmation :
Confirmer I’identité de 5 colonies suspectes par :

e Isolement des colonies sur gélose Columbia au sang.
e Coloration de Gram (Gram +).
e Test de la catalase (catalase+).

e Test de ’oxydase (oxydase-).

3
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Préparation de la
suspension mere

Préparat;on dses diluaions :
10,10 et10

(25g de la chaire+
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peptonée tamponnée)

Gélose Columbia au sang

>3 Incubation a 37°
24- 48h

Lectur (‘

Colonies bleu-gris,
B-hémolytiques

Figure 03 : Technique de la recherche de Listeria monocytogenes (GUIRAUD
et ROSEC, 2004).
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3.2. Recherche de C. perfringens et des anaérobies sulfito-réducteurs
(JOFFIN et JOFFIN, 2010).

+ Mode opératoire :
-Prélever 1ml de la suspension mere et les dilutions décimales et les déposer au fond des
tubes a essali,
-Placer ces derniers dans un bain-Marie a 80°C pendant 10 minutes pour éliminer toutes les
formes végétatives,
-Refroidir immédiatement les tubes sous I'eau de robinet (faisant un choc thermique),
-Ajouter 15 ml de la gélose viande-foie en surfusion additionnée des additifs sulfites de
sodium et alun de fer (20 gouttes pour chacun des additifs),
- Mélanger doucement sans provoquer des bulles d’air,
-Ajouter une couche de paraffine stérile pour créer I’anaérobiose
-Laisser solidifier puis incuber a 37°C pour les sulfito-réducteurs et a 44°C pour C.

perfringens pendant 72h.

+ Lecture:

Apparition des colonies noires.

j
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tamponnée) \
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Ajouter 15 ml de la gélose viande-foie additionnée de sulfite de sodium et d’alun de fer.
Aiouter une couche de naraffine stérile.

Incubation a 44°C pendant 24 a ¢ £ N er;3<:hubationI a 37‘;]E_Zt{:)¢a_nq§ntt24 a
48h pour C.perfrinaens. N {} v pour les sulfitto-reducteurs.

Lecture
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Figure 04 : Technique de la recherche des C. perfringens et des germes anaérobies sulfito-
réducteurs (JOFFIN et JOFFIN, 2010).

3
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3.3. Recherche et dénombrement de Staphylococcus aureus

+ Mode opératoire :
-La recherche de Staphylococcus aureus se fait sur la gélose de Baird-Parker au jaune d'ceuf et
au tellurite de potassium.
-Le milieu est ensemencé en surface avec 0,1 ml de la suspension mere et les dilutions.
L'inoculum est ensuite étalé a I'aide d'un rateau en verre.
-L'incubation se fait a 37°C pendant 48h.

+ Lecture:

Les colonies de Staphylococcus aureus apparaissent sur le milieu Baird-Parker, noires
(réduction du tellurite en tellure), bombées, rondes et entourées d'un halo d'éclaircissement di
a la protéolyse des protéines du jaune d’ceuf et, éventuellement, un liseré blanc opaque
(précipitation des acides gras produits par la Iécithinase qui hydrolyse la Iécithine du jaune
d’ceuf).

+ Confirmation :
Les colonies noires suspectées, entourées d’un halo clair doivent subir des tests de
confirmation qui consistent en :

v Une coloration de Gram (Gram+).

v" Un test de la catalase (catalase +).

v Un test d’oxydase (oxydase+).

v' Un test de la coagulase (coagulase+).
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CHAPITRE Il :

Matériel et méthodes

Préparation de la
suspension mere (259
de la chaire+ 225ml
d’eau peptonée
tamponnée)

Préparation des
-2 -3
dilutions : 10 , 10
-4
et 10

Colonies noires,
bombées, rondes,
entourées d'un halo
d'éclaircissement et un
liseré blanc opaque

1ml Iml Iml

7 =
-1 L
10 -3 4 [

10 10
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0,1ml 10,1ml
Gélose Baird Parker
| ecture * 37°C - 24 2 48h

Figure 05 : Technique de la recherche des Staphylocccus aureus

(JOFFIN et JOFFIN, 2010).
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CHAPITRE 11 : Matériel et méthodes

3.4. Recherche des entérocoques (GUIRAUD et ROSEC, 2004).).

La technique de la recherche des entérocoques est basée sur la succession d’un milieu sélectif
présomptif et d’un milieu sélectif confirmatif.

%+ Le milieu présomptif est le milieu de Roth
Prendre trois tubes contenant le milieu Roth double concentration et ajouter 10 ml de la
suspension mere.
- Ensemencer 1ml pour chacune des dilutions dans trois tubes de Roth simple concentration.
-Incuber les tubes ensemencés a 37°C pendant 24 heures.

Un développement positif se manifeste par un trouble.

% Le test confirmatif
Les tubes incriminés sont repiqués sur le milieu liquide de Litsky a I’azide et a 1’éthyl violet.
Apres 24 a2 48 h d’incubation a 37°C, la présence d’entérocoques se manifeste par apparition

d’un trouble et éventuellement d’une pastille violette au fond de tube.
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CHAPITRE 11 : Matériel et méthodes

Préparation de la
suspension mere (259 de
la chaire+ 225ml d’eau
peptonée tamponnée)

A NN

H
\ } \ }
- |
Roth D/C (10ml) ' Roth S/C (10ml)
Incubation a 37°C pendant 24h

Trouble de milieu.
Aucun
changement

Réaction positive Réaction négative
_—

Figure 06: Technique de la recherche des entérocoques par la méthode NPP :
Test présomptif (DELARRAS, 2007).
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CHAPITRE 11 : Matériel et méthodes

T
—
= Pour chaque tube positif
sur milieu de Roth
-
—
05 goulttes e
—
—
Bouillon Eva Litsky 10ml -
=
pa—
. 0
Incubation 37 C- 24h
= =
= =
Réaction positive
- -
Trouble + pastille Aucun
violette au fond du tube changement
- o —
Réaction négative
Présence des entérocoques
-

Figure 07: Technique de la recherche des entérocoques par la méthode NPP :
Test confirmatif (DELARRAS, 2007).
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CHAPITRE 11 : Matériel et méthodes

4. Techniques d’identification bactérienne :
4.1. Technique de coloration de Gram :

Elle permet de mieux observer les détails morphologiques des cellules bactériennes et

d’orienter I’analyse d’un produit ou I’identification d’une bactérie (Gram+ou Gram-)

(DELARRAS, 2007).
% Préparation du frottis :
-Poser une goutte d’eau sur une lame propre.
-Prélever un fragment d’une colonie bactérienne bien isolée et I’étaler sur la lame.
-Secher en approchant la lame de 20 a 25 cm au- dessous de la flamme.

% Fixation :
-Tenir la lame avec une pince et la passer trois fois a la flamme. Cette étape consiste a tuer
les bactéries, a rendre les membranes plus perméables, a fixer les structures sans les altérer et

a faire adhérer le frottis a la lame.

« Coloration de Gram :

Coloration primaire :

-couvrir la lame de violet de gentiane et laisser agir 2min. Jeter ’excés de colorant.
Mordancage :
-Egoutter sans rincer et faire deux bains de lugol dont chacun dure 45sec.

Décoloration :

-Egoutter et plonger la lame dans 1’alcool 96°durant 30 secondes.
-Rincer doucement et abondamment a 1’eau distillée.

Coloration secondaire :

-Recolorer les germes et décolorer avec la fuchsine pendant 2 min.

-Laver a I’eau distillée et sécher la lame au-dessus de la flamme.
% Observation au microscope : Observer a I’objectif a immersion (G 100x10).

-Les bactéries colorées en violet sont les bactéries Gram-+.

-Les bactéries colorées en rose sont les bactéries Gram-.
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CHAPITRE 11 : Matériel et méthodes

4.2. Recherche de la catalase :

La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobies strictes et

anaérobies facultatives. Elle décompose 1’eau oxygénée formée, en eau et en oxygene qui

se dégage (DELARRAS, 2007).

+ Mode opératoire :
-Prendre une lame porte objet propre. Déposer sur celle-ci une goutte d’eau oxygénée a 10
volumes et prélever une parcelle de la colonie suspecte bien isolée a 1’aide d’une pipette

Pasteur stérile et émulsionner un peu cette derniére.

+ Résultats :
-Le dégagement de bulles de gaz indique la présence de la catalase : test catalase+.

Pas de réaction : catalase-
4.3. Recherche de I’oxydase :

L’oxydase est une enzyme présente dans certaines chaines respiratoires
cytochromiques bactériennes. La recherche de cette enzyme est utile dans le diagnostic
des bactéries a Gram négatif (DELARRAS, 2007).

+ Mode opératoire :
-Déposer sur une lame propre un disque (OX) et I’imbiber avec une goutte d’eau distillée
stérile ou d’eau physiologique stérile. Prélever une partie de la colonie a étudier a ’aide

d’une pipette Pasteur boutonnée stérile et 1’étaler sur le disque.

+ Résultat :

-Une coloration violette foncée apparait immédiatement sur le disque ou en quelques
secondes puis vire au noir : Oxydase+

-La coloration n’est pas modifiée dans le cas contraire.
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CHAPITRE 11 : Matériel et méthodes

4.4. Recherche de la coagulase:

Ce test sert a déterminer si la bactérie est capable de coaguler le plasma du lapin par
I’action de 1’enzyme coagulase. Il est destiné a la recherche du pouvoir pathogene de

staphylococcus aureus.

+ Mode opératoire :

Mettre dans un tube & hémolyse stérile 0,5 ml de plasma du lapin et une colonie suspecte
Incuber a 37°C pendant 24h.

4+ Résultats:

Coagulation du plasma avec prise en masse totale, aprés une demi-heure ou avant la

24°™ heure indique que le germe produit une coagulase (DELARRS, 2007).
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PARTIE Il : RESULTATS ET DISCUSSIONS

L’¢étude a portée sur la recherche des principaux germes Gram positif impliqués dans
les intoxications alimentaires. Les résultats obtenus ont été comparé aux normes Algériennes
en vigueur (JORA, 1998).

L’objectif est de protéger le consommateur de toute contamination qui pourrait nuire

a sa santé.

1. Recherche de Listeria monocytogenes :

Le dénombrement de Listeria monocytogenes a été effectué sur la gélose colombia
additionnee du sang humain, les résultats d’analyses microbiologiques figurées dans le
tableau 01, montrent la présence des colonies bleue-gris hémolytiques dans le premier
échantillon, mais I’absence du germe était confirmée apreés une coloration de Gram. En
revanche, dans le deuxiéme, troisieme, quatrieme et le cinquieme échantillon on a noté
I’absence des colonies caractéristiques de Listéria monocytogenes, ce qui confirme 1’absence
du germe. En comparant nos résultats aux normes décrites dans le (journal officiel de la
république algérienne, 1998), qui exigent I’absence de Listéria monocytogenes dans 25g de la
chair, les crevettes sont de qualité satisfaisante. Les résultats obtenus peuvent s’expliquer par
le respect de la chaine du froid durant I’entreposage et la commercialisation, les bonnes
pratiques d’hygienes et la désinfection des installations et des équipements au cours de

transformation et la salubrité de la zone d’élevage.
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PARTIE Il :

RESULTATS ET DISCUSSIONS

Tableau 01 : Résultats de la recherche de Listeria monocytogenes :

c
§ Observation macroscopique Coloration de Observation
€
S Gram
ey
0
(1) | Colonies bleu-gris et B-hémolyse sur la gélose
Colombia au sang Coques Gram+
Absence de Listeria
monocytogenes
(2) | Absence de colonies caractéristiques
: /
Absence de Listeria
monocytogenes
(3) | Absence de colonies caractéristiques
/
Absence de Listeria
monocytogenes
(4) | Absence de colonies caractéristiques
= / Absence de Listeria
monocytogenes
(5) | Absence de colonies caractéristiques
/ Absence de Listeria

monocytogenes
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PARTIE Il : RESULTATS ET DISCUSSIONS

2. Recherche des C. perfringens et des anaérobies sulfito-réducteurs.

Les bactéries du genre Clostridium sont caractérisées par une thermo résistance.
Elles sont considérées comme des germes de contamination pour 1’appréciation de
I’application de I’hygiéne. Les résultats du tableau 02 n’ont pas révélés la présence du
germe dans I’échantillon (1), (2), (4) et (5). Ceci pourrait s’expliquer par la maitrise de la
contamination tellurique lors des traitements de transformation par le respect des bonnes
pratiques d’hygiénes. Tandis que la présence de colonies noires caractéristiques dans le
troisieme échantillon indique la présence des Clostridium sulfito-reducteurs. Cela serait
di probablement a une contamination par des aliments souillés au cours du circuit de la

transformation.
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PARTIE Il : RESULTATS ET DISCUSSIONS

Tableau 02 : Résultats de la recherche de C. perfringens et des anaérobies sulfito-réducteurs.

é Observation macroscopique Observation
I
(1) | Absence de colonies caractéristiques
-Absence des anaérobies
sulfito-reducteurs.
-Absence de C. perfringens.
(2) Absence de colonies caractéristiques
' -Absence des anaérobies
sulfito-réducteurs.
-Absence de C. perfringens.
(3) -Présence des anaérobies
sulfito-réducteurs.
-Absence de C. perfringens.
(4)
-Absence des anaérobies
sulfito-réducteurs.
- Absence de C. perfringens.
(5)

-Absence des anaérobies

sulfito-réducteurs.

- Absence de C. perfringens.
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PARTIE Il : RESULTATS ET DISCUSSIONS

3. Recherche et dénombrement de staphylococcus aureus :

Les ensemencements réaliseés sur la gélose de Baird-Parker au jaune d’ceuf et au
tellurite de potassium des cing échantillons, ont donnés les résultats regroupés dans le tableau
03. Il ressort que tous les échantillons ont des colonies noires, bombées, rondes et entourées
d’un halo d éclaircissement di a la protéolyse des protéines du jaune d’ceuf. La coloration de
Gram, le test de I’oxydase, de la catalase et de la coagulase ont fait 1’objet d’une confirmation
de la présence du germe dans les crevettes congelées. Signalons que dans le premier, le
deuxiéme, le quatrieme et le cinquiéme échantillon, le nombre de germes était supérieur a
celui précisé dans le JORA (1998), ce résultat nous permit de qualifier les crevettes d’une
mauvaise qualité microbiologique, cela peut étre justifiée par une contamination par le
personnel au cours de la chaine de fabrication et au moment de la derniére distribution du fait
que les emballages qui normalement constituent une barriere protectrice contre les
contaminations, étaient ouverts . Alors que le troisieme échantillon était satisfaisant, cela d0 a

une limitation de la contamination par les manipulateurs
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PARTIE Il :

RESULTATS ET DISCUSSIONS

Tableau 03 : Résultats de la recherche de Staphylococcus aureus :

Norme
é Observation Confirmation | Nombre | Algérienne | Observation
E macroscopique de (JORA,
0 UFC /g 1998)
(01) | Colonies noires, brillantes
entourées d’un halo clair Coques Gram+ Présence de
Catalase+ | 2.16.10° 10° Staphylococc
Oxydase+ us aureus
Coagulase+
(02) | Colonies noires, brillantes Présence de
entourées d’un halo clair Coques Gram+ Staphylococc
Catalase+ 2.1.10° 10 us aureus
Oxydase+
Coagulase+
(03) | Colonies noires, brillantes Présence de
entourées d’un halo clair Coques Gram+ Staphylococc
Catalase+ 28.6 10 us aureus
Oxydase+
Coagulase+
(04) | Colonies noires, brillantes
entourées d’un halo clair Coques Gram+ Présence de
Catalase+ 1.8.10° 10° Staphylococc
Oxydase+ us aureus
Coagulase+
(05) | Colonies noires, brillantes
entourées d’un halo clair Coques Gram+ Présence de
- Catalase+ 1.3.10 10° Staphylococc
Oxydase+ us aureus
Coagulase+
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PARTIE Il : RESULTATS ET DISCUSSIONS

4. Recherche des entérocoques :

Selon DELARRAS (2007), les entérocoques sont recherchés en tant qu’indicateurs de
contaminations fécales transmis essentiellement par les eaux et les aliments. Le tableau 04
représente les résultats de la recherche du germe. Il montre que les cing échantillons sont
contaminés par cette bactérie. Ces résultats permettent de qualifier les crevettes d’une
mauvaise qualité microbiologique, cela est di a la contamination de la matiere premiére par
des germes existants dans le milieu naturel ou d’¢élevage et aussi par 1’eau utilisée pour le

lavage lors des traitements au cours des procédeés de fabrication.
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PARTIE Il :

RESULTATS ET DISCUSSIONS

Tableau 04 : Résultats de la recherche des entérocoques.

Observation macroscopique

Confirmation sur gélose bile

a esculine

Observation

E Echantill

Trouble de milieu et formation d’une

pastille violette dans le milieu Eva Litsky.

Colonies translucides entourées

d’un halo noir.

Présence des

entérocoques

(02) | Trouble de milieu et formation d’une Colonies translucides entourées
pastille violette dans le milieu Eva Litsky. | d’un halo noir.
Présence des
entérocoques
(03) | Trouble de milieu et formation d’une Colonies translucides entourées
pastille violette dans le milieu Eva Litsky. | d’un halo noir.
' Présence des
entérocoques
(04) | Trouble de milieu et formation d’une Colonies translucides entourées
pastille violette dans le milieu Eva Litsky. | d’un halo noir.
Présence des
entérocoques
(05) | Trouble de milieu et formation d’une Colonies translucides entourées

pastille violette dans le milieu Eva Litsky

d’un halo noir.

Présence des

entérocoques

E






La chair du poisson et fruits de la mer est une denrée trés périssable (riche en eau et

en éléments nutritifs) favorable a la prolifération de la microflore d’altération et/ou pathogéne.

Nous avons entrepris cette étude qui consiste a évaluer la qualité microbiologique des

crevettes décortiquées congelées vendues sur le marché local, pour deux raisons essentielles:

- Lacrevette congelée peut étre stockée assez longtemps et éventuellement soumise a
des ruptures de la chaine du froid (accidentelle ou intentionnelle).

- Les commercants manipulant le poisson ne respectent pas les regles élémentaires
d’hygiéne.

Ces deux facteurs concourent a favoriser I’altérabilité¢ de ce produit déja naturellement

trés sensible.

D’apreés les résultats obtenus dans les cing échantillons, on a noté :
e la présence de Staphylococcus aureus, les anaérobies sulfito-réducteurs et les
entérocoques,

e [’absence totale de Listeria monocytogenes.

Apreés avoir comparé nos résultats aux normes Algériennes (JORA, 1998) les cinq
échantillons étaient de qualité insatisfaisante contenu de la présence de
Staphylococcus aureus, les anaérobies sulfito-réducteurs et les entérocoques. Cela dénote du
non-respect des reégles d’hygiéne au niveau du circuit de la transformation et de la

commercialisation (vendeur aux mains sales et négligent, sachets ouverts.....).

Ces résultats sont en accord avec ceux de HOBBS(1982) qui stipule que ’'Homme
constitue la source la plus importante des contaminations exogene des denrées alimentaires

d’origine animale.
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Recommandations :

Afin de limiter la contamination et la prolifération des germes dans les aliments

congelés et protéger le consommateur des intoxications alimentaires, quelques actions doivent

étre menées par les vendeurs, les consommateurs et les autorités.
+ Vendeurs :

L’hygiene corporelle et vestimentaire est obligatoire.

Il est recommandé de bien se laver les mains apres avoir manipulé des aliments a
risques (ceufs, viandes crues, le poulet).

Il est recommandé de nettoyer soigneusement le plan de travail ayant servi aux
préparations de ces aliments a risques.

Les manipulateurs de denrées alimentaires présentant des lésions cutanées doivent étre
exclus de la manipulation des denrées non conditionnées et/ou emballées, tant que les
Iésions ne sont pas correctement couvertes

Le respect de la chaine du froid est capital.

Veiller a la fermeture des emballages.

Il est nécessaire de respecter les consignes de conservation au froid et les dates limites
de consommation.

Une désinfection réguliére des chambres froides et des congélateurs qui constituent un
véritable ecosysteme favorable au développement des psychrotrophes.

Consommateurs:

Le lavage des mains avant et apres la manipulation des crevettes est nécessaire.
Veiller a la fermeture des emballages.

Ne jamais recongelé les crevettes apres sa décongélation.

Lire toujours les dates limite de conservation avant d’acheter le produit.

Il est nécessaire de bien cuire a cceur les aliments (70°C pendant 1 a 2 minutes)
consommeés par les jeunes enfants et les personnes agées.

Désinfection des réfrigérateurs et des congélateurs.
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+ Autorités :

e Organiser des journées de formation et de sensibilisation destinés a toute personne
intervenant dans le circuit des produits alimentaires périssables,

e Penser a la création d’écoles professionnelles destinées aux personnels travaillant
dans les métiers de la bouche.

e Creer ou redynamiser les comités citoyens pour la protection du consommateur.
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Annexe I:

Milieux de culture et réactifs

1. Technique de préparation d’un milieu de culture

La préparation classique d’un milieu de culture passe par les étapes suivantes :

e La lecture et interprétation de la formule de préparation.

e Rassembler les différents constituants.

e Lapesée.

e Dissolution avec ajustement du volume exacte.

e Ajustement du pH.
e La filtration c’est facultatif.

e La répartition.

La stérilisation des milieux de culture se fait a I’autoclave 121°C pendant 15 minutes,

120°C pendant 20 minutes (Pour les milieux stérilisables).

2. Composition des milieux de culture et réactifs :

Formules indiquées en gramme par litre d'eau distillée

Eau peptonée tamponnée (E.P.T)

Formule :

- Mélange de peptones.........

- Chlorure de

- sodium

- Di-sodium hydrogénophosphate..............c.ooiiriiniiiiiiiiiii e,

- Dihydrogénophosphate de potassium.............ooouveiniiniinieiiiiiineenenenen.

Autoclaver 20 minutes a120°C.

PH final= 7,23 250C

.



Bouillon de Litsky (bouillon a I’azide et a 1’éthyl-violet)

Formule :
S PEPIONE. . e 20
e € 1 1870 T 5
- Chlorure de SOdiUML. ........ouiitiii e 5
- Phosphates dipotassique..........c.ouiiriiiiitii e 2,7
- Phosphate monopotassiqQUE. ......c.evveuiitiiie et 2,7
= AZIde e SOAIUML. .. et 0,3
= B Y- VIOLt. o 0.5

Répartir en tubes a essais (10 ml). Autoclaver 20 minutes a 115°C (GUIRAUD, 2003).

Bouillon de Roth

Formule :
S PPN, .. 20
TGOS et 5
- Chlorure de SOdiUML. ... ..ottt 5
- Phosphates bipotassiqUe. .......ooueviuiiiii it 2,7
- Phosphate monopotasSIqQUE. .......c.vvvuiiitiii it 2,7
- AZIde de SOAIUML. ... .ot 0,2

Répartir en tubes a essais (10 ml). Autoclaver 20 minutes a 115°C (GUIRAUD, 2003).

Gélose Bile- esculine

Formule :
= PeptONe tryPSIQUE. ...ttt 17
- Peptone pepsique de Viande...........ooiiiiiiiiii e 3
= EXIAIT OB LOVUIC. ...t 5

.



= BIlE e DU . .o 10

= Chlorure de SOAIUIML. . ... .ueue e e 5

= BSCUIING ..o e 1

- Citrate de fer ammoniacal....... ...ttt 0,5

= AZIde de SOAIUIML. ....u e 0.15

S 1) 0T 13
pH=7

Autoclaver a 120°C pendant 15 minutes.

Gélose Columbia

Formule :
- Peptone (MEIANEE).....oviit it 23
S AN, L e 1
= ChIOrure de SOIUML. ........iuiei e 5
m GI0SE . Lt 10

PH=3.7a25°C
Autoclaver 15 min a 120°C. Ajouter aseptiqguement 5% de sang défibriné stérile (Guiraud,
2003).

Mode d’action :
= Les peptones qui entrent dans la composition du milieu favorisent I’excellente croissance
des colonies.
= L’extrait de levure est une source du complexe vitaminique B.
= L’amidon est un détoxifiant, également source d’énergie.
= Le sang humain défibriné, qui est rajouté au milieu, favorise la détection des réactions
hémolytiques (a ou B-hémolytique), (ANONYME 2, 2010).

.



Gélose Baird-Parker

Formule:
- Mélange de peptones. .. .....c.ouiniiriniiii e 15,0
- Extrait de vIande. ..o 5,0
- EXtrait de leVure. ..o 2,0
- Pyruvate de soditm............oiiniiiiiii 7,5
= GIYCINE. 7,5
- Chlorure de Hthium. .. ..ot e 3,0
= GeloSE A (RM 10). ., 17,0

PH=6,8a 25°C.

Autoclaver a 121C° pendant 15 minutes.

Préparation : ajouter aseptiquement le supplément Baird-Parker: Emulsion de jaune d'ceuf au
tellurite de potassium a 1% (50 ml) (GUIRAUD, 2003).

Mode d’action :
- Le tellurite de potassium, réduit en tellure métallique noir par les staphylocoques,
produit des colonies noires.
- Le jaune d’oeuf contient des lipoprotéines qui peuvent étre hydrolysées par des
lipoprotéinase en produisant un halo d’éclaircissement au jaune d’oeuf autour des
colonies ; apres 48h d’incubation, une opacification peut apparaitre dans le halo,

traduisant 1’action d’une 1écithinae (DELARRAS, 2007).

Gélose Viande-foie :

Formule :

m BaASE VIANAE-T0ME. . o oot 30

-



AMIAON. . . 2

Sulfite de SOAIUML. ....ouinei e 2.5

1S N T ) P 0.5

N . 1 11
PH=7.7+0.1a25°C

Autoclaver a 121°C pendant 15 minutes.

Mode d’action :

L’amidon favorise la germination des spores, alors que le glucose sert de source de
carbone et d’énergie.
Les sulfites de sodium, source de soufre pour les bactéries sulfito-réductrices est réduit

en sulfure de fer noir en présence des sels de fer.

Fuchsine de Ziehel

FuchsSine basique. .........ovuiiinii i 1
Alcool éthylique 2 900. ... ...t 10 ml
Phenol. ... 5
Eau distill€e....... ..o 100 ml

Doit étre utilisée diluer au 1/15 pour la coloration de Gram.

Lugol
Lo, . 1
Todure de potassIUML........c.oiiniii e e 2
Eau distillé. ... ..o 300 ml

Violet de gentiane. ... .. ..ot 1
Ethanol @ 000, ... .. 10 ml
Phénol.. ... 2
Bau distillée. ... ..o 100 ml

.



Annexe Il :

(Journal Officiel De La République Algéerienne N°35, 27 mai 1998).
Arrété interministériel du 25 Ramadhan 1418 correspondant au 24 janvier 1998
modifiant et complétant I’arrété du 14 Safar 1415 correspondant au 23 juillet 1994

relatif aux spécifications microbiologiques de certaines denrées alimentaires (les crevettes).

TABLEAU
CRITERES MICROBIOLOGIQUES DES CRUSTACES
Crevettes entiers, cuits, réfrigérés ou congelés = = =

- Germes aérobies 4 30° C 5 3 108

- Coliformes fécaux 5 3 10

- Staphylococcus aureus S 3 10?

- Clostridium sulfito-reducteurs > 3 2

5
- Salmonella / 0 absence
- Listeria monocytogenes / absence
Crevettes crus

- Germes aérobies a 30° C 5 3 5.10°
- Coliformes fécaux 5 3 10°
- Staphylococcus aureus 5 3 10
- Streptocoques fécaux 5 3 10°
- Salmonella 5 0 10°
- Listeria 4 0 absence

s
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