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Introduction générale

1

Introduction générale

La restauration collective est une activité de service de préparations et de

consommations alimentaires pour la plupart de la population travaillant pendant la journée ou

loin de son domicile. De ce fait cette activité nécessite des aliments salubres, de bonne qualité

nutritive et servis dans des bonnes conditions d'hygiène. Ils doivent faire l'objet d'une

réglementation stricte visant à respecter l’ensemble des mesures prises par l’établissement

pour assurer l’hygiène et la sécurité sanitaire des aliments et notamment d’éviter la survenue

de toxi-infections alimentaire collectives (TIAC)(MEKHANCHA et al., 2015).

Toute suspicion de TIAC est considérée comme une urgence, et ce, afin d’enrayer

rapidement sa diffusion. Sa notification à l’autorité sanitaire permet de déclencher une

enquête épidémiologique. La symptomatologie consiste, en général, en des douleurs

épigastriques et abdominales, des vomissements et surtout une diarrhée avec selles fréquentes

dont on peut rapporter la cause à une contamination par un micro-organisme ou une toxine.

En Algérie les TIAC constituent un sérieux problème de santé publique, tout au long

de l’année, avec des impacts considérables sur le plan économique (BACHA, 2015).

Comme solution à ces nombreux inconvénients, il peut être proposé le recours à des

produits naturels ; ces produits issus de la médecine traditionnelle sont moins chères et sans

effets indésirables.

En Algérie, les plantes sont très souvent utilisées en médicine traditionnelle, cette

utilisation ne suit pas des règles précises et ne tient pas compte des nouvelles nécessitées de la

thérapeutique actuelle. Ainsi, beaucoup d’études se sont intéressées à l’étude de ces plantes

dans le but de rechercher des substances actives et d’identifier leurs modes d’actions.

C’est dans ce but que s’inscrit notre travail qui consiste à évaluer le risque de toxi-

infection alimentaire collective avec des plats cuisinés servis dans des restaurations

collectives et d’évaluer l’effet antibactérien de certains extraits de plantes médicinales

(Pistacia lentisque L., Myrtus communis, Olea europea subsp europae var. sylvestris) très

utilisées par la population locale. Une variété d’algue filamenteuse a aussi était testée dans la

même optique.
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Les objectifs de notre étude peuvent être résumés comme suit :

 L’analyse bactériologique de plats cuisinés prélevés de sites de restauration

collective au niveau de la wilaya d’Alger, avec l’identification des souches

pathogènes et l’étude de leurs sensibilités aux antibiotiques.

 La préparation d’extraits à partir de quatre types de végétaux récoltés dans la wilaya

de Tizi-Ouzou. Les végétaux utilisés sont trois arbustes fourragers de la zone humide

du nord algérien (Pistacia lentisque L., Myrtus communis, Olea europea subsp

europae var. sylvestris), elles sont très utilisées en médecines traditionnelles comme

désinfectants, antiseptiques, pour le traitement de l’hypertension et plusieurs types de

maladies infectieuses comme la diarrhée et la dysenterie, et une variété d’algue verte

filamenteuse.

 L’étude de l’activité antibactérienne des extraits végétaux préparés sur quatre

souches bactériennes réputées pour êtres responsables de toxi-infections alimentaires

collectives.
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1-Généralités sur la restauration collective

La restauration collective est une activité de service de préparations et de

consommations alimentaires hors du cadre domestique (MEKHANCHA et al., 2015) destinée

à un groupe de convives réunis dans un même lieu pour manger les mêmes types d'aliments

(FAO, 2000). Ce genre de restauration à caractère social ne laisse au consommateur qu'un

choix limité d’aliments à consommer (CODEX ALIMENTARIUS, 1993).

1-1-Classification

La restauration collective se divise en trois secteurs principaux :

 L’enseignement : En Algérie, il y a plus de 2,5 millions d’écoliers potentiellement

concernés par les cantines scolaires et plus de 1,3 millions d’étudiants sur les campus

universitaires (MEKHANCHA et al., 2015). La restauration scolaire (RS) est une forme

de restauration sociale. Elle a pour mission de fournir des repas pour tous les élèves. Les

restaurants scolaires ne proposent qu’un seul repas : le déjeuner, c’est le repas le plus

important de la journée car il doit couvrir 35 à 40 % de l’apport énergétique journalier

(YAGOUBI-BENATALLAH et al., 2016).

D’après l’arrêté interministériel du 4 novembre 1995, chaque étudiant, résidant

ou non résidant, peut bénéficier d’un repas au niveau de la restauration universitaire en

présentant une carte d’étudiant ou de résidant. Les restaurations universitaires se

répartissent sur les organismes de l’enseignement supérieur et des résidences

universitaires (JOURNAL OFFICIEL, 1995).

 Le travail : en Algérie, le monde du travail rassemble 11 millions de personnes actives

réparties dans des administrations et des entreprises (MEKHANCHA et al., 2015).

 La santé et le social (restauration hospitalière, maison de retraite, établissements

pénitentiaires, casernes, etc.) : Ces établissements doivent assurer la distribution d’un

petit déjeuner, d’un déjeuner et d’un dîner 365 jours par an (MEKHANCHA et al.,

2015).

1-2-Importance de la restauration collective

La restauration collective constitue :

-Une source de satisfaction des besoins alimentaires des populations des grandes villes ;
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-Une source de création d’emplois ; travailleurs saisonniers, travail à temps partiel,

professionnels intervenant dans le contrôle de la qualité et de la sécurité des aliments, etc.

(DIALLO, 2010);

-Un marché important pour les opérateurs du secteur agroalimentaire avec une clientèle

considérable en ville ;

-La restauration collective se caractérise par un prix du repas facturé aux convives inférieures

à l’offre commerciale des restaurants avoisinants (RIMBAUD et al., 2017).

2-Généralités sur les plats cuisinés à restaurations collectives

Selon le code CAC/RCP 39-1993 du codex Alimentarius, un plat cuisiné est une

préparation culinaire cuite ; gardée chaude ou réchauffée ou précuite ; aliments cuits,

rapidement refroidis et conservés réfrigérés ou congelés, dont la consommation est la même, soit

dans le temps, soit dans l’espace.

Les plats cuisinés conservés par la chaleur doivent être placés dès la fin de la cuisson

dans des récipients à des températures supérieures à 65°C.

Les plats cuisinés conservés par le froid sont refroidis (après préparation et

conditionnement) à 10°C en un délai maximum de 2 heures. Dès la fin du refroidissement, le

stockage se fait par la réfrigération (0°C à 3°C) ou la mise en congélation ou surgélation

(inférieure ou égale à -18°C) (COMMISSION DU CODEX ALIMENTARIUS, 1999).

2-1-Facteurs socio-économiques

De nombreux facteurs économiques et sociaux imposent la restauration collective du

fait de l’éloignement du cadre familial (MEKHANCHA et al., 2015).

Les cantines scolaires ont pour objectif de contribuer à la dynamique de

développement de l’éducation en favorisant l’égalité des chances, le maintien des enfants à

l’école, la démocratisation de l’école, l’amélioration des taux d’inscription et la lutte contre

les carences nutritionnelles chez ceux-ci (RIMBAUD et al., 2017). En effet, les repas chauds

proposés au sein des différentes cantines sont diversifiés (présence de tous les groupes

d’aliments) mais peu variées ; il s’agit du même plan alimentaire ; dont le groupe des produits

amylacés occupe la première place dans la ration proposée, du même budget alloué et du

même marché (YAGOUBI-BENATALLAH et al., 2016).
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2-2-Satisfaction des besoins nutritionnels

Les besoins nutritionnels expriment la quantité de nutriment, de micronutriment et

d'énergie qui permet de couvrir les besoins nets en tenant compte de la quantité réellement

absorbée (SCHLIENGER, 2014).

Une étude récente réalisée en Algérie dans le domaine de la restauration collective

montre que les apports nutritionnels des repas scolaires en énergie et en fer sont satisfaisants

et couvrent 40 % des apports nutritionnels conseillés pour les consommateurs. Cependant

ceux en protéines et en lipides sont en excès et ceux en calcium et vitamine A sont très

faibles. Il est possible d’améliorer les offres en proposant plus de produits laitiers, de fruits et

légumes (YAGOUBI-BENATALLAH et al., 2016).

2-3-Les conditions hygiéniques liées à la préparation des plats cuisinés au niveau de la

restauration collective

Le restaurateur doit veiller à faire respecter un certain nombre de règles d’hygiène. Il

est, en effet, tenu d’assurer au consommateur une sécurité maximale quant à la qualité du

produit et l’absence de risque pour la santé (AMAT-ROSE, 1997).

Le système HACCP (Hazard Analysis Critical Control Point) regroupe toutes les

données et les documents concernant la politique de sécurité des aliments dans le service de

restauration (BLANC et DAUBE, 2006). Cette méthode est décrite en sept étapes dans le

codex Alimentarius :

 Reconnaître les dangers et apprécier leurs gravités et les risques correspondants

Ceci est réalisé par recours à la méthode des 5 M ou diagramme d’Ishikawa qui permet de

rechercher, méthodologiquement, les causes d’une contamination et de prolifération

microbienne et de proposer des mesures préventives (BOUTOU, 2008 ; BOUTOU, 2014):

 Main d’œuvre : Afin d’éviter la contamination des denrées alimentaires par le

personnel qui est porteur de germes (tenues, hygiène corporel) (BOUTOU, 2014).

 Milieu : Tous les locaux faisant partie de l’unité de restauration doivent être bien

entretenus, faciles à nettoyer et à désinfecter (BOUTOU, 2008).

 Matériel : Les surfaces des équipements dans la zone où les denrées alimentaires sont

manipulées, et particulièrement celles en contact avec les denrées alimentaires, doivent

être bien entretenues, faciles à nettoyer et à désinfecter (BOUTOU, 2014).

 Matière première : Toute denrée alimentaire doit être sans danger pour le

consommateur et pour cela il faut éliminer tout aliment altéré (odeur, couleur ou
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texture) et tout aliment pouvant avoir été contaminé par des microorganismes

(BOUTOU, 2008).

 Méthode : Entre chaque étape de la préparation des plats cuisinés, un nettoyage et une

désinfection sont indispensables afin d’éviter les contaminations croisées (BOUTOU,

2008).

 Déterminer les points critiques pour les maîtriser

Cette action de prévention est déterminante et essentielle pour prévenir, éliminer ou

ramener à un niveau acceptable un danger menaçant la sécurité de l'aliment (BOUTOU,

2008).

 Déterminer les critères d’observation

Le respect des limites critiques permet donc de s’assurer que le point critique de

contrôle est maîtrisé. A l’inverse, le dépassement de cette limite entraîne la mise en œuvre de

mesures correctrices (BLANC et DAUBE, 2006).

 Surveiller les points critiques pour les maîtriser

La surveillance des points critiques permet d’identifier une situation non maîtrisée et

de fournir l’assurance de la sécurité du produit (BLANC et DAUBE, 2006 ; BOUTOU, 2014).

 Prendre des mesures correctives quand la surveillance révèle que les critères ne sont

pas respectés

Les mesures correctives permettent l’élimination immédiate du danger par la gestion

ou la correction de la non-conformité (BOUTOU, 2014).

 Vérifier que le système fonctionne comme prévu

La mise en œuvre de la vérification entraîne la validation des limites critiques

existantes ou la détermination de nouvelles limites critiques nécessaires à l’amélioration du

système HACCP (BLANC et DAUBE, 2006 ; BOUTOU, 2014).

 Enregistrer les données

La tenue de registres d'enregistrement est indispensable à l'application rigoureuse du

système HACCP et à sa fiabilité (BOUTOU, 2014).
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La sécurité tout au long de la chaîne de production alimentaire est d’une grande

importance pour le maintien de la qualité hygiénique des aliments préparés et servis au niveau

des restaurants collectifs, tout en empêchant la multiplication des microorganismes qu'ils

renferment (moisissures, levures, bactéries, virus) et essayant d'en ajouter le moins possible

(BOBHATE et al., 2011).

D’après l’arrêté du 21 décembre 2009, les exploitants doivent conserver des plats

témoins à la disposition exclusive des agents chargés du contrôle officiel. Ces plats témoins

sont des échantillons représentatifs des différents plats distribués aux consommateurs et

clairement identifiés. Ils doivent être conservés pendant au moins cinq jours en froid positif

(0-3 °C) après la dernière présentation au consommateur (JOURNEL OFFICIEL).

1-Les principaux flores et germes des plats cuisinés

1-1-Germes d’altération

Certains microorganismes sont responsables des modifications d’aspect, de texture, de

consistance ou de flaveur de la denrée alimentaire et de la diminution de la valeur nutritive de

l’aliment due à la destruction des molécules nutritives (comme des acides aminés essentiels),

ainsi que de la diminution de la durée de conservation (JOFFIN et JOFFIN, 2010).

1-1-1-Le genre Pseudomonas

Les bactéries du genre Pseudomonas sont des bacilles à Gram négatif, droits ou

incurvés, mobiles par ciliature polaire, aérobies stricts et Psychrotrophes (CAVALLO et

MERENS, 2008). Elles sont considérées comme des agents d’altérations des aliments et

possèdent la meilleure capacité de développement au froid. Elles présentent une activité

significative jusqu’à une température de +2°C (BORNERT, 2000).

1-1-2-Les entérobactéries psychrotrophes

Les entérobactéries psychrotrophes appartiennent principalement aux genres

Enterobacter, Serratia et Hafnia. Ce sont des bacilles à Gram négatif, aéro-anaérobies

facultatifs. On peut citer, comme exemples, les espèces Enterobacter cloacae, Serratia

marcescens, Serratia liquefaciens et Hafnia alvei. Certaines souches présentent une

température minimale de croissance inférieure à 0°C (BORNERT, 2000).
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Elles sont responsables de :

 pigmentation anormale : c’est le cas de la pigmentation rose produite par Sarratia,

 formation d’un film visqueux ou irisé,

 dégagement gazeux anormaux d’indole ou d’amines responsables d’odeur désagréable,

 viscosité anormale : c’est le cas de la gélification par des bactéries capsulées ou de la

production de dextrane à partir du saccharose (JOFFIN et JOFFIN, 2010).

1-1-3-Les levures

Une levure est un champignon unicellulaire responsable de l’altération de la qualité

organoleptique des aliments, elle se développe à un pH optimal de 4 à 5, des températures

optimales de 25 à 35°C et une activité de l’eau (aw) faible. Des températures fortement

négatives (< - 18°C) inhibent le développement des levures.

1-1-4-Les moisissures

Les moisissures sont des champignons microscopiques hétérotrophes, saprophytes et

aérobies strictes. Elles se développent jusqu’à des températures < - 5° C dans des milieux

légèrement acides. L’augmentation de la température entraîne leurs accélérations pour la

dégradation des aliments (FLORENCE et al., 2005). Elles surviennent le plus souvent sur des

fruits ou de la viande créant des couches blanches recouvrant les aliments concernés avec

dégagement d’odeur de moisi (JOFFIN et JOFFIN, 2010).

1-2-Indicateurs d’hygiène

On appelle une flore indicatrice une flore dont leur présence révèle la forte probabilité

d’une contamination particulière, elle est reconnue comme indice d’une mauvaise qualité

générale et d’un non-respect des bonnes pratiques (GUIRAUD et ROSEC, 2004). Il s’agit,

généralement, de la flore mésophile aérobie.

D’après BOURGEOIS et LEVEAU (1996), même s'il n'y a pas de corrélation directe

entre le nombre de mésophiles et le nombre de pathogènes, il est constaté que le nombre de

pathogènes ne se manifeste que pour une flore totale élevée (il est rare que le nombre de

mésophiles soit inférieur à 105 dans des aliments suspectés d'être responsables d'intoxication

alimentaire). De même la flore totale renseigne sur la qualité organoleptique et la durée

prévisible de conservation ; l'altération n'apparaît que pour une flore totale de l'ordre de 106 à

108 germes par gramme (GUIRAUD et GALZY, 2005).
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1-3-Germes pathogènes

Selon GUIRAUD (2000), une toxi-infection alimentaire (T.I.A.) est une infection

contractée à la suite de l’ingestion d’un aliment contaminé par certains agents infectieux ou

par leurs toxines. En effet, dans certains cas, la pathologie n’est pas due à la prolifération d’un

microorganisme dans l’aliment mais à l’ingestion d’une toxine sécrétée par la bactérie et

préformée dans l’aliment avant son ingestion ; on parle alors d’intoxination (JOFFIN et

JOFFIN, 2010).

1-3-1-Les principaux germes responsables des toxi-infections alimentaires

1-3-1-1-Salmonella

Le genre des Salmonella est de la famille des Enterobacteriaceae. Ce sont des bacilles

à Gram négatif, aéro-anaérobie facultatif, lactose-, β-galactosidase-, Uréase-, indole-, H2S+,

citrate+ (BOUVET, 2010 ; GUIRAUD et ROSEC, 2004).

Deux espèces sont reconnues êtres responsable des toxi-infections alimentaires

Salmonella enterica la plus fréquente comportant six sous-espèces (enterica, salamae,

arizonae, diarizonae, houtenae, indica), et Salmonella bongori (BOUVET, 2003).

 Maladie et symptômes causés par les salmonelles

D’après DROMIGNY (2012), la salmonellose alimentaire n’est habituellement

souvent pas mortelle, mais elle entraîne souvent une hospitalisation : annuellement, environ

15 000 cas de salmonellose aux Etats-Unis exigent une hospitalisation, et plus de 400 décès se

produisent.

La dose infectieuse varie en fonction de la souche de Salmonella ingérée, elle est de

l’ordre de 105 à 107 (DROMIGNY, 2012).

Les signes cliniques d’une salmonellose appariassent dans la majorité des cas de 12 à

14 heures après l’ingestion du plat contaminé. Les signes cliniques au début sont progressifs ;

une gastro-entérite fébrile avec diarrhée, vomissements, crampes abdominales avec

éventuellement des nausées et des céphalées, ils sont accompagnés de fièvre élevée qui se

prolonge pendant trois ou quatre jours (JOURNAL OFFICIEL, 1996 ; BOUVET, 2010 ;

DROMIGNY, 2012). Après guérison clinique, un certain nombre de patients peut continuer à

excréter des Salmonella dans les selles de façon intermittente et pour une courte durée (8 à 20

semaines selon l’âge) (BOUVET, 2010).
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 Plats cuisinés incriminés

La contamination des plats cuisinés par les Salmonella est le reflet d’une

contamination des matières premières d’origine animale (DROMIGNY, 2012).

Pour certains sérovars de Salmonella (S. Typhimurium tout particulièrement), la viande

hachée de bœuf insuffisamment cuite est une source bien documentée d’infection. La

contamination a lieu lors de l’abattage de l’animal à partir du contenu intestinal, le hachage

d’une viande contaminée redistribue les germes à l’intérieur de la matière première. Des

erreurs dans les pratiques de préparation et de conservation (chaîne du froid ou du chaud)

facilitent par ailleurs la prolifération du germe et seule une cuisson à cœur pourra éliminer

tout risque (BOUVET, 2010).

L’association entre l’augmentation des infections par Salmonella enteritidis et la

consommation des plats cuisinés à base d’œufs crus ou insuffisamment cuits est très

clairement démontrée (BOUVET, 2006). Contrairement aux autres salmonelles qui ne sont

retrouvées qu’en contamination de surface de la coquille de l’œuf, Salmonella enteritidis peut

être isolée dans le contenu d’un œuf intact (transmission verticale par voie trans-ovarienne)

(BOUVET, 2010 ; DROMIGNY, 2012).

1-3-1-2-Clostridium perfringens

Clostridium perfringens est un bacille anaérobie, à coloration Gram+, sporulé,

relativement thermophile (croissance à 46°C) et thermorésistant (BOUVET, 2010 ;

GUIRAUD et ROSEC, 2004). Il est largement distribué dans l’environnement et

fréquemment dans l’intestin de l’Homme et de beaucoup d’animaux domestiques et sauvages

avec des concentrations faibles (102 à 103 spores/g) (DROMIGNY, 2012). Les formes

végétatives sont détruites à partir de 85°C (BOUVET, 2010).

 Maladies et symptômes causés par Clostridium perfringens

Dans un aliment cuit, la destruction des spores n’a pas lieu. Si la conservation ensuite

n’est pas faite correctement, il y a germination et les bacilles anaérobies stricts peuvent se

multiplier abondamment dans le milieu anaérobie. Un réchauffage insuffisant laisse intacts les

bacilles et la toxine (JOFFIN et JOFFIN, 2010).

La toxine et la forme végétative sont détruites dans l’estomac tandis que les spores

passent sans encombre dans l’intestin. Après germination, les bacilles formés se multiplient et

produisent, en sporulant à nouveau, une entérotoxine de 35 kDa capable de provoquer sur les
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entérocytes la formation de pores au niveau de l’iléon et déclenche ainsi une diarrhée

(JOFFIN et JOFFIN, 2010 ; DROMIGNY, 2012).

Les maladies dues à Clostridium perfringens sont rarement mortelles (DROMIGNY,

2012). L’intoxication se manifeste par une diarrhée et des douleurs abdominales ; la fièvre et

les vomissements sont rares avec évolution favorable en 24 heures (BOUVET, 2010). Le

Clostridium perfringens de type A est responsable des toxi-infections alimentaires collectives,

alors que les souches de type C peuvent provoquer l’entérocolite nécrosante qui est une

maladie plus grave mais plus rare (DROMIGNY, 2012).

Les toxi-infections par Clostridium perfringens sont déclenchées pour une charge

microbienne au moins égale à 108 germes/g (GUIRAUD et ROSEC, 2004).

 Plats cuisinés incriminés

On trouve généralement des plats cuisinés notamment en sauce, des viandes cuites la

veille conservée durant la nuit dans de mauvaises conditions et insuffisamment réchauffées au

moment du service, très souvent en restauration collective (JOURNAL OFFICIEL, 1996).

1-3-1-3-Campylobacter

Le Campylobacter est un bacille à Gram négatif, microaérophile, de forme spiralée, en

S ou incurvée (MESSAOUD et al., 2013). Le genre Campylobacter comprend 17 espèces et 9

sous-espèces qui sont très répandues dans l’intestin des animaux, en particulier celui des

volailles (GUIRAUD et ROSEC, 2004). Les espèces les plus fréquemment rencontrées en

pathologie humaine sont C. jejuni et C. coli (BOUVET, 2010).

 Maladies et symptômes causés par Campylobacter

Campylobacter jejuni est l’espèce responsable de plus de 85% des

campylobactérioses. La dose minimale infectieuse étant considérée comme basse, quelques

dizaines à quelques centaines de cellules suffisent à provoquer la maladie (MESSAOUD

et al., 2013).

Une période d’incubation de 24 à 72 h de Campylobacter jejuni provoque la

campylobactériose. Celle-ci se caractérise par des manifestations intestinales apparaitrent

durant une semaine en moyenne. Les premier signes cliniques sont une fièvre associée à une

faiblesse générale et à des céphalées, puis apparaissent des nausées et/ou des vomissements,

des crampes abdominales (pouvant évoquer une appendicite aiguë) et une diarrhée, d’abord
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aqueuse et profuse, qui peut devenir muqueuse, sanglante et purulente (BOUVET, 2010 ;

MESSAOUD et al, 2013).

La pathogénicité est liée au pouvoir invasif et aux activités enzymatiques cytotoxiques

(GUIRAUD et ROSEC, 2004). Cette espèce produit deux entérotoxines ; une thermostable et

une thermolabiles, et une cytotoxine impliquée dans les symptômes de diarrhée hémorragique

(GUIRAUD, 2000).

 Plats cuisinés incriminés

L’origine alimentaire de l’infection à Campylobacter est fréquente ; il s’agit de

volailles ou de viande rouge insuffisamment cuites (BOUVET, 2010). Certains gestes

effectués lors de la préparation des denrées en cuisine sont fréquemment à l’origine de

transferts de contamination, notamment l’utilisation du même matériel pour les volailles crues

et cuites (MESSAOUD et al., 2013).

De plus, il a été démontré que Campylobacter est capable de survivre plusieurs heures

sur des surfaces et ustensiles en inox et que les éponges servant au nettoyage des surfaces

pouvaient également être des sources de contamination (MESSAOUD et al., 2013).

1-3-1-4-Listeria

Listeria est une bactérie à Gram positif, non sporulée, aéro-anaérobie et catalase

positive (BOUVET, 2010). Les Listeria sont des bactéries très répandues dans

l’environnement, capable de se multiplier à des températures comprises entre 3 à 45 °C, et de

survivre à la congélation et à une gamme de pH comprise entre 4,4 et 9,6. Les Listeria sont

particulièrement tolérantes au sel, puisqu’une croissance est enregistrée en présence de

concentration en NaCl supérieure à 12% (MARTIN et al., 2003 ; JACQUET, 2006).

 Maladies et symptômes causés par Listeria

La listériose est l’une des infections d’origine alimentaire les plus graves avec une

mortalité élevée (30%) (DROMIGNY, 2012). Une évaluation des risques démontre que la

plupart des cas de listériose sont attribuables à de grands nombres de Listeria monocytogenes

dans les aliments (MARTIN et al., 2003).

La dose minimale infectieuse par Listeria monocytogenes peut varier de 103 à 104

UFC/g mais cette valeur devient plus basse lorsqu’il s’agit d’individus immunodéprimés ou

de patients présentant une acidité gastrique réduite (DROMIGNY, 2012).
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L’infection par Listeria monocytogenes se manifeste par un syndrome invasif ; les

cellules ingérées pénètrent le tissu intestinal et sont absorbées par les cellules phagocytaires

du système immunitaire où elles survivent et se multiplient puis se déplacent dans tous

l’organisme de l’hôte par l’intermédiaire du sang et du système lymphatique (DROMIGNY,

2012). Ce type d’infection se produit habituellement chez des personnes dont le système

immunitaire est affaibli (personnes âgées, personnes immunodéprimées ; femmes enceintes,

fœtus et nouveau-nés) (MARTIN et al., 2003).

L’infection par Listeria monocytogenes se manifeste généralement par un syndrome

grippal, de la diarrhée, des vomissements, une bactériémie et une méningite, mais pour ce qui

concerne les fœtus ou les nouveau-nés, on observe des septicémies, une naissance prématurée

ou une mortalité (DROMIGNY, 2012).

La forme non invasive de la listériose se manifeste par des symptômes diarrhéiques, de

la fièvre, des douleurs musculaires, des maux de tête, des crampes abdominales et des

vomissements (MARTIN et al., 2003 ; DROMIGNY, 2012).

 Plats cuisinés incriminés

En raison de leurs caractéristiques, les Listeria peuvent se retrouver à tous les stades

de la production des aliments et dans toutes les catégories d’aliments (BOUVET, 2010 ;

JACQUET, 2006).

1-3-1-5- Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines (STEC)

Escherichia coli est une bactérie à Gram négatif, appartenant à la famille des

Enterobacteriaceae (BOUVET, 2010). C’est un hôte normal de l’intestin de l’Homme et des

animaux retrouvé de manière très abondante dans les matières fécales (106 à107 bactéries par

gramme) ce qui correspond à 80% de la flore aéro-anaérobie chez l’Homme. Elle inclut de

nombreux biotypes dont certains sont pathogènes ; c’est le cas de la STEC (Shiga toxin-

producing E. coli) qui produit des shiga-toxines (Stx : nom donné à ces toxines à cause de

leur similitude avec la toxine produite par Shigella dysenteriae) ; ce sont des protéines codées

par les gènes stx portés par des bactériophages (BOUVET, 2010 ; GUIRAUD et ROSEC,

2004).
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 Maladies et symptômes causés par Escherichia coli

Les bactéries Escherichia coli productrices de shiga-toxines (STEC) sont aussi

nommées Escherichia coli entérohémorragiques (EHEC). Ces souches sont responsables de

colite hémorragique qui se caractérise par des crampes abdominales et une diarrhée

initialement aqueuse, puis sanglante chez les patients apyrétique ou subfébrile (DROMIGNY,

2012 ; MARIANI-KURKDJIANA et BONACORSIA, 2016). Elle peut se compliquer en un

syndrome d’urémie hémolytique (SHU) qui est défini par l’association d’une anémie

hémolytique microangiopathique avec présence d’hématies fragmentées (schizocytes), d’une

thrombopénie et d’une insuffisance rénale aiguë (avec une atteintes des hématies et des reins

chez les enfants au-dessous de 5 ans (GUIRAUD et ROSEC, 2004 ; DROMIGNY, 2012 ;

MARIANI-KURKDJIANA et BONACORSIA, 2016). Le principale sérotype incriminé est

O157 : H7 qui est responsable d’épisodes épidémiques avec des cas mortels (GUIRAUD et

ROSEC, 2004).

 Plats cuisinés incriminés

La transmission à l’Homme se produit par ingestion d’aliments contaminés

consommés crus ou peu cuits ; il s’agit particulièrement de viandes hachées de bœuf mal

cuites (DROMIGNY, 2012).

1-3-2-Les principaux germes responsables des intoxinations alimentaires

1-3-2-1-Staphylococcus aureus et entérotoxines staphylococciques

Les Staphylococcus aureus sont des coccis à Gram positif, aérobie-anaérobie

facultatif, immobiles, non sporulés, et non capsulés (BOUVET, 2010). Cependant S. aureus

possède un potentiel important de pathogénicité et des caractères qui le différencie des autres

staphylocoques et il est notamment doté d’une coagulase (GUIRAUD et ROSEC, 2004).

L’intoxication alimentaire à Staphylococcus aureus est uniquement due à

l’entérotoxine et non au pouvoir invasif (JOFFIN et JOFFIN, 2010). Les entérotoxines

staphylococciques sont des toxines thermostables libérées dans les aliments, elles résistent

aux protéases digestives (pepsine et trypsine) et à l’acidité gastrique (GUIRAUD et ROSEC,

2004 ; JOFFIN et JOFFIN, 2010 ; DROMIGNY, 2012).

La dose minimale déclenchant une intoxination est de l’ordre de 0,1 à 1 µg dans

l’aliment ingérés selon les individus (GUIRAUD et ROSEC, 2004).



Chapitre II La microbiologie des plats cuisinés

15

 Maladie et symptômes causés par Staphylococcus aureus

La durée d’incubation est courte, durant de quelques minutes à quelques heures, ce qui

peut avoir comme conséquence l’observation du premier signe avant la fin du repas toxique

(DROMIGNY, 2012).

Les signes digestifs et généraux sont très marqués et parfois impressionnants, avec

pouls rapides, chute de tension, refroidissement, des vomissements incoercibles et d’une

diarrhée importante (JOURNAL OFFICIEL, 1996). Les troubles sont de courte durée (un à

deux jours) et la maladie est rarement mortelle (GUIRAUD et ROSEC, 2004).

 Plats cuisinés incriminés

Les plats qui exigent des manipulations nombreuses pendant la préparation, et qui

sont maintenus à des températures tièdes après préparation, sont fréquemment impliqués dans

les intoxinations alimentaires à Staphylococcus aureus (DROMIGNY, 2012). A l’origine de

ces accidents, on retrouve les charcuteries, les conserves de sardines, les sauces et les

champignons en boite de conserve (JOURNAL OFFICIEL, 1996 ; DROMIGNY, 2012).

1-3-2-2- Clostridium botulinum et toxines botuliques

Clostridium botulinum est un bacille à Gram positif, sporulé, anaérobie strict qui

produit des toxines botuliques (BoNT) dans les aliments dans une gamme de température de

+3,3°C jusqu’à 30°C (BORNERT, 2000 ; MADIGAN et MARTINKO, 2007)

Il existe sept types de toxines botuliniques différentes correspondants à sept types de

Clostridium botulinum A, B, C, D, E, F, G ; ils ont des caractères biochimiques sensiblement

différents (LEYRAL et VIERLING, 2007).

Les toxines botuliques sont des neurotoxines entraînant une paralysie flasque

(GUIRAUD et ROSEC, 2004 ; MADIGAN et MARTINKO, 2007). Ces toxines empêchent la

liaison des vacuoles contenant l’acétylcholine à la membrane plasmique du neurone en clivant

des protéines assurant la liaison provoquée par le potentiel d’action, elles sont dites

neurotoxiques. Ces toxines peuvent atteindre les muscles respiratoires provoquer la mort

(MADIGAN et MARTINKO, 2007).
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 Maladie et symptômes causés par Clostridium botulinum

Les effets des toxines botuliques se manifestent pour des doses extrêmement faibles :

la dose minimale mortelle est de l’ordre de 30 pg /kg (MADIGAN et MARTINKO, 2007).

Les premiers signes sont des troubles digestifs qui apparaissent après une incubation de 2

heures au minimum (BORNERT, 2000). L’intensité variable est accompagnée d’une soif vive

avec sécheresse de la bouche, puis rapidement, le botulisme se manifeste par une

symptomatologie essentiellement nerveuse : paralysie vélo-palatine, avec rejet des liquides

par le nez, paralysie oculaires, avec troubles de l’accommodation et aussi des paralysies des

membres inférieurs (JOURNAL OFFICIEL, 1996).

 Les plats cuisinés incriminés

Le botulisme est dû, la plupart des cas, à des aliments de fabrication artisanale ou

familiale (GUIRAUD et ROSEC, 2004). Clostridium botulinum de type E est essentiellement

rencontré sous forme sporulée dans les produits de la pêche et leurs dérivés conditionnés sous

vide (BORNERT, 2000).

1-3-2-3-Bacillus cereus

Bacillus cereus est un bacille sporulé, aéro-anaérobie, thermophile et Gram positive

(BORNERT, 2000). Il s’agit d’une espèce très répandue dans le sol, sur les végétaux et

particulièrement les céréales.

Cette bactérie est souvent impliquée dans des toxi-infections alimentaires liées à une

multiplication excessive de 104 à 107 germes/ g (GUIRAUD et ROSEC, 2004).

 Maladies et Symptômes causés par Bacillus cereus

Bacillus cereus est à l’origine de deux types d’intoxications alimentaires :

 Une intoxication émétique : suite à l’ingestion de toxine émétique thermorésistante

préformée dans les aliments, dont les symptômes sont caractérisés par des nausées, des

vomissements, des douleurs abdominales et sont parfois accompagnés de diarrhées

(BORNERT, 2000 ; DROMIGNY, 2012). Elle survient de 1 à 5 h après l’ingestion de

l’aliment contaminé (GUIRAUD et ROSEC, 2004).

La guérison survient généralement sous 24 heures (BORNERT, 2000). Le cereulide,

toxine responsable des vomissements, produite dans l’aliment durant la phase
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stationnaire de la croissance bactérienne (BOUVET, 2010), est un petit peptide cyclique

thermorésistant (90 min à 126°C) et insensible à l’action de la pepsine et de la trypsine

(GUIRAUD et ROSEC, 2004).

 L’intoxication diarrhéique : dans laquelle la toxine est produite dans la lumière

intestinale après la colonisation du tube digestif du consommateur par la bactérie

(DROMIGNY, 2012). Elle est caractérisée par une diarrhée abondante, accompagnée de

crampes intestinales, et survient de 8 à 16 heures après ingestion de l’aliment contaminé

(GUIRAUD et ROSEC, 2004). Ce syndrome diarrhéique est en cause de trois

entérotoxines, deux complexes triproteiques Hbl, Nhe et la protéine CytK. Ces toxines

sont relativement labiles et sensibles aux protéases du tube digestif (BOUVET, 2010).

 Les plats cuisinés incriminés

Bacillus cereus est un contaminant potentiel de nombreux plats cuisinés qui sont

souvent à base d’amidon ; la purée de pomme de terre, les légumes cuits ou précuits

contenant de l’amidon, les lentilles, les haricots, le maïs, le riz réchauffé (syndrome du

restaurant chinois) et les viandes préparées à l’avance (GUIRAUD et ROSEC, 2004 ;

DROMIGNY, 2012). La cuisson ne suffit généralement pas à détruire les spores de cette

bactérie, dont la germination et la croissance peuvent s'effectuer si le produit est entreposé au

froid positif (+4°C) de façon prolongée (BORNERT, 2000).

2-La toxi-infection alimentaire collective (TIAC)

Un foyer de TIAC est défini par la survenue d’au moins deux cas groupés, après un

repas pris en commun, et d’une symptomatologie similaire ; en général des douleurs

épigastriques et abdominales, des vomissements et surtout une diarrhée avec selles fréquentes

et nombreuses dont on peut rapporter la cause à une contamination par un micro-organisme

ou une toxine (JOURNAL OFFICIEL, 1996 ; BOUVET, 2010 ; DELARRAS, 2008 ; JOFFIN

et JOFFIN, 2010).

Les toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) sont fréquentes et parfois graves.

En Algérie, elles représentent un véritable problème de santé publique et sont, de ce fait,

incluses parmi les maladies à déclaration obligatoire (DO), dont sont fixées par l’arrêté N°

179/MS/CAB du 17 novembre 1990 fixant la liste des maladies à déclaration obligatoire et les

modalités de notification, et dans la circulaire N° 1126/MS/DP/SDPG du 17 novembre 1990

relative au système de surveillance des maladies transmissibles (OULED-KAD, 2008 ;

BACHA, 2015).
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Toute suspicion de TIAC est considérée comme une urgence et doit être déclarée

rapidement afin de d’enrayer rapidement sa diffusion. Sa notification à l’autorité sanitaire

permet de déclencher une enquête épidémiologique (BACHA, 2015).

2-1-Physiopathologie

La toxi-infection alimentaire collective implique trois mécanismes

physiopathologiques distincts : l’intoxination, l’infection par des bactéries entéro-toxinogènes

et l’infection par des bactéries entéro-invasives.

 L’intoxination

Elle résulte de l'absorption d'une toxine bactérienne préformée dans l'aliment, les

bactéries productrices de cette toxine pouvant avoir disparues.

Ce mécanisme est en cause dans la plupart des cas de botulisme ; il y’a inhibition de

la libération d’acétylcholine par clivage des protéines qui permettant l’arrimage des

vésicules d’endocytose à la membrane présynaptique en provoquant le blocage du

potentiel d’action (BUISSON et TEYSSOU, 2002 ; LEYRAL et VIERLING, 2007).

 L’infection par des bactéries entéro-toxinogènes

Ce mécanisme est généralement due au Salmonella enterica, Shigella, certains

pathovar d'Escherichia coli, et Campylobacter jejuni par colonisation de la muqueuse

intestinale ou ulcération entraînant une inflammation. La destruction cellulaire résulte de

l’action d’une toxine protéique inhibant la synthèse protéique et provoquant la fuite des

électrolytes et d’eau ; la bactérie envahie ainsi les cellules voisines (BUISSON et

TEYSSOU, 2002 ; LEYRAL et VIERLING, 2007).

 L’infection par des bactéries entéro-invasives

Il s’agit d’un mécanisme lié à la sporulation dans le cas de Clostridium perfringens, à

la germination des spores dans le cas de B. cereus et à la colonisation de l’épithélium

intestinal pour certains E. coli et Vibrionaceae (BUISSON et TEYSSOU, 2002). Elle se

manifeste par une diarrhée aqueuse non sanglante, avec un risque de déshydratation

importante (LEYRAL et VIERLING, 2007).
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2-2-Les symptômes d’une TIAC et principales germes pathogènes impliqués

Le diagnostic de TIAC est évident lorsque plusieurs personnes ayant partagés le

même repas sont subitement atteintes de troubles digestifs quelques heures plus tard

(BUISSON et TEYSSOU, 2002).

L’intervalle de temps entre l’apparition du premier cas et du dernier cas lors d’une

TIAC est également d’environ 17 heures. Ces troubles durent de 3 à 5 jours en moyenne chez

des adultes en condition physique normale. Dans plus de 90 % des cas, il s'agit d'une gastro-

entérite aigue, associée de façon variable d’un malaise général avec nausées, crampes

épigastriques, vomissements, fièvre, hypotension et diarrhée avec déshydratation (BUISSON

et TEYSSOU, 2002 ; BOUVET, 2010 ; DROMIGNY, 2012). La durée médiane d’incubation

d’une gastro-entérite est de 17 heures (minimum 10 heures, voire moins si l’aliment est très

fortement contaminé) (BOUVET, 2010).

Les TIAC dues à Staphylococcus aureus apparaissent fréquemment après

consommation des plats cuisinés à base de viande contaminée (DROMIGNY, 2012). Les

TIAC dues aux Salmonelles apparaissent après consommation d’œufs et/ou de préparations à

base d’œufs crus ou peu cuits. Les TIAC dues à Clostridium perfringens apparaissent après

consommation de plats en sauce (BUISSON et TEYSSOU, 2002).

Le nombre de foyers liés à des contaminations par des Salmonelles est très important ;

les sérotypes S. enteritidis et S. typhimurium sont impliqués dans respectivement 68% et 23%

des foyers de toxi-infection alimentaire collective dans le monde (DROMIGNY, 2012).

2-3-Sources et voies de transmission des germes responsables de TIAC

Les aliments sont confirmés comme source probable dans 80 % des foyers de toxi-

infection alimentaire collective (MESSAOUD et al., 2013). La consommation de plats

cuisinés à base de viandes, de volailles ou d'œufs peu cuits sont les principaux véhicules des

germes des TIAC (BOUVET, 2006 ; BOUVET, 2010 ; MESSAOUD et al., 2013).

Certains gestes effectués lors de la préparation des denrées en cuisine sont

fréquemment à l’origine de transferts de contamination, notamment :

 l’utilisation pour la découpe de la volaille rôtie ou pour la découpe des légumes, de la

planche sur laquelle a été découpée ou éviscérée la volaille crue (MESSAOUD et al,

2013),
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 le non-respect de la température de préparation et de conservation qui facilite par

ailleurs la prolifération du germe (BACHA, 2015), ou

 un délai excessif entre la préparation et la consommation (JOURNAL OFFICIEL,

1996).

3-Evaluation de la toxi-infection alimentaire collective en Algérie :

En Algérie les TIAC constituent un sérieux problème de santé publique tout au long de

l’année avec des impacts considérables sur le plan économique.

Selon le ministère de la santé, 60% des cas d’intoxications alimentaires collectives

enregistrés sont le fait de la restauration collective notamment dans les établissements scolaire

et universitaires, alors que 40 % des cas se produisent lors des fêtes et rassemblements

familiaux (MINISTÈRE DE LA SANTÉ, 2016).

L’évaluation des taux d’incidences des TIAC en Algérie de 2000 au 2015 enregistrés

par le ministère de la santé est représentée dans la figure 1. En Algérie, 5191 cas de TIAC

avec 10 cas de décès ont été enregistrés en 2015. Par contre en 2016, 4795 cas ont été

enregistrés avec 9 cas de décès. Les aliments les plus souvent incriminés sont : les pâtisseries,

la viande hachée, les œufs et les produits laitiers (MINISTÈRE DE LA SANTÉ, 2016).

Figure 1 : Evaluation des incidences de TIAC en Algérie de l’an 2000 à l’an 2015

(MINISTÈRE DE LA SANTÉ, 2016).
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En nombre absolu, on retrouve Tlemcen avec 1337 cas d’intoxications alimentaires

collectives, cette wilaya a marquée une diminution de son incidence qui est passé de 123,6 cas

par 100.000 habitants en 2015 à 11,3 en 2016. La wilaya d’Illizi a enregistrée l’incidence

régionale la plus élevée avec 153,3 cas par 100.000 habitants en 2015. Par contre la wilaya de

Blida a enregistrée une nette augmentation de son incidence qui passe de 1,3 en 2015 à 60,2

en 2016 cas pour 100.000 habitants.

Les autres wilayas les plus touchées en 2015 sont : Ouargla (46,5), Bejaia (49,3) avec

1 cas de décès, Tissemsilt (36,9) et Relizane (36,1). Tandis qu’en 2016 on retrouve Jijel

(39,2), Batna (27,8) avec 3 décès et Médéa (69,0) aves 1 cas de décès (figure 2 et tableau I)

(MINISTÈRE DE LA SANTÉ, 2016).

Figure 2 : Evaluation des incidences de TIAC au niveau de quelques wilayas en Algérie

en 2015 et 2016 (MINISTÈRE DE LA SANTÉ, 2016).
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Tableau I : tableau récapitulatif des incidences de TIAC et le nombre de cas et de

décès au niveau de quelques wilayas en Algérie en 2015 et 2016 (MINISTÈRE DE LA

SANTÉ, 2016).

.

4- Antibiotiques et antibiorésistance

Un antibiotique est une substance élaborée naturellement par des microorganismes ou

une substance synthétique qui détruit (antibiotique bactéricide) ou bloque la croissance des

microorganismes (antibiotique bactériostatique) (FAUCHÈRE et AVRIL, 2002). Un

antibiotique peut être à la fois bactériostatique et bactéricide, tout dépendant de sa dose

(CLSI, 2007).

WILAYAS
Année 2015 Année 2016

Incidence Cas Décès Incidence Cas Décès

ADRAR 3,8 18 0 4,9 24 0

LAGUOUAT 11,4 65 0 15,5 97 0

OUM EL BOUAGHI 11,7 85 0 28,8 212 0

BATNA 12,8 165 1 27,8 352 3

BEJAIA 49,3 506 1 27,1 260 1

BLIDA 1,3 15 0 60,2 729 0

BOUIRA 0,9 7 0 6,1 48 0

TEBESSA 17,8 134 0 12,7 93 0

TLEMCEN 123,6 1337 0 11,3 118 0

TIARET 12,1 119 0 23,6 224 0

TIZI OUZOU 13,2 164 0 12,8 150 0

ALGER 0,8 26 1 3,7 128 0

DJELFA 10,8 145 0 7,6 107 0

JIJEL 8,4 61 0 39,2 284 0

SAIDA 2 8 0 6,9 26 0

SKIKDA 33,8 348 0 22,6 230 0

CONSTANTINE 7,9 85 0 16 173 1

MEDEA 28,9 260 0 69 647 1

OUARGLA 46,5 308 0 23,3 156 1

ORAN 5,2 88 0 0,5 9 0

BOUMERDES 26,9 255 1 3,1 29 0

TISSEMSILT 36,9 121 0 19,1 64 0

TIPAZA 6,1 42 0 1,1 7 0

MILA 6,1 54 1 15,1 127 0

NAAMA 9,4 23 0 23,3 61 0
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4 1- Les principales classes d’antibiotiques et leurs modes d’action

 Les bêta-lactamines

La fixation des Bêta-lactamines à ces cibles empêche la polymérisation du

peptidoglycane et entraine la synthèse d’auto lysines par la bactérie conduisant à sa mort

(DAUREL et LECLERCQ, 2008).

 Les fluoroquinolones

Ce sont des antibiotiques qui inhibent la réplication et la transcription bactérienne par

mutation du fonctionnement des topo-isomérases bactériennes de type II, l’ADN gyrase

(codée par les gènes gyrA et gyrB) et la topo-isomérase IV (codée par les gènes parC et parE)

(FABREGA et al., 2009).

 Tétracyclines

Les tétracyclines se lient de façon irréversible à la sous-unité 30S du ribosome,

empêchant l’incorporation de nouveaux acides-aminés et inhibant la synthèse bactérienne

(DAUREL et LECLERCQ, 2008 ; FABREGA et al., 2009).

 Aminosides

Les aminosides agissent en inhibant la synthèse protéique des bactéries. Leur site

principal d’action est l’ARN ribosomal 30S (DAUREL et LECLERCQ, 2008).

4-2- L’antibiorésistance de certains germes pathogènes

L’antibiorésistance est un phénomène qui a augmenté d’une manière progressive

autours de ces dernières années, surtout dans les milieux où l’utilisation des antibiotiques est

considérable (DEJLIL, 2000).

Depuis les années 1990, les Salmonelles isolées en clinique humaine sont de plus en

plus résistantes aux antibiotiques. Ces souches présentent une résistance aux céphalosporines

de troisième génération (C3G) par deux mécanismes de résistance d’origine plasmidique ; il

s’agit de :

 la production d’une enzyme de type BLSE (bêta-lactamase à spectre étendu), ou

 la production de Céphalosporinases (AmpC).

Une résistance de haut-niveau aux fluoroquinolones de cette bactérie, principalement

par des modifications au niveau du site de fixation de ces antibiotiques au niveau de l’ADN
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gyrase et le topo isomérase IV. Ces modifications sont dues à des mutations ponctuelles dans

les gènes gyrA, gyrB, parC et parE (LE HELLO ; 2014).

Staphylococcus aureus a développé différents types de résistance aux

antistaphylococciques (DAUREL et LECLERCQ, 2008). Cette bactérie a développée une

résistance croisée entre l’oxacilline et les autres bêta-lactamines produisant une pénicillinase

qui inactive la pénicilline G et l’ampicilline (DEJLIL, 2000). Une résistance aux quinolones

liée à des mutations des topo-isomérases des souches de S. aureus a aussi été observée.

La résistance acquise des staphylocoques aux aminosides est surtout due à la

production des enzymes inactivatrices (l’APH (3’)-III ’ANT (4’) (4’’)-I et l’APH (2’’)-AAC

(6’)) ; chaque enzyme va modifier un nombre différents d’aminoasides ce qui va se traduire

par un phénotype de résistance spécifique de l’enzyme (DAUREL et LECLERCQ, 2008).

Pseudomonas aeruginosa présente une résistance naturelle à de nombreux

antibiotiques, comme les aminopénicillines, les céphalosporines de première et deuxième

génération, les céphalosporines classiques de troisième génération, la kanamycine, le

cotrimoxazole (une association d’antibiotiques bactériostatiques, le triméthoprime et le

sulfaméthoxazole), les tétracyclines, le chloramphénicol, l’ertapénème de la classe des

carbapénèmes, les macrolides et les quinolones de première génération (CAVALLO et

MERENS; 2008).
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L’usage des plantes médicinales peut apporter directement des réponses à certains

problèmes de santé. A cette fin, plusieurs études contemporaines se sont orientées vers

l'évaluation des différents composés végétaux, pour extraire de nouveaux agents

antimicrobiens, antioxydants, hypoglycémiants, etc. (ARAB et al., 2014).

1-Lentisque (Pistacia lentiscus L)

1-1-Aspect général de Pistacia lentiscus L

Le lentisque (Pistacia lentiscus L.), est un arbrisseau ramifié (Figure 1) du genre

Pistacia appartenant à la famille des Anacardiaceae (ARAB et al., 2014 ; BAMMOU et al.,

2015 ; BEGHLAL et al., 2016). Cet arbrisseau, doté d’une odeur de résine fortement âcre,

peut atteindre deux à trois mètres de hauteur (AIT SAID et al., 2011 ; BAMMOU et al.,

2015). Les feuilles sont alternées, tannées et en forme de plume. Les fleurs, regroupées en

racèmes, sont petites, apétales et unisexuelles. Les fruits sont subglobulaires, apicules et

brillants au noir à pleine maturation (AISSI et al., 2016). Cet arbrisseau est bien adapté au sol

et au climat méditerranéen semi-aride (BAMMOU et al., 2015).

Figure 3 : Le lentisque (Pistacia lentiscus L.) (Timizart ; Mai, 2017).
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1-2-Composition chimique de Pistacia lentiscus L.

La composition chimique de Pistacia lentiscus L. peut être résumée comme suit :

Des études phytochimiques montrent que les fruits de Pistacia lentiscus L. présentent

une très forte teneur en anthocyanes, leucoanthocyanes, tannins totaux, tannins galliques,

flavonoïdes, glucosides et amidon (ARAB et al., 2014).

Les analyses des feuilles de Pistacia lentiscus L. révèlent une très forte teneur des

feuilles en leucoanthocyanes, en saponosides, en sénosides, en alcaloïdes et en tannins totaux

avec une forte teneur en tannins galliques et flavonoïdes (ARAB et al., 2014).

La teneur en matières grasses brutes des fruits de Pistacia lentiscus L. varie de 32,8%

pour les fruits noirs (mûrs) à 11,70% pour les fruits rouges (CHAREF et al., 2008).

Dans leur étude, MEZNI et al. (2012) ont trouvé comme principal acide gras l'acide

oléique avec plus de 56% du total des acides gras, suivie par l'acide palmitique et l'acide

linoléique avec des taux respectifs de 27 et 16%. Les acides gras insaturés correspondant à

(l’acide oléique, l'acide linoléique et l’acides palmitoléique) représentent plus de 70% du total

des acides gras. Le rapport entre acides gras saturés / insaturés était presque 0,4.

A côté des acides gras isolés de l’huile de Pistacia lentiscus L., TRABELSI et al.

(2012)ont pu isoler et quantifier quatre stérols et six alcools triterpéniques, dont les

concentrations varient en fonction de l’origine géographique de l’huile.

Par ailleurs, l’huile de lentisque est riche en minéraux dont les plus abondants sont K+,

Mg2+, Fe2+ et Mn2+ (AISSI et al., 2016).

1-3-Usage médicinaux de Pistacia lentiscus L.

Pistacia lentiscus L. est connu pour ses propriétés médicinales depuis l'antiquité. En

effet, les médecines traditionnelles pratiquées de part et d’autre des rives de la méditerranée,

attribuent au lentisque des vertus dans le traitement des ulcères, de l'hypertension, de la toux,

des maux de gorge, de l'eczéma, des calculs rénaux et de la jaunisse (GARDELI, 2008 ;

BAMMOU et al., 2015). Des activités anticancéreuses et antiinflammatoires ont aussi été

reportées (AISSI et al., 2016).

Le mastic du lentisque a été utilisé par les guérisseurs traditionnels pour le

soulagement des douleurs abdominales, des maux d'estomac, de la dyspepsie et de l'ulcère

gastroduodénal (BAMMOU et al., 2015).
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Plusieurs études ont également signalé que l'huile essentielle des parties aériennes de

Pistacia lentiscus L. possède des propriétés antifongiques et antibactériennes appréciables, et

sont utilisées pour leurs effets pharmacologiques en tant qu’antispasmodique, ou comme un

remède d’application locale externe sous forme d’onguent pour soigner les brûlures et les

douleurs dorsales, et pour le traitement des infections respiratoires (ARAB et al., 2014 ;

BAMMOU et al., 2015).

2-Myrte (Myrtus communis)

2-1-Aspect général de Myrtus communis

Le genre Myrtus appartient à la famille des Myrtaceae qui comprend environ 145

genres et 5500 espèces (ALEKSIC et KNEZEVIC, 2014). C’est un arbrisseau (Figure 2) de

1,8 à 2,4 m de hauteur (SUMBUL et al., 2011). Il se caractérise par des branches rougeâtres

qui sont très ramifiées et de petites feuilles, d’un vert brillant, opposées, très rapprochées,

ovales-lancéolées aiguës, entières, coriacées et persistantes (GARDELI ; 2008, HUANG et

NING ; 2010).

Le Myrtus communis originaire du sud de l’Europe, du nord de l’Afrique et de

nombreux pays d’Asie occidentale, il a été distribué vers l’Amérique du sud, le nord-ouest de

l’Himalaya et l’Australie (SUMBUL et al., 2011, ALEKSIC et KNEZEVIC, 2014). Il est

retrouvé aussi dans des jardins dans la région du nord-ouest indien (ALEKSIC et

KNEZEVIC, 2014).

Figure 4 : Le Myrte (Myrtus communis) (Freha ; Juillet, 2017).
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2-2-Composition chimique de Myrtus communis

La composition chimique de Myrtus communis peut être résumée comme suit :

Des études montrent la richesse des feuilles de Myrtus communis en métabolites

secondaires notamment les flavonoïdes et les tannins (AIDI WANNES et al., 2010 ;

ALEKSIC et KNEZEVIC, 2014).

Des études phytochimiques montrent que cette plante est riche en fibres,

polysaccharides. Les composés phénoliques, les flavonoïdes et les anthocyanes sont les

majeurs composants de baies de myrte. Les huiles extraites de fruits de myrte constitue 12 à

15% de glycéride, acide oléique, acide palmitique et d’acide linoléique (SUMBUL et al.,

2011).

Les huiles des différentes parties de la plante sont extraites avec les proportions

suivantes 0,4 à 0,5% dans les fleurs, 0,5% dans les fruits immatures et 0,02% dans les fruits

matures (SUMBUL et al., 2011).

AIDI WANNES et al.(2010) ont examiné la composition de l'huile essentielle du fruit

de M. communis var. italica au cours de leur maturation et ont identifié 47 composés dont la

concentration a fluctué au cours de ses différentes étapes de maturation. Cette analyse a

montré que les principaux composés monoterpéniques sont : l’1.8- cinéole, l’acétate de

géranyle, le linalol et l’α-pinène. 

2-3-Usage médicinaux du Myrtus communis

Le myrte est utilisé traditionnellement comme agent hypoglycémique, désinfectant,

antiseptique et pour le traitement de plusieurs types des maladies infectieuses comme la

dysenterie (GARDELI ; 2008 ; ALEKSIC et KNEZEVIC, 2014).

Les feuilles sont utilisées comme un agent antiseptique et anti-inflammatoire, mais

aussi comme nettoyant buccal.

Les huiles essentielles de Myrtus communis sont utilisées pour le traitement des

maladies respiratoires.

Les essences extraites de feuille et de fruit de Myrtus communis sont généralement

utilisées par voie oral pour le traitement des maux d’estomac, de l’hypoglycémie, de

constipation et de perte de l’appétit (ALEKSIC et KNEZEVIC, 2014).

Les baies du myrte ont une longue histoire d’application dans les industries

pharmaceutiques. Elles sont utilisées comme agents antiseptique, astringent, carminatif,
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analgésique, cardiotonique, diurétique, anti-inflammatoire, stomachique, néphroproteur,

hémostatique et antidiabétique (SUMBUL et al., 2011).

3-L’Oléastre (Olea europea subsp europae var. sylvestris)

3-1-Aspect général de l’Oléastre

Il existe en Algérie, un arbuste nommé « Oléastre » (Figure 3) appartenant à la famille

des oléacées dont la matière de base est l'oléine (SIDI MAMMAR, 2012 ; ARAB et al.,

2013).

Olea europea subsp europae var. sylvestris est une espèce thermophile qui résiste bien

à la sécheresse. Ses feuilles sont courtes et arrondies, parfois lancéolées, à disposition

opposée-décussée sur les rameaux. Ses fleurs sont regroupées en petites inflorescences en

forme de grappes dressées. Ses fruits sont sous forme de drupes arrondies contenant un

mésocarpe peu épais à fin, noires à maturité (ARAB et al., 2013).

Cet arbre est originaire de l'Afrique du Nord où il pousse spontanément, à l'état naturel

mais il est aussi retrouvé plus au nord, dans la zone méditerranéenne européenne (BRETON

et BERVILLE., 2012). Cet olivier sauvage est répandu notamment en Espagne, au Portugal,

en Afrique du Nord, en Sicile, en Crimée, au Caucase, en Arménie et en Syrie (BRETON et

al., 2006).

Figure 5 : L’oléastre (Olea europea subsp europae var. sylvestris) (Freha ; Juillet, 2017).
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3-2-Composition chimique de l’oléastre

La composition chimique de l’oléastre peut être résumée comme suit

Des études phytochimiques montrent que les feuilles de cette plante contiennent du

cinchonidine, une quinoléine alcaloïde aux propriétés antipaludiques (BIANCO et

UCCELLA, 2000).

Selon des études réalisées par BIANCO et UCCELLA (2000), le fruit de l’oléastre est

riche en antioxydants dont les caroténoïdes, les tocophérols, les flavonoïdes et les composants

phénoliques, parmi lesquels les plus abondants sont les secoiridoides comme l'oleuropéine et

le diméthyloleuropéine.

Cette huile est très riche en composés bénéfiques tels que des acides gras dont le

principal est l’acide oléique (74,38 %), les phytostérols, la vitamine E et les polyphénols

(DABBOU et al., 2011).

L’huile de l’oléastre est caractérisée par sa teneur en polyphénols totaux qui est de 420

mg/kg et elle contient des antioxydants en abondance (jusqu'à 16 g/kg), dont les tocophérols

et les phénols qui piègent les radicaux libres de l’oxygène et préservent la qualité et la

stabilité de l’huile durant des périodes prolongées de conservation (OWEN et al., 2004 ;

DOVERI et BALDONI, 2007).

3-3-Usages médicinaux de l’oléastre

L’huile d’oléastre est produite en petite quantité souvent à la demande ou juste pour

l’autoconsommation. Elle est réputée pour des usages médicinaux car on lui attribue certaines

vertus thérapeutiques. Cependant, elle est également utilisée pour l’alimentation (ATER et al.,

2016).

D’après les travaux réalisés par SIDI MAMMAR (2012), l’huile d’oléastre semblerait

avoir une multitude d’effets. La fluidité et la finesse de l'huile d'oléastre sont les

caractéristiques principales de celle-ci. Elle pénètre profondément dans les muscles et les

vaisseaux sanguins en les assouplissant ce qui permet l’élimination du mauvais cholestérol

(LDL) conduisant à la régulation de la tension artérielle et empêche le glucose de s'y

accumuler, évitant ainsi aux malades diabétiques les interventions chirurgicales

ophtalmologiques et rénales.

Une administration par voie rectale suivie d'absorption par voie orale a révélée des

résultats positifs sur les affections hémorroïdales. L'application par onction sur les
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articulations osseuses a donné des résultats positifs dans les traitements des affections liées

aux rhumatismes, à l'arthrite et à l'arthrose.

Elle est recommandée souvent dans le traitement des maladies liées à la mauvaise

circulation du sang et des maladies cardiovasculaires. Elle a montré un effet positif pour le

traitement du rhume et des affections pulmonaires.

Selon GOODYER (2000), l’huile d’oléastre est astringente, elle diminue les maux de

tête et la chute des cheveux (alopécie). Elle est utilisée contre les maladies cutanées

parasitaires, comme bain de bouche pour les gencives et calme les douleurs dentaires.

D’après ARAB et al. (2013) les feuilles sont utilisées pour leur effet hypoglycémiant

et hypotenseur à des doses journalières de 40 à 50g.
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Notre étude présente plusieurs volets :

Le premier volet consiste en l’analyse microbiologique de plats cuisinés que nous

avons prélevés au niveau de trois sites de restauration collective localisés dans la wilaya

d’Alger. Cette analyse a permis l’identification des souches pathogènes et l’étude de leurs

sensibilités vis-à-vis d’antibiotiques.

Le second volet consiste en l’extraction de certains composants de quatre plantes

médicinales récoltées dans la wilaya de Tizi-Ouzou.

Le troisième volet consiste en l’étude de la sensibilité de quelques souches pathogènes

aux extraits végétaux préparés.

Les différentes analyses bactériologiques ont été effectuées au niveau du laboratoire

de bactériologie des aliments, des eaux et de l’environnement, au sein de l’institut Pasteur

d’Algérie (IPA). L’extraction des composants des plantes à été réalisée au niveau des

laboratoires de l’université de Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou ; la préparation des

solutions a été réalisée au niveau de laboratoire commun 2 de la faculté des sciences

biologiques et des sciences agronomiques, la lyophilisation à été faite dans le laboratoire de

biochimie analytique et biotechnologies (LABAB) de la faculté des sciences biologiques et

des sciences agronomiques et l’extraction des fractions lipidiques et des polyphénols a été

réalisée au niveau de laboratoire chimie pharmaceutique et chimie de l’environnement de la

faculté des sciences.

1-Etude bactériologique des plats cuisinés

Les plats cuisinés ont été prélevés au niveau de trois sites de restauration collective au

niveau de la wilaya d’Alger ; deux résidences universitaires (Oueled Fayet 2 et Oueled Fayet

3) et une école privée (Ecole de banque). Afin d’établir l’anonymat, des lettres alphabétiques

(A, B, C) ont été attribuées à chacun de ces sites.

1-1-Matériel

1-1-1-Matériel biologiques

Les échantillons analysés, proviennent de plats chauds et de plats froids (salade),

prélevés lors de leur distribution dans des contenant de consommation en acier inoxydable, 41

échantillons à base de viande et/ou de légumes ont été prélevés et analysés. Ces échantillons

sont présentés dans un tableau récapitulatif noté en l’annexe 04.
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1-1-2-Matériel de prélèvement

Des sachets stériles ont été utilisés pour l’échantillonnage.

1-1-3-Matériel de laboratoire

Il s’agit du matériel utilisé dans tous les laboratoires de bactériologie alimentaire :

 Milieux de cultures et réactifs ;

 Matériel de pesée : Balance pour la pesée (S-603, d=0,001g), balance de précision ;

 Matériel de broyage : Stomacher (400 circulator) ;

 Sachets stériles et alcool ;

 Divers : Spatules, pinces métalliques stériles, étaloires, bec bunsen, Bains marie,

Portoirs, boîtes de pétri, pipettes Pasteur, pipettes graduées, tubes vides stériles,

micropipettes, disques vierges, densitomètre ;

 Matériel de stérilisation : Four Pasteur, autoclave ;

 Matériel d’incubation : Etuves à différentes températures (30°C, 44°C, 37°C) ;

 Matériel de conservation : Chambre froide et réfrigérateurs.

1-2-Méthodes

I-2-1-Les germes recherchés pour les analyses des plats cuisinés

Au niveau du laboratoire de bactériologie des aliments, des eaux et de l’environnement

de d’institut Pasteur d’Algérie, les principaux germes recherchés sont Escherichia coli et tous

les germes devant être recherchés selon le JORA N°35 du 27 mai 1998 (tableau II).

Tableau II : Critères microbiologiques des plats cuisinés (JORA N°35, 1998).

Type d’aliment Germes devant être recherchés
Norme « m »

(germes/d’aliment)

Plats cuisinés à l’avance

à base de viandes et de

poissons

-germes aérobies à 30°C

-coliformes totaux

-coliformes fécaux

-Staphylococcus aureus

-Clostridium sulfito-réducteurs à 46°C

-Salmonella

3.105

103

10

102

30

absence
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Plats cuisinés à base de

légumes : produits végétaux

crus ensaucés

- Staphylococcus aureus

-Salmonella

102

absence

Les critères microbiologiques appliqués aux différents repas analysés selon les critères

fixés par le JORA N° 35 du 27 mai 1998 (tableau I) dérivent d'un plan à 3 classes et

s'effectuent de la façon suivante :

 S (Satisfaisant) : inferieur à la norme « m » et jusqu'à 3 fois la norme « m ». Pour

considérer qu'un échantillon est « S », il faut que tous les résultats soient satisfaisants.

 A (Acceptable) : de 3 à 10 fois la norme « m ». La mention « A » est attribuée à un

échantillon, si 1 ou 2 résultats sont acceptables et que tous les autres sont satisfaisants.

 NS (Non Satisfaisant) : supérieur 10 fois à la norme ou présence de salmonelles. La

mention « NS » est attribuée aux échantillons dont au moins un des résultats est « NS »

ou aux échantillons dont la majorité des résultats sont « S » avec plus de 2 résultats

« A ».

 L’aliment est considéré toxique si :

-Le taux de contamination atteint une valeur microbienne limite : m.103.

-Le taux de contamination par Staphylococcus aureus atteint une valeur bactérienne

limite : 5.104 germes/g d’aliment.

1-2-2-Protocole d’analyse

Les protocoles utilisés sont ceux fixées par les normes ISO.

1-2-2-1-Préparation de l’échantillon pour l’analyse

La solution mère est une suspension obtenue en mélangeant une quantité pesée du

produit à analyser avec un volume neuf fois égale de diluant (JORA N°38, 2014).

Pour ce faire, à proximité du bec bunsen, 25 g de chaque échantillon sont dilués dans un

flacon contenant 225 ml de Tryptone-sel (TSE). Le mélange est introduit dans le stomacher

qui assure le broyage pendant 2 min. En parallèle, une autre pesée (de 25g) est faite, pour les

mêmes échantillons, et est diluée dans un volume (225 ml) d’eau péptonée tamponnée (EPT).
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La première préparation (solution mère TSE) servira à l’analyse bactériologique

courante, alors que la deuxième préparation (solution mère EPT) servira à la recherche des

salmonelles.

Des dilutions décimales allant de 10-2 à 10-5 dans des tubes de Tryptone-sel (TSE) sont

préparées à partir de la solution mère (SM) TSE.

1-2-2-1-1-Recherche de la flore mésophile aérobie totale (FMAT) à 30°C

La recherche de flore mésophile aérobie totale (FMAT) à 30°C se fait à partir de la

solution mère TSE (10-1) et des tubes de dilution 10-2 à 10-5. Pour ce faire, un millilitre (1 ml)

de la suspension est prélevé et introduit dans une boite de Pétri stérile. La gélose Plate Count

Agar (PCA) est préalablement fondue et refroidie à 45°C, puis coulée dans la boite. Après

refroidissement et solidification, la boite est incubée à 30°C pendant 72 heures. Les colonies

lenticulaires blanchâtres ayant poussées en profondeur sont dénombrées dans les boites ayant

de 15 à 300 colonies (ISO 4833, 2003). Le résultat est exprimé en nombre de germes/ g

d’aliment selon la relation suivante :

N =
Σc

ܸሺ݊ ଵ ൅ Ͳǡͳ݊ ଶሻ�݀ଵ

N : Nombre d’UFC (Unité Formant Colonie) par g de produit initial.

઱c : Somme des colonies dans les boites interprétables (15 à 300 colonies).

V : Volume de la solution déposée (ml).

n1 : Nombre de boites considérés à la première dilution.

n2 : Nombre de boites considérés à la deuxième dilution.

d1 : Facteur de la première dilution retenue.

Les différentes étapes de la recherche de la FMAT sont résumées dans la figure 6 :
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1-2-2-1-2-Recherche des coliformes totaux (CT) à 37°C et des coliformes fécaux (CF) à

44°C

La recherche des CT et les CF se fait à partir de la SM TSE et des dilutions 10-2 et 103.

Pour ce faire, un millilitre (1 ml) de la suspension est prélevé et introduit dans une boite de

Pétri stérile auquel la gélose VRBL (Violet Red Bile Lactose) est ajoutée. Après

refroidissement et solidification, la boite est incubée à 37°C pendant 24 heures pour la

recherche des CT ou incubée à 44°C pendant 24 heures pour la recherche des CF. Seules les

colonies lenticulaires bien rouges de diamètre supérieur à 0,5 mm et ayant poussé en

profondeur sont dénombrées. Seules les boites ayant 15 à 150 colonies sont prises en

considération (ISO 4832, 2006). Le résultat est exprimé en nombre de germes/ g d’aliment

selon la relation suivante :

N =
Σc

ܸሺ݊ ଵ ൅ Ͳǡͳ݊ ଶሻ�݀ଵ

Broyage « Stomacher » Suspension mère 10-1

25 g de l’aliment
+

225 ml de Tryptone-sel

1ml

+15ml de

PCA ≈ 45°C Incubation 72 h à 30 °C

Mélange et solidification

Des colonies lenticulaires

blanchâtres poussant en

profondeur avec

15<UFC< 300

N =
Σc

ܸ( 1݊ + 0,1 2݊) 1݀

10-2 10-3 10-4 10-5

1ml 1ml1ml

1ml

Figure 6 : Recherche de la flore mésophile aérobie totale (FMAT) à partir des aliments.
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Les différentes étapes de la recherche des CT et CF sont résumées dans la figure 7 :

1-2-2-1-3-Recherche d’Escherichia coli

La recherche d’Escherichia coli est effectuée soit sur milieu chromogène

d’Escherichia coli ou sur milieu chromogène TBX (Tryptone-bile-glucuronide).

 Sur milieu chromogène d’Escherichia coli

Le milieu est fondu, refroidi et coulé dans une boite de Pétri. Après solidification,

0,1 ml de la SM TSE est étalé sur toute la surface de la boite. L'incubation se fait à 44°C

pendant 24 heures. E.coli se présente sous forme de colonies bleues violettes en surface.

Recherche des

coliformes totaux (CT)

Recherche des

coliformes fécaux (CF)

Incubation 24 h à 44 °CIncubation 24 h à 37 °C

Mélange et solidification

Des colonies rouges en profondeur

avec 15 ≤ UFC ≤ 150

25 g de l’aliment
+

225 ml de Tryptone-sel

Broyage « Stomacher »

1ml

10-2 10-3

1ml

1ml+15ml de la gélose
VRBL ≈ 45°C 

Suspension mère 10-1

N =
Σc

ܸ( ଵ݊ + 0,1 ଶ݊) ଵ݀

Figure 7 : Recherche des coliformes totaux et fécaux à partir des aliments.

Résultat
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 Sur milieu TBX (Tryptone-bile-glucuronide)

Un millilitre (1ml) de la suspension mère est introduit dans une boite de Pétri stérile,

puis la gélose TBX est rajoutée. Après refroidissement et solidification, la boite est incubée

à 44°C pendant 24 heures. Des colonies bleues vertes en profondeur sont dénombrées. Les

différentes étapes de la recherche d’Escherichia coli sont résumées dans la figure 8:

1-2-2-1-4-Recherche des bactéries anaérobies sulfito-réductrices (ASR)

Un millilitre (1 ml) de la SM et de la dilution 10-2 sont introduits séparément dans des

tubes vides stériles. Les tubes sont chauffés dans un bain-marie à 80°C pendant 8 à 10 min.

Suspension mère 10-1Broyage « Stomacher »

Ensemencement

en surface de 0,1

ml
Ensemencement en

profondeur de 1ml

Des colonies bleues

violettes en surface

Des colonies bleues

vertes en profondeur

Milieu chromogène Milieu TBX

25 g de l’aliment
+

225 ml de Tryptone-sel

Figure 8 : Recherche d’Escherichia coli à partir des aliments.

Isolement sélectif

Incubation 24

h à 44°C

Incubation 24

h à 44°C

Conservation de la souche à T° ambiante

dans un milieu de conservation
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Ces tubes sont directement refroidis sous une eau courante et froide (choc thermique), et

chaque tube est rempli de gélose VF (Viande Foie). Après leur solidification de cette dernière,

les tubes sont incubés à 37°C pendant 48 heures. Les ASR se présentent sous forme de spores

noires et la coloration peut être diffuse dans la gélose.

Les différentes étapes de la recherche des anaérobies sulfito-réducteurs (ASR) sont

résumées dans la figure 9 :

Chauffage 8 à 10 min à
80°C.

Remplissage le tube de

la VF (Viande Foie)

Spores noires ou coloration diffuse

25 g de l’aliment
+

225 ml de Tryptone-sel

1ml

1ml

10-1 10-2

Broyage « Stomacher » Suspension mère 10-1

10-210-1

1ml

Refroidissement sous un

courant d’eau froide

10-210-1

Incubation 48 h à 37°C

Figure 9 : Recherche des anaérobies sulfito-réducteurs à partir des aliments.
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1-2-2-1-5-Recherche des salmonelles

Selon ISO 6579 (2002) la recherche des salmonelles s’effectue en plusieurs étapes que sont:

 Le pré-enrichissement non sélectif

Le flacon contenant 25 g de l’échantillon et 225 ml de l’eau péptonée tamponnée est

incubé pendant 24 heures à 37°C.

 L’enrichissement sélectif

L’enrichissement est effectué en déposant 1 ml de la solution pré-enrichie dans un

bouillon SFB S/C (bouillon d’enrichissement sélectif à simple concentration). Un disque

d’enrichissement de sélénite de sodium est ajouté. L’incubation est réalisée à 37°C pendant 24

heures.

 L’isolement sélectif

A partir de milieu d’enrichissement SFB, des isolements sont effectués par

ensemencement en stries, au moyen d’une anse ou d’une pipette Pasteur, sur un milieu

Hektoen préalablement coulé en boite de pétri et solidifié. L’incubation est faite pendant 24

heures à 37°C.

 La lecture des boites et caractérisation des colonies suspectes

A partir des boites Hektoen incubées précédemment, on effectue un repiquage des

colonies considérées comme typiques (colonies vertes avec ou sans centre noir) sur une

gélose nutritive (GN) inclinée et une gélose TSI inclinée. Cette dernière permet la mise en

évidence de la fermentation du glucose, du saccharose et du lactose avec ou sans production

de gaz et la production d’hydrogène sulfuré (H2S). Ces géloses sont incubées à 37°C pendant

24 heures.

 L’identification biochimique

À partir de la GN inclinée, une suspension bactérienne équivalente au standard Mac

Farland 0,5 est préparée dans un tube de 10 ml d’eau physiologique stérile. Cette suspension

servira à la réalisation des tests confirmatifs et biochimiques :
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Test de recherche de l’uréase, de la TDA et de la production l’indole

Pour ce faire, 1 ml de milieu urée-indole est introduit dans un tube vide

stérile, auquel est rajouté 5 gouttes de la suspension bactérienne préparée

préalablement. Après incubation à 37°C pendant 24 heures, une lecture est faite.

Dans le cas de la production d’uréase le milieu vire au rose ; les salmonelles étant

uréase négative, la coloration du milieu restera inchangée.

Pour la mise en évidence de la production d’indole, quelques gouttes de

réactif de Kovacs sont rajoutées au milieu urée-indole. La dégradation du

tryptophane est marquée par l’apparition d’un anneau rouge rose ; les salmonelles

étant indole négatif, il n’y aura pas apparition d’anneau.

Pour la recherche de la TDA (le tryptophane désaminase), quelques gouttes

de réactif de TDA sont rajoutées au milieu urée-indole. Pour les souches TDA

positive un précipité brun est obtenu, indiquant que le tryptophane a été transformé

en acide indole pyruvique par désamination oxydative. Les salmonelles étant TDA

négative, il n’y aura pas apparition de précipité.

Test ONPG (β-galactosidase) 

A partir de la suspension bactérienne préparée préalablement, 1 ml est

prélevé dans un tube auquel est rajouté un disque d’ONPG. L’incubation durera 24

heures à 37°C. Si la souche bactérienne renferme la β-galactosidase, elle la libère

dans le milieu et réagit avec l’ONPG entraînant un changement de couleur ; un

virage de couleur vers le jaune indique une réaction positive. Les salmonelles étant

ONPG négatif, il n’y aura pas le virage du couleur.

Test de recherche de la lysine-décarboxylase (LDC)

Un milieu Moeller contenant de la lysine, du glucose et un indicateur de pH

qui est le pourpre de bromocrésol, ainsi qu’un milieu de Moeller témoin (sans acide

aminé) sont ensemencés avec 4 à 5 gouttes de la suspension. Quelques gouttes

d’huile de vaseline stérile sont rajoutées afin de créer l’anaérobiose. Le tous est

incubés pendant 24 h à 37°C.
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Si le milieu Moeller Témoin vire au jaune, ceci signifie qu’il y a eu

acidification du milieu liée à l’utilisation du glucose, mais il n’ya pas eu de ré-

alcalinisation liée à l’absence de la lysine.

Si le milieu Moeller LDC vire au violet (milieu basique : LDC+), ceci

signifie qu’il y a eu acidification du milieu liée à l’utilisation du glucose, puis il y’a

eu une ré-alcalinisation de milieu liée à la dégradation de la lysine par la bactérie

selon la réaction suivante :

Lysine Cadavérine + CO2

Les salmonelles étant (LDC négative), le milieu vire au jaune car les bactéries

ont fermentés le glucose ce qui a rendu le milieu acide par contre elles ne l’on pas ré-

alcalinisé car la bactérie ne possède pas de Lysine-décarboxylase qui est une enzyme

nécessaire à la dégradation de la Lysine.

La galerie api 20E

La galerie api 20E est un système standardisé pour la recherche des entérobactéries

utilisant des tests miniaturisés, ainsi qu’une base de données spécifique.

La galerie api 20E comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Elle

permet d’effectuer deux types de tests :

- Des tests enzymatiques : les réactions produites pendant la période d’incubation en

anaérobiose (ADH, ODC, LDH, H2S, URE) et en aérobiose (ONPG, CIT, TDA, IND,

VP) se traduit par des virages colorés spontanés ou révélés par l’adjonction de réactifs.

- Des tests de catabolisme : ces tests permettent de révéler la capacité de la souche à

dégrader un ou plusieurs sucres. Cette dégradation se traduit par un virage du milieu

au jaune.

La lecture des résultats est faite à l’aide d’un tableau de lecture (annexe 05) et

l’identification est faite à l’aide d’un logiciel d’identification API WEB.

Les différentes étapes de la recherche des salmonelles sont résumées dans la figure 10.

Lysine-décarboxylase (LDC)
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Incubation 24h à 37 °C

Pré-enrichissement

Conservation de la souche à T° ambiante

« Milieu de conservation »

25 g de l’aliment
+

225 ml d’eau péptonée

tamponnée

Broyage « Stomacher » Suspension mère 10-1

1ml

Repiquage des colonies vertes
avec ou sans centre noir

Mini système Api 20

Identification biochimique

GN inclinée TSI

+

Mini-galerie classique

(TSI, ONPG, TDA, UREE-INDOLE, LDC)

Figure 10 : Recherche de Salmonella à partir des aliments.

Enrichissement sélectif

Incubation 24h à 37 °C

Isolement sélectif

Incubation 24h à 37 °C
Milieu SFB, S/C

+1 disque de
Sélénite de

Ensemencement en

surface d’une goutte

Milieu Hektoen
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1-2-2-1-6-Recherche de Staphylococcus aureus

0,2 ml de la SM (10-1) sont étalés sur toute la surface de la boite de Pétri contenant la

gélose Baird Parker (BP) contenant de jaune d'œuf et téllurite de potassium. L'incubation est

faite à 37°C pendant 48 heures. Des colonies caractéristiques (CC) noires, brillantes, bombées

et entourées d'un halo clair (dû à l’hydrolyse des protéines de l’œuf) et d’autres colonies non

caractéristiques (CNC) sans halo sont dénombrées et identifiées.

Les souches pures suspectées d’être Staphylococcus aureus doivent être tous d’abord

soumises à :

 La pré-identification

La pré-identification se fait par :

Test de la catalase

Pour ce faire, la moitié d’une CC suspectée d’être Staphylococcus aureus est prélevée,

à l’aide d’une anse, et est mélangée avec une goutte d’une solution de peroxyde d’hydrogène

(H2O2) placée sur lame. Un dégagement gazeux sous forme de bulles traduit la décomposition

de peroxyde d’hydrogène sous l’action de catalase.

H2O2 H2O +O2

Test de la coagulase

A partir de la gélose de BP, la moitié la CC suspectée d’être Staphylococcus aureus est

prélevée et ensemencée sur gélose nutritive (GN) en boite. Après incubation 24 heures à

37°C, une colonie est prélevée et ensemencée dans un tube contenant le bouillon cœur-

cerveau (BHIB). Après incubation pendant 24 heures à 37°C, deux gouttes de la culture

(colonie + BHIB) sont mises en contact avec trois gouttes de plasma de lapin dans un tube à

hémolyse. Le tous est incubé à 44°C. L’observation se fait toutes les deux heures pendant 24

heures, et la coagulation se traduit par la prise en masse du contenu du tube.

 L’identification biochimique (galerie API Staph)

A partir d’une culture pure de Staphylococcus cultivée sur gélose nutritive (GN), une

suspension bactérienne homogène de 0,5 Mc Farland doit être préparée dans une ampoule de

milieu API Staph Medium. La galerie est ensemencée puis incubée 24 heures à 37°C.

Catalase
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La galerie API Staph est un système standardisé pour la recherche de Staphylococcus

utilisant des tests miniaturisés, ainsi qu’une base de données spécifique. Il comporte 20

microtubes contenant des substrats déshydratés. Cette galerie permet la réalisation de deux

types de tests :

- Des tests enzymatiques : les réactions produites pendant la période d’incubation en

anaérobiose (ADH, URE) et en aérobiose (NIT, PAL, VP) se traduisent par des

virages colorés spontanés ou révélés par l’addition de réactifs.

- Des tests de catabolisme : les réactions permettent de rechercher le sucre dégradé par

la bactérie cultivée. La dégradation se traduit par un virage du milieu au jaune.

La lecture des réactions se fait à l’aide d’un tableau de lecture (annexe 05) et

l’identification est faite à l’aide d’un logiciel d’identification API WEB.

Les différentes étapes de la recherche de Staphylococcus aureus sont résumées dans la

figure 11 :
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Identification et

dénombrement des

CC et des CNC

Pour une même colonie

Incubation 48 h à 37 °C

Test de catalase Test de coagulase

Enrichissement

Apparition des bulles

Incubation 24h à 37 °C

3 gouttes de plasma de
lapin +

2 gouttes de bouillon

Incubation à 44 °C et

observation toutes les 2 h

Apparition du coagulum

Identification biochimique

Mini système Api Staph

Conservation de la souche à T° ambiante

dans un Milieu de conservation

25 g de l’aliment
+

225 ml de Tryptone-sel

Broyage « Stomacher »

Ensemencement

en surface 0,2 ml

Suspension mère 10-1

Milieu Baird Parker

Bouillon BHIB

+
½ d’une colonie

1 goutte d’H2O2

Figure 11 : Recherche de Staphylococcus aureus à partir des aliments.
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1-2-3-L’antibiogramme

Pour évaluer la sensibilité in vitro aux antibiotiques des germes pathogènes

recherchés, la méthode de diffusion sur gélose (méthode de disque) a été utilisée. Les germes

testés sont des bactéries identifiés à partir des échantillons analysés (Staphylococcus aureus et

Escherichia coli) et deux autres bactéries fournies par le laboratoire de bactériologie des

aliments, des eaux et de l’environnement de l’institut Pasteur (Salmonella sp et

Pseudomonas). Pour ce faire, nous avons suivi le protocole suivant ;

1-2-3-1-Préparation de l’inoculum pour chaque espèce bactérienne

A partir d’une culture bactérienne pure, une suspension de 0,5 Mc Farland est préparée

dans un tube contenant de l’eau physiologique.

1-2-3-2-Préparation par écouvillonnage

Cette technique peut être résumée comme suit :

 Plonger un écouvillon stérile dans l’inoculum préparé et bien essorer.

 Ensemencer la surface de la gélose Mueller Hinton (MH) refroidi et solidifié dans une

boite Pétri carré de manière à former des stries serrées. Cette opération est répétée

deux fois en faisant tourner la boite d’un angle de 90°.

 déposer les différents disques d’antibiotiques sur la surface de la gélose à 1 cm du

bord de la boite. Les différents antibiotiques utilisés pour Escherichia coli, Salmonella

sp, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa sont notés dans le tableau II.

L’incubation est réalisée à 37°C pendant 24 h.

 L’effet des antibiotiques se traduit par une zone d’inhibition qui sera mesurée à l’aide

d’un pied à coulisse. Les résultats obtenus sont comparés aux tableaux des valeurs

critiques des diamètres des zones d’inhibition (annexe 06).
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Tableau III : Les différents antibiotiques utilisés pour Escherichia coli, Salmonella sp,

Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa. (Standardisation des tests de sensibilité

aux antibiotiques à l’échelle national (médecine humaine et vétérinaire) (2014) / site web :

http://www.sante.dz/aarn/index.htm).

Escherichia coli Salmonella sp Staphylococcus aureus
Pseudomonas

aeruginosa

-Ampicilline (10µg) AMP

-Amoxicilline + Acide

clavulanique (20/10 µg) AMC

-Céfazoline (30 µg) KZ

- Chloramphénicol (30µg) C

-Céflazidime (30µg) CAZ

-Imipénème (10µg) IPM

-Gentamicine (10µg) CN

-Acide nalidixique (30µg) NA

-Ciprofloxacine (5µg) CIP

-Furanes (300µg) F

-Triméthoprime

+Sulfaméthoxazole

(1,25/23,75µg) SXT

-Ampicilline (10µg) AMP

-Amoxicilline + Acide

clavulanique (20/10 µg) ADC

-Céfazoline (30 µg) KZ

- Chloramphénicol (30µg) C

-Céflazidime (30µg) CAZ

-Imipénème (10µg) IPM

-Gentamicine (10µg) CN

-Acide nalidixique (30µg) NA

-Ciprofloxacine (5µg) CIP

-Furanes (300µg) F

-Triméthoprime

+Sulfaméthoxazole

(1,25/23,75µg) SXT

-Gentamicine (10µg) CN

-Kanamycine (30µg) K

-Cipofloxacine (5µg) CIP

-Chloramphénicol (30µg) C

-Triméthoprime

+Sulfaméthoxazole

(1,25/23,75µg) SXT

-Tétracycline (30µg) TE

-Gentamicine (10µg) CN

-Tobramycine (10µg) TOB

-Cipofloxacine (5µg) CIP

-Colistine (10µg) CT

-Nétilmicine (30µg) NET
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2-Préparation des extraits végétaux

Dans le cadre de la valorisation de ressources naturelles, nous avons tenté de

contribuer, par la présente étude, à la connaissance de l’effet antibactérien de trois plantes

médicinales et d’une variété d’algue verte filamenteuse récoltées dans la wilaya de Tizi-

Ouzou. Le but de cette partie est l’évaluation de l’activité antibactérienne de l’extrait brut, de

la fraction phénolique (les polyphénols totaux), ainsi que de la fraction lipidique extrait à

partir de ces végétaux.

L’étude expérimentale de cette partie de travail a été menée dans les laboratoires de

l’Université de Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou :

 la préparation des solutions était effectuée au niveau du laboratoire commun 2, de

la Faculté des Sciences Biologiques et des Sciences Agronomiques,

 la lyophilisation était réalisée dans le laboratoire de biochimie analytique et

biotechnologies (LABAB) et le laboratoire de Monsieur HOUALI de la Faculté

des Sciences Biologiques et des Sciences Agronomiques,

 l’extraction des fractions lipidiques et phénoliques était effectuée au niveau du

laboratoire chimie pharmaceutique et chimie de l’environnement de la Faculté des

Sciences.

2-1-Matériel végétal

Les plantes utilisées proviennent de deux régions de la wilaya de Tizi-Ouzou,

l’oléastre et le myrte ont été récoltés à la fin du mois d’Avril dans la région de Fréha (située à

environ 31 Km à l’est de Tizi-Ouzou) et le lentisque dans la région d’Abizar (environ 50 Km

à l’Est de Tizi-Ouzou). Elles ont été identifiées par leurs noms communs en français et leurs

noms botaniques par Mme SMAIL (enseignante de botanique à l’université Mouloud

MAMMERI de Tizi Ouzou).
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Figure 12 : Localisation géographique des sites de récolte des végétaux étudiés.

Les algues vertes filamenteuses ont été récoltées à la même période dans une rivière de

la région d’Abizar (Tizi Ouzou).

Les algues vertes filamenteuses se développent quand les eaux ont un taux élevé de

nitrates et que le courant est faible ou inexistant. Ainsi le régime hydraulique, les conditions

ambiantes (température, ensoleillement, etc.) et, bien sûr, la qualité de l’eau sont autant de

facteurs qui déterminent l’importance et la rapidité de ce développement (BELAUD et al.,

2013). Il existe plusieurs genres et plusieurs espèces d’algues filamenteuses. La variété

utilisée dans cette étude n’a pas pu être identifiée.

Abizar
أبیزار

Freha
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Figure 13: Algue filamenteuse récoltée dans la région d’Abizar en Avril 2017.

2-2-Matériel de laboratoire

Le matériel de laboratoire utilisé dans la présente étude a consisté en :

 Réactifs et produits chimiques :

Hexane, acétate d’éthyle, acide chlorhydrique (HCl 0,5M), méthanol.

 Appareillage :

Rotavapor ; pH mètre ; Etuve ; hotte ; Balance de précision ; Agitateur magnétique ;

Agitateur magnétique avec plaque chauffante ; Centrifugeuse ; Lyophilisateur à plateaux

(voir annexe N°1).
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2-3-Méthodes

Afin de pouvoir évaluer l’effet antibactérien des plantes choisis, nous avons suivi le

protocole suivant :

2-3-1-Collecte des feuilles des trois plantes et des algues

Les feuilles des trois plantes et les algues ont été récoltées à la fin du mois d’Avril

2017. Elles ont été séchées à l’ombre et à l’abri de la lumière pendant 15 jours, puis réduites

en poudre fine à l’aide d’un broyeur électrique. La poudre résultante était conservée à l’abri

de l’air, de l’humidité et de la lumière dans des boites stériles fermés.

2-3-2-Préparation de l’extrait brut

Afin d’obtenir l’extrait brut, 20 g de poudre (obtenue après séchage et broyage) sont

mélangés à 200 ml d’eau distillée dans un bécher. Le mélange est déposé sur un agitateur

magnétique avec plaque chauffante réglé à 40°C pendant 24h.

Le lendemain, la solution sera filtrée à l’aide d’un papier filtre pour récupérer l’extrait

brut. Et pour préserver les propriétés biologiques de la plante, l’extrait brut était lyophilisé.

Le rendement de l’extraction est calculé par le rapport de la masse de l’extrait sur la

masse totale végétale utilisée dans l’extraction (ARAB et al., 2014).

Les différentes étapes qui permettent l’obtention de l’extrait brut sont illustrées dans la

figure 14.
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Figure 14 : Préparation des extraits bruts des végétaux étudiés.

2-3-3-Extraction des fractions lipidiques et des phénoliques

Avant de procéder à l’extraction des composés phénoliques (fractions phénoliques) et

des fractions lipidiques, pour chaque plante (prises séparément), une solution est préparée par

broyage acidifié avec de l’HCl (0,5 M) de 50 g de poudre jusqu'à atteinte d’un pH=2 (DE

MARCO et al., 2007).

2-3-3-1-Extraction de la fraction lipidique

L’extraction de la fraction lipidique de chaque plante a été effectuée selon la méthode

décrite par DE MARCO et al. (2013).

10 ml de la solution acidifiée préalablement avec de l’HCl sont ajoutés à 15 ml

d’hexane. La solution est mélangée vigoureusement à l’aide d’un agitateur mécanique puis

centrifugée pendant 5 min à 3000 tr/min. Les phases sont séparées et le lavage est répété une

deuxième fois. Le surnageant recueilli (hexane + lipide) subit une évaporation sous vide dans
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un rotavapeur à 68,73°C afin d’éliminer l’hexane qui est un solvant très volatile et récupérer

la fraction lipidique.

2-3-3-2-Extraction de la fraction phénolique

L’acétate d’éthyle est ajouté à la solution contenant la plante déjà lavée avec de

l’hexane. L’ensemble est agité vigoureusement puis centrifugé pendant 5 min à 3000 tr/min.

Les phases sont séparées. Cette extraction est répétée 2 fois successivement. Le surnageant

(acétate d’éthyle + composés phénoliques) subit une évaporation sous vide dans un rotavapeur

à 40°C afin d’éliminer l’acétate d’éthyle et récupérer un résidu sec (ZAHARI et al., 2014).Les

différentes étapes d’extraction des fractions lipidique et phénolique des végétaux sont

illustrées dans la figure 15.
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50 g de poudre

HCl (0,5M)
jusqu’à pH=2

15 ml d’hexane

Centrifugation (5

min à 3000 tr/min)

Surnageant (hexane + lipide)

Evaporation sous
vide d’hexane à

68,73°C

Fraction lipidique

10 ml

Mélange vigoureux

Répétition

du lavage

une fois

Le précipité (plante déjà

lavée avec de l’hexane)

Extraction

répétée 2 fois

Composés phénoliques

Acétate d’éthyle

Agitation vigoureuse
Centrifugation (5

min à 3000 tr/min)

Evaporation sous vide de
l’acétate d’éthyle à 40°C

Surnageant (acétate
d’éthyle + composés

phénoliques)

Jeter le culot

Figure 15 : les déférentes étapes de l’extraction des fractions lipidiques et phénoliques des

végétaux étudiés.
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3-Evaluation de l’activité antibactérienne des extraits de végétaux

L’usage de plantes médicinales locales peut-être perçu comme une alternative aux

médicaments conventionnels comme remèdes pour plusieurs pathologies d’origine

bactériennes présentant un large impact pathologique en relation avec leurs résistances aux

antibiotiques habituels.

Dans cette partie de l’étude, l’évaluation l’activité antibactérienne des extraits de trois

plantes (Pistacia lentiscus. L, Olea europea subsp europea var. sylvestris et Myrtus

communis) et d’une variété d’algues filamenteuses, récoltés dans la wilaya de Tizi-Ouzou, a

été réalisée sur quatre souches que sont : Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella

sp., Pseudomonas aeruginosa.

3-1-Les extraits végétaux utilisés

Les extraits végétaux utilisés sont ceux extraits précédemment :

 extraits bruts dissouts dans de l’eau distillée,

 fractions lipidiques,

 fractions lipidiques dissoutes dans le méthanol,

 fractions phénoliques dissoutes dans le méthanol.

La liste des extraits et leurs concentrations sont répertoriées dans le tableau IV :

Tableau IV : Liste des extraits utilisés et leurs concentrations.

Végétaux Extraits Volume de solvant
Concentration

(g/ml de solvant)

Lentisque

200 mg d’extrait brut 1 ml de l’eau distillée 0,2 g/ml

Fraction lipidique // /

0,5 ml de la fraction lipidique 1 ml de méthanol /

200 mg de fraction phénolique 1,5 ml de méthanol 1,13 g/ml

Oléastre

200 mg d’extrait brut 1 ml de l’eau distillée 0,2 g/ml

Fraction lipidique // /

0,5 ml de la fraction lipidique 1 ml de méthanol /

200 mg de fraction phénolique 1,5 ml de méthanol 1,13 g/ml



Etude expérimentale Matériel et méthodes

57

Myrte

Extrait brut // 0,1 g/ml

Fraction lipidique // /

0,5 ml de la fraction lipidique 1 ml de méthanol /

200 mg de fraction phénolique 1,5 ml de méthanol 1,13 g/ml

Algue

filamenteuse

200 mg d’extrait brut
10 ml de l’eau

distillée
0,02 g/ml

Fraction lipidique // /

0,5 ml de la fraction lipidique 1 ml de méthanol /

200 mg de fraction phénolique 1,5 ml de méthanol 1,13 g/ml

// : non ajouté / : non calculé

3-2-Souches testées

Quatre souches bactériennes ont été utilisées dans cette partie de travail : deux souches

(Staphylococcus aureus et Escherichia coli) isolées dans la première partie de notre travail

(étude bactériologique des plats cuisinés) et deux autres souches (Salmonella sp. et

Pseudomonas aeruginosa) fournies par le laboratoire de bactériologie des aliments des eaux

et de l’environnement de l’Institut Pasteur d’Algérie.

3-3-Méthode utilisée

Nous avons utilisé les tests d’évaluation de l’activité antibactérienne des extraits par la

méthode de diffusion sur disque. Cette méthode consiste à ensemencer une boite de pétri par

écouvillonnage (comme l’antibiogramme) et d’y poser un disque vierge stérile qui sera

imbibé d’un extrait donné.

3-3-1-Ensemencement par écouvillonnage

Des suspensions d’inoculum, d’une densité de 0,5 Mc Farland, sont préparées pour

chaque souche bactérienne. A la surface d’une gélose de Muller-Hinton coulée, refroidie et

solidifiée dans une boite de pétri, une souche bactérienne est ensemencée par écouvillonnage

de manière à former des stries serrées. L’opération est répétée deux fois en faisant tourner la

boite d’un angle de 90°.

Un disque vierge est déposé au centre de la boite de pétri. A l’aide d’une micro-

pipette, 15 µl de l’extrait à tester sont déposés sur le disque vierge. Les boites sont incubées à

37°C pendant 24 h.
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Cette opération est répétée pour tous les solvants utilisés (eau distillée, hexane, acétate

d’éthyle et méthanol).

L’effet antibactérien des extraits se traduit par une zone d’inhibition qui sera mesurée

à l’aide d’un pied à coulisse.

3-4-Evaluation de l’activité antibactérienne (bactériostatique/bactéricide) des extraits

végétaux

La dilution en milieu liquide (BHIB) est une méthode utilisée pour déterminer les

paramètres de l’inhibition de la croissance bactérienne (CMI, CMB) des extraits présentant

une activité antibactérienne.

3-4-1-Concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est la plus faible concentration capable d’inhiber la croissance bactérienne.

Pour déterminer la CMI, on procède à des dilutions successive ; 1/2, 1/4, 1/8, 1/16,

1/32, 1/64 pour chaque extrait dans des tubes contenant 1ml de BHIB. L’incubation est de 24

heures à 37°C. Le développement bactérien se traduit par un trouble et la CMI est considérée

au premier tube où ce trouble n’apparait pas.

3-4-2-Concentration minimale bactéricide (CMB)

La CMB est la plus petite concentration capable de détruire 99,99% de l’inoculum

bactérien.

À partir des tubes ayant une concentration supérieure ou égale à la CMI, 0,1 ml sont

prélevés et ensemencés sur gélose nutritive (coulée dans une boite de pétri). L’incubation est

de 24 h à 37°C. La CMB est considérée à la première boite où il n’ya pas de développement

bactérien.
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1-Résultats de l’étude microbiologique des plats cuisinés

La prévention des TIAC doit passer par un meilleur respect des recommandations sur

l’hygiène, la préparation et la conservation des aliments qui sont destinés à rendre impossible

la multiplication d’un faible inoculum bactérien éventuellement présent dans les denrées

(BOUVET, 2010). En effet, le non respect de ces règles est généralement responsable (aussi

bien dans les cuisines familiales que dans la restauration collective) de la survenue de TIAC

(DELARRAS, 2008).

Un échantillonnage composé de plats cuisinés servis dans des restaurations collectives

à caractère social, a été analysé dans la première partie de notre étude. Ceci est d'autant plus

justifié que la fréquence de consommation de ces plats est relativement élevée. Les résultats

obtenus sont présentés dans le tableau V.

Tableau V : Résultats d’analyse des plats cuisinés prélevés des trois sites A, B et C au niveau

de la wilaya d’Alger.

Restaurant N° FMAT*
Coliformes

totaux*

Coliformes

fécaux*

Escherichia

coli*
ASR* Salmonella*

Staphylococcus

aureus*

Site A

E01 / / / Abs / Abs Abs

E02 / / / Abs / Abs Abs

E03 1,49. 104 40 10 Abs Abs Abs Abs

E04 / / / Abs / Abs Abs

E05 2,05. 104 2,17. 103 2,56. 103 Abs Abs Abs Abs

E06 / / / Abs / Abs Abs

E07 1,79. 104 7,27. 102 80 Abs Abs Abs Abs

E08 / / / Abs / Abs 5,55. 103

E09 9,36. 104 1,59. 104 6,72. 102 Abs Abs Abs 1,25. 103

E10 / / / Abs / Abs Abs

E11 / / / Abs / Abs Abs

E12 / / / Abs / Abs Abs

E13 / / / Abs / Abs Abs

E14 1,30. 105 2,5. 104 9,18. 103 Abs Abs Abs Abs

E15 / / / 1,20. 103 / Abs Abs

E16 4,27. 106 1,60. 106 1,02. 106 Abs Abs Abs Abs

E17 8,63. 103 9,54. 103 5,72. 103 Abs Abs Abs Abs



Etude expérimentale Résultats et discussion

60

E18 / / / 2,30. 103 / Abs Abs

E19 / / / Abs / Abs Abs

E20 2,67. 105 2,72. 105 1,45. 105 1,08. 104 Abs Abs Abs

E21 / / / Abs / Abs Abs

E22 1,36. 104 70 50 Abs Abs Abs Abs

E23 2,09. 103 1,20. 103 3,81. 102 Abs Abs Abs Abs

E24 2,36. 103 150 20 Abs Abs Abs Abs

E25 / / / Abs / Abs Abs

E26 1,20. 102 1,76. 103 120 Abs Abs Abs Abs

E27 / / / 5,30. 103 / Abs Abs

E28 1,71. 103 1,76. 103 9,18. 102 Abs Abs Abs Abs

E29 / / / 2,00. 102 / Abs Abs

E30 / / / 8,00. 102 / Abs Abs

E31 / / / Abs / Abs Abs

E32 4,09. 103 4,23. 102 2,00. 102 2,00. 102 Abs Abs Abs

Site B

E33 / / / 1,3. 103 / Abs Abs

E34 9,81. 102 9,54. 103 3,90. 103 Abs Abs Abs Abs

E35 / / / Abs / Abs Abs

E36 / / / Abs / Abs Abs

Site C

E37 2,14. 104 1,87. 104 5,95. 102 Abs Abs Abs Abs

E38 / / / Abs / Abs Abs

E39 / / / Abs / Abs Abs

E40 / / / Abs / Abs Abs

E41 / / / Abs / Abs Abs

*Unité : UFC/g d’aliment Abs : Absence / : non recherché

Les résultats globaux des différents échantillons analysés avec leurs pourcentages

correspondants sont résumés dans la figure 16.
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Les résultats obtenus (figure 16) montrent que 63,41% (26 plats) des plats analysés

sont de qualité bactériologique satisfaisante, 4,87% (2 plats) des plats analysés sont de qualité

bactériologique acceptable, 26,82% (11 plats) des plats analysés sont de qualité

bactériologique non satisfaisante et 4,87% (2 plats) des plats analysés sont considérés comme

toxiques. Ces derniers correspondent aux échantillons E 16 et E 20 retrouvés dans le site A.

L’échantillon E 16 correspond aux poissons avec sauce tomate et oignons. L’échantillon E 20,

quant à lui, correspond au pois chiches avec viande à la sauce.

Ces résultats peuvent être comparés à ceux obtenus par ABOUDA et al. en 2014. Les

résultats de leur étude a montré que 30 % de différents échantillons analysés étaient non

conformes aux normes avec présence d’une variété importante de germes.

1-1-La flore mésophile aérobie totale (FMAT)

La FMAT donne une indication sur l’état hygiénique et sanitaire des plats cuisinés.

Les résultats obtenus des trois sites de restauration collective au niveau de la wilaya d’Alger

sont notés dans le tableau V.

La figure 17 montre l’aspect des colonies de la FMAT ; elles sont lenticulaires

blanchâtres ayant poussé en profondeur sur milieu PCA (les autres colonies sont considérées

comme des contaminants).

SATISFAISANT
63,41%

ACCEPTABLE
4,87%

NON
SATISFAISANT

26,82%

TOXIQUES
4,87%

Figure 16 : Interprétation globale des résultats de différents échantillons analysés.
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Les résultats du niveau de contamination des échantillons analysés par la FMAT sont

présentés dans la figure 18.

La recherche de la FMAT dans les plats servis dans les trois sites de restauration

collective étudiés a concerné 16 échantillons. Les résultats ont montré que 15 plats (93,75%)

ont donné des résultats satisfaisants et 1 seul plat (6,25%) a donné un résultat non satisfaisant.

Ce dernier correspond à l’échantillon E16. Il s’agit d’un plat composé de poisson avec sauce

récupéré du site A. ABOUDA et al. en 2014, montrent dans leur étude que la FMAT participe

au taux global de non-conformité à hauteur de 9 %. La présence de cette catégorie de germe

donne une idée sur la contamination globale et est reconnue comme indice d’une mauvaise

qualité générale et d’un non-respect des bonnes pratiques.

Figure 17 : Aspect de la flore mésophile aérobie totale sur gélose Plat Count Agar (PCA)

après incubation 72 h à 37°C.

Colonies blanchâtres

lenticulaires

Figure 18 : Histogramme du niveau de contamination des échantillons analysés par la

FMAT.
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1-2-Les coliformes totaux et les coliformes fécaux

Vivant normalement dans l’intestin de l’Homme et des animaux à sang chaud, les

coliformes sont des indicateurs de présence des germes pathogènes.

La figure 19 montre l’aspect des colonies de coliformes totaux et de coliformes fécaux

sur gélose VRBL (Violet Red Bile Lactose). Dans les deux cas, les colonies poussent en

profondeur et apparaissent lenticulaires et rouges.

Les résultats obtenus du niveau de contamination des échantillons analysés par les

coliformes totaux à 37°C sont présentés dans la figure 20.

Figure 19 : Aspect des coliformes sur gélose VRBL (Violet Red Bile Lactose) : (a) coliformes

totaux apparaissant après incubation 24 h à 37°C. (b) coliformes fécaux apparaissant après

incubation 24 h à 44°C.
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ACCEPTABLES
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Figure 20 : Histogramme du niveau de contamination des échantillons analysés par les coliformes

totaux à 37°C.
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La recherche des coliformes totaux dans les plats servis dans les trois sites de

restauration collective étudiés a concerné 16 échantillons. Les résultats (figure 20) ont montré

que 9 plats (56,25%) ont donné des résultats satisfaisants, 2 plats (12,5%) ont donné des

résultats acceptables et 5 plats ont donné des résultats non satisfaisant. Ces derniers

correspondent aux échantillons E09 (poulet avec sauce et légumes), E14 (poulet avec de la

sauce et des légumes), E16 (poissons avec sauce tomate et oignons) et E20 (pois chiches avec

viande) récupérés du site A et à la E37 (œufs bouillés) récupéré du site C.

Les résultats obtenus du niveau de contamination des échantillons analysés par les

coliformes fécaux à 44°C sont présentés dans la figure 21.

Le dénombrement des coliformes thermotolérants donne une indication sur la qualité

hygiénique à côté de la flore mésophile aérobie totale à 30°C (GUIRAUD et ROSEC, 2004).

La recherche des coliformes fécaux a concerné 16 échantillons. Les résultats (figure

21) ont montré que 2 plats (12,5%) ont donné des résultats satisfaisants, 2 plats (12,5%) ont

donné des résultats acceptables et 10 plats (62,5%) ont donné des résultats non satisfaisants. Il

s’agit des échantillons E05 (cachir aux olives vertes), E09 (poulet avec sauce et légumes),

E14 (poulet avec de la sauce et des légumes), E17 (pâté au fromage), E23 (riz avec poulet à la
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Figure 21 : Histogramme du niveau de contamination des échantillons analysés par les coliformes

fécaux à 44°C
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sauce tomate), E26 (pois chiches avec viande à la sauce), E28 (salade avec cachir aux olives

vertes) et E32 (cachir aux olives vertes ) récupérés du site A, E34 (pois chiches avec viande à

la sauce) récupéré du site B et E37 (œufs bouillés) récupéré du site C. De même ces résultats

ont mentionné que 2 plats (12,5%) sont considérés toxiques. Il s’agit des échantillons E16

(poissons avec sauce tomate et oignons) et E20 (pois chiches avec viande à la sauce)

récupérés du site A.

Les résultats obtenus (figure 21) pour ce type de coliformes à 44°C montrent un

pourcentage élevé pour les résultats non satisfaisants (62,5%) et 12,5% pour les repas

toxiques. Selon les résultats obtenus par ABOUDA et al (2014), ces bactéries, participent à 77

% du taux total de non-conformité des analyses bactériologique. On suppose qu’il existe un

manque d’hygiène correspondent à un manque des travaux de nettoyage, de désinfection ou

de cuisson et le mauvais respect par les personnels de l’hygiène vestimentaire et corporelle.

1-3-Escherichia coli

La recherche d’Escherichia coli n’est pas mentionnée dans le JORA N° 35 du 27 mai

1998, mais une autre version du JORA portant certaines modifications et intégrant la

recherche d’Escherichia coli sera publiée prochainement.

Les analyses bactériologiques réalisées pour les plats cuisinés prélevés des 3 sites de

restaurations collectives sont présentés dans le tableau V. Les résultats montrent la présence

d’Escherichia coli dans 8 plats sur 41 échantillons analysés.

La figure 22 montre l’aspect des colonies d’Escherichia coli sur milieu chromogène TBX

(Tryptone-bile glucuronide) ; elles apparaissent en profondeur de couleur bleues-vertes.

Figure 22 : Aspect des colonies d’Escherichia coli sur milieu TBX (Tryptone-bile-

glucuronide) après incubation 24 h à 37°C.

Colonie bleue-vertes

en profondeur
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La figure 23 montre l’aspect des colonies d’Escherichia coli sur milieu chromogène

d’Escherichia coli ; elles apparaissent en surface de couleur bleues-violette.

Afin de tester les antibiotiques utilisés pour réaliser les différents antibiogrammes,

nous avons utilisé la souche Escherichia coli ATCC25922. Les résultats obtenus (tableau VI

et figure 24) comparés au tableau de valeurs critiques de la zone d’inhibition de la souche

Escherichia coli ATCC25922 (annexe 06) montrent la validité des antibiotiques.

Figure 23 : Aspect des colonies d’Escherichia coli sur milieu chromogène

d’Escherichia coli après incubation 24 h à 37°C.

Colonie bleue-
violette en surface

AMP AMCCAZIPM

CNCIPNAKZ

CSXTCTF

K TE NETTOB

Figure 24 : Résultats de l’antibiogramme de la souche Escherichia coli ATCC 25922.
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Tableau VI : Résultats de l’antibiogramme de la souche Escherichia coli ATCC 25922.

Antibiotique
Diamètre de la zone

d’inhibition (mm)
Interprétation

IPM: Imipénème 28 Correspond aux valeurs critiques

CAZ: Céflazidime 30 Correspond aux valeurs critiques

AMC: Amoxicilline + Acide

clavulanique
19 Correspond aux valeurs critiques

AMP: Ampicilline 19 Correspond aux valeurs critiques

KZ: Céfazoline 16 Correspond aux valeurs critiques

NA: Acide nalidixique 28 Correspond aux valeurs critiques

CIP: Ciprofloxacine 32 Correspond aux valeurs critiques

CN : Gentamicine 20 Correspond aux valeurs critiques

F: Furanes 25 Correspond aux valeurs critiques

CT: Colistine 13 Correspond aux valeurs critiques

SXT: Triméthoprime

+Sulfaméthoxazole
29 Correspond aux valeurs critiques

C : Chloramphénicol 26 Correspond aux valeurs critiques

NET : Nétilmicine 24 Correspond aux valeurs critiques

TE : Tétracycline 25 Correspond aux valeurs critiques

TOB : Tobramycine 20 Correspond aux valeurs critiques

K : kanamycine 21 Correspond aux valeurs critiques

La figure 25 représente le profil d’antibiorésistance de la souche Escherichia coli isolée à

partir de l’échantillon E20. L’interprétation des résultats est résumée dans le tableau VII.
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Tableau VII : Interprétation des résultats de l’antibiogramme de la souche Escherichia coli.

Antibiotique
Diamètre de la zone

d’inhibition (mm)
Interprétation

IPM: Imipénème 34 S: sensible

CAZ: Céflazidime 30 S: sensible

AMC: Amoxicilline + Acide clavulanique <6 R: résistante

AMP: Ampicilline <6 R: résistante

KZ: Céfazoline 18 R: résistante

NA: Acide nalidixique 16 I: intermédiaire

CIP: Ciprofloxacine 30 S: sensible

CN : Gentamicine 24 S: sensible

F: Furanes 27 S: sensible

CT: Colistine 14 R: résistante

SXT: Triméthoprime +Sulfaméthoxazole <6 R: résistante

C : Chloramphénicol 29 S: sensible

La souche Escherichia coli testée est sensible à plusieurs antibiotiques utilisés (tableau

VII) que sont : l’imipénème (10µg), la céflazidime (30µg), la ciprofloxacine (5µg), la

gentamicine (10µg), les furanes (300µg) et le chloramphénicol (30µg). Elle est

multirésistante ; elle présente une résistance à l’amoxicilline, à l’acide clavulanique (20/10

Figure 25 : Résultats de l’antibiogramme de la souche Escherichia coli réalisé sur milieu

Mueller Hinton (MH) après incubation 24h à 37°C.
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µg), à l’ampicilline (10µg), à la céfazoline (30 µg), à la colistine, au triméthoprime et au

sulfaméthoxazole (1,25/23,75µg).

Une étude menée par DEJLIL, en 2000, a montrée une multirésistance d’une souche

d’Escherichia coli isolée dans des denrées alimentaires en milieu hospitalier (CHU Avicenne,

Rabat) au chloramphénicol, à l’oxytétracycline, au triméthoprime et au sulfaméthoxazole.

Cette multirésistance serait due à leurs utilisations abusives dans l’alimentation animale.

1-4-Les anaérobies sulfito-réducteurs (ASR)

La présence des ASR dans les plats cuisinés indique une contamination fécale

ancienne liée à la persistance et à la résistance dans l’environnement de ces germes.

Les analyses microbiologiques appliquées pour la recherche des anaérobies sulfito-réducteurs

montrent des résultats satisfaisants à 100 %. Ceci démontre l’efficacité de l’effet thermique

bactéricide de la température de cuisson. D’autres travaux, tels que ceux de GOUSSAULT

(1983), ont montré que la non-conformité des plats cuisinés à base de viande (2,2%) et de

légumes cuits (1,2%) est due à Clostridium Perfringens.

1-5- Salmonelles

Salmonella est une bactérie dont la présence dans les aliments constitue un véritable

danger pour le consommateur. Fort heureusement, les analyses bactériologiques des différents

échantillons prélevés des trois sites de restauration collective montrent l’absence de

salmonelles dans tous les plats. La figure 26 montre l’aspect du milieu bouillon

d’enrichissement sélectif (SFB) après incubation à 37°C pendant 24h. Celui-ci montre des

résultats suspectent la présence des salmonelles.

Figure 26 : Aspect du milieu bouillon d’enrichissement sélectif (SFB) après incubation

24 h à 37°C.
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La figure 27 présente l’aspect des colonies suspectées d’être des salmonelles sur boite

avec milieu Hektoen ; les colonies apparaissent vertes avec ou sans centre noir.

Les colonies suspectées d’être des salmonelles ont subi un test confirmatif par

identification biochimique (mini galerie et api 20E). Les résultats ont montré l’absence de

salmonelles dans nos échantillons. La figure 28 présente l’aspect du milieu TSI après

incubation 24 h à 37°C. La présence des salmonelles se traduit par la fermentation du

glucose, ainsi que par la production de H2S et de gaz.

Colonies vertes

avec centre noir

Figure 27 : Aspect des colonies suspectées d’être des salmonelles sur milieu Hektoen

après 24 h à partir de bouillon SFB.

Figure 28 : Aspect du milieu TSI après incubation 24 h à 37°C.
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La figure 29 présente l’aspect des milieux de test de la galerie biochimique après incubation

24 h (ONPG-, H2S-, GAZ+, URE-, Indole-, TDA-, LDC+).

Les résultats obtenus par la galerie API 20E (figure 30 et tableau VIII) confirment

l’absence des salmonelles dans les différents échantillons analysés. Le test positif se traduit

par virage de couleur ; au jaune pour les sucres et l’ONPG, au rose pour le VP et IND, au

marron pour le TDA, au rouge pour ADH, LDC, ODC et appariation d’un dépôt pour le H2S.

Figure 29 : Aspect des milieux de test de la galerie biochimique après incubation 24 h

(ONPG-, H2S-, GAZ+, URE-, Indole-, TDA-, LDC+).

LDC

témoin

LDC+ Indole - TDA- TSI ONPG- GN

Figure 30 : Résultats de la galerie API 20E.

ONPG-ADH-LDC-ODC-CIT-H2S-URE-TDA-IND-VP-GEL-GLU-MAN-INO-SOR-RHA-SAC-MEL-AMY-ARA
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Tableau VIII : Résultats obtenus par galerie API 20E pour les colonies suspectées d’être des

salmonelles.

Restaurant N° ONPG H2S TDA URE INDOLE LDC Api 20E

Site A

E03 - - - - - + Cronobacter spp

E08 - - - - - - Acinetobacter baumanii

E11 + + - - - - Enterobacter cloocea

E12 - - + - - - Pseudomonas fluorescens

E13 - - - - - - Acinetobacter baumanii

E14 - - - - + - Acinetobacter calcoaceticus

E15 + + - - + + Citrobacter freundii

E16 - - - + - - Pseudomonas aeruginosa

E17 - - - - - - Acinetobacter baumanii

E18 - - - - - +
Stenotrophomonas

malthophilia

E19 - - - - - - Pseudomonas aeruginosa

E21 + + - - - + Pseudomonas luteola

E22 - - - - - - Pseudomonas flurescens

E24 - - - - - - Pseudomonas flurescens

Site B E35 + - + + + + Rapultella ornithinolytica

Site C
E39 + - - - + - Alcalescens

E40 + + - - - - Enterobacter cloocea

Pour évaluer la sensibilité des salmonelles aux antibiotiques, nous avons utilisé une

bactérie fournie par le laboratoire de bactériologie des aliments, des eaux et de

l’environnement de l’IPA. La figure 31 montre les résultats de l’antibiogramme de la souche

Salmonella sp. . Les diamètres des zones d’inhibition sont notés dans le tableau IX.
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Antibiotique
Diamètre de la zone

d’inhibition (mm)
Interprétation

IPM: Imipénème 34 S: sensible

CAZ: Céflazidime 24 S: sensible

AMC: Amoxicilline + Acide

clavulanique
20 S: sensible

AMP: Ampicilline 22 S: sensible

KZ: Céfazoline 16 R: résistante

NA: Acide nalidixique 26 S: sensible

CIP: Ciprofloxacine 36 S: sensible

CN : Gentamicine 24 S: sensible

F: Furanes 23 S: sensible

CT: Colistine 14 R: résistante

SXT: Triméthoprime

+Sulfaméthoxazole
34 S: sensible

C : Chloramphénicol 29 S: sensible

Le tableau des valeurs critiques des diamètres des zones d’inhibition des

Entérobactéries qui est mentionné dans l’annexe 06. La comparaison avec nos résultats

montre une résistance de cette souche à la céfazoline (30 µg) et à la colistine avec une

sensibilité aux différents antibiotiques utilisés.

DEJLIL (2000) montre une résistance fréquente de cette souche aux sulfamides.

Figure 31 : Résultats de l’antibiogramme de la souche de Salmonella sp. réalisé sur

milieu Mueller Hinton (MH) après incubation 24h à 37°C.

AMP AMC CAZ IPM

CN CIP NA KZ

C SXT CT F

Tableau IX : Interprétation des résultats d’antibiogramme de la souche de Salmonella sp.
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1-6-Staphylococcus aureus

La présence des Staphylocoques aureus au sein des plats cuisinés constitue un risque

pour le consommateur.

Dans la présente étude, les boites de BP (figure 32) présentent des colonies

caractéristiques (CC) de taille moyenne, de couleur gris foncé à noires, brillantes, bombées et

entourées d’auréoles transparentes. Les zones opaques sont dues à l’activité lipolytique de la

lécithinase qui dégrade la lécithine (des protéines de l’œuf). Des colonies sans halo (CNC) ont

aussi été retrouvées.

.

A partir des CC, nous avons procédé aux tests de pré-identification (recherche de la

catalase (figure 33 et tableau X) et recherche de la coagulase (figure 34 et tableau X), aux

tests biochimiques et à l’antibiogramme.

Colonie non

caractéristique

Colonie

caractéristique

Figure 32 : Aspect des colonies de Staphylococcus aureus sur milieu de Baird Parker

(BP) après incubation 48 h à 37°C.

Figure 33 : Test de catalase.

Cat +

Cat -
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Les résultats de la galerie API Staph (figure 35) sont notés dans le tableau X.

Staphylococcus aureus doit pouvoir dégrader tous les sucre (puits jaunes), NIT + (puit rouge)

et ADH +, VP +, URE + (puits roses).

Tableau X: Résultats des tests de coagulase, de catalase et de la lecture de la galerie API

Staph.

Restaurant N° Catalase Coagulase API Staph

Site A

E01 + - Staphylococcus warneri

E02 + - Staphylococcus sciuri

E04 + - Staphylococcus xylosus

E05 + - Staphylococcus warneri

E08 + + Staphylococcus aureus

E09 + + Staphylococcus aureus

E11 + - Staphylococcus xylosus

E12 - / /

Coag +

Coag -

Figure 34 : Test de coagulase.

Figure 35 : Résultats de la galerie API Staph.

0-GLU-FRU-MNE-MAL-LAC-TRE-MAN-XLT-MEL-NIT-PAL-VP-RAF-XYL-SAC-MDG-NAG-ADH-URE
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. + : positif - : négatif / : non recherché

Les résultats (tableau X) ont mis en évidence 20 souches du genre Staphylococcus,

dont 2 Staphylococcus aureus, à catalase et coagulase positives, récupérés à partir des

échantillons E08 (tlitli à la sauce tomate) et E09 (poulet avec sauce et légumes). Les résultats

de l’antibiogramme de la souche isolée à partir de l’échantillon E09 sont présentés dans la

figure 36 et le tableau XI.

E14 + - Staphylococcus xylosus

E15 + - Staphylococcus lentus

E16 + - Staphylococcus xylosus

E17 + - Staphylococcus warneri

E18 - / /

E19 + - Staphylococcus lentus

E20 + - Staphylococcus auricularis

E21 - / /

E25 + - Staphylococcus warneri

E26 + - Staphylococcus sciuri

E27 + - Staphylococcus sciuri

E29 + - Staphylococcus xylosus

E30 - / /

E32 + - Staphylococcus xylosus

Site B E33 + - Staphylococcus sciuri

Site C
E37 + - Staphylococcus sciuri

E38 - / /

Figure 36 : Résultats de l’antibiogramme de la souche Staphylococcus aureus.

CN CIP

TE

K

SXT C
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Tableau XI : Interprétation des résultats de l’antibiogramme de la souche Staphylococcus

aureus.

Antibiotique
Diamètre de la zone
d’inhibition (mm)

Interprétation

TE : Tétracycline 30 S: sensible

CIP: Ciprofloxacine 28 S: sensible

K : Kanamycine 22 S: sensible

CN : Gentamicine 23 S: sensible

C : Chloramphénicol 29 S: sensible

SXT: Triméthoprime +Sulfaméthoxazole 34 S: sensible

DAUREL et LECLERCQ (2008) ont constaté que la souche de Staphylococcus aureus

a développée une résistance croisée entre l’oxacilline et les autres bêta-lactamines produisant

une pénicillinase qui inactive la pénicilline G et l’ampicilline. Dans son étude, DEJLIL (2000)

montre une résistance de Staphylococcus aureus aux quinolones liée à des mutations des topo-

isomérases ; cible de ces antibiotiques. D’autre part, QUENTIN et al. (2001) ont constaté une

résistance des souches Staphylococcus aureus isolées du milieu hospitalier vis-à-vis de la

pénicilline, l’oxacilline, la kanamycine, la gentamicine, la tobramycine, l’amikacine, la

nétilmicine, l’érythromycine, la spiramycine, la lincomycine, la pristinamycine, la

tétracycline, la péfloxacine, la fosfomycine, la rifampicine, l’acide fusidique, le cotrimoxazole

et la vancomycine.

1-7-Pseudomonas aeruginosa

Pour évaluer la sensibilité de Pseudomonas aeruginosa (bactéries psychrotrophes) aux

antibiotiques, nous avons utilisé une souche fournie par le laboratoire de bactériologie des

aliments, des eaux et de l’environnement de l’IPA.

La figure 37 et le tableau XII montrent les résultats de l’antibiogramme de la souche

de Pseudomonas aeruginosa.
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Tableau XII : Interprétation des résultats de l’antibiogramme de la souche Pseudomonas

aeruginosa.

En comparant au tableau de valeurs critiques des diamètres des zones d’inhibition de

Pseudomonas aeruginosa mentionné dans l’annexe 06, ces résultats montrent une résistance

intermédiaire de la souche pour le colistine (10µg) et une sensibilité pour d’autres

antibiotiques utilisés ; le gentamicine (10µg), la tobramycine (10µg), le cipofloxacine (5µg),

le nétilmicine (30µg). CAVALLO et MERENS (2008) montrent que cette souche présente

une résistance naturelle à de nombreux antibiotiques, comme les aminopénicillines, les

céphalosporines de première et de deuxième génération, les céphalosporines classiques de

troisième génération, la kanamycine, le cotrimoxazole, les tétracyclines, le chloramphénicol,

l’ertapénème, les macrolides et les quinolones de première génération.

Antibiotique
Diamètre de la zone

d’inhibition (mm)
Interprétation

CT : Colistine 11 I: intermédiaire

NET : Nétilmicine 27 S: sensible

TOB : Tobramycine 22 S: sensible

CN : le Gentamicine 24 S: sensible

CIP : Cipofloxacine 32 S: sensible

Figure 37 : Résultats de l’antibiogramme de la souche Pseudomonas aeruginosa.

CT

CIP

NETTOB

CN
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2-Résultats de l’extraction des composants de végétaux à tester

2-1- Rendements des extractions

Les résultats obtenus pour les extraits des trois plantes utilisés ; Pistacia lentiscus L.,

Myrtus communis et Olea europea subsp europea var. sylvestris, ainsi que pour la variété

d’algues filamenteuses récoltées sont notés dans le tableau XIII.

Tableau XIII : Tableau récapitulatif des rendements des différents extraits végétaux préparés.

Végétaux

Extraits bruts Fractions lipidiques Fractions phénoliques

Poids

d’extrait
Rendement

Volume

d’extrait
Rendement

Poids

d’extrait
Rendement

Pistacia

lentiscus L.
1,64 g 27,33% 0,85 ml / 1,86 g 3,72%

Myrtus

communis
/ / 0,23 ml / 1,75 g 3,5%

Olea europea

subsp europea

var. sylvestris

1,08 g 13,5% 0,33 ml / 1,96 g 3,92%

Algues

filamenteuses
0,87g 14,5% 0,8 ml / 2,04 4,08%

/ : non calculé

Le feuillage des plantes médicinales identifiés et utilisés dans notre étude avait une

teneur en matière sèche brute de 27,33 % pour Pistacia lentiscus et 13,5 % pour Olea europea

subsp europea var. sylvestris. Ces valeurs sont inférieures à celles trouvées par MEBIROUK-

BOUDCHICHE et al. (2014) ; ils ont retrouvé des valeurs plus élevés avec les mêmes plantes

que nous avons étudiées et avec d’autres espèces arbustives méditerranéennes. Les résultats

de MEBIROUK-BOUDCHICHE et al. (2014) étaient 49,33 %, pour Pistacia lentiscus, 49,92

% pour Olea europea subsp europea var. sylvestris et 44,10 % pour Myrtus communis. Tous

les extraits ont pu être lyophilisés sauf celui du myrte (indisponibilité du lyophilisateur); il a

été utilisé à une concentration de 0,1g/ml.

Pour les algues filamenteuses le rendement était de 14,5% et l’extrait obtenu se

présente sous forme d’une couche spongieuse de couleur verte foncée.

L’usage médicinal d’une plante est généralement jugé sur la base de sa teneur en

composés primaires et secondaires actifs. Dans cette partie du travail, nous nous sommes
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intéressées à l’extraction des fractions lipidiques et phénoliques de 04 végétaux identifiés en

suivant la méthode d’extraction par solvant utilisée par DE MARCO et al. (2007) et DE

MARCO et al. (2013).

Il est important de souligner que la qualité de l'extraction est influencée par plusieurs

facteurs tels que les parties de la plante utilisées comme matière de départ, le solvant utilisé

pour l'extraction, la procédure d'extraction et le rapport des solvants. Les solvants les plus

couramment utilisés pour l'obtention d'extraits sont l'eau, le méthanol, l'éthanol et l'acétate

d'éthyle (ALEKSIC et KNEZEVIC, 2014).

La présente étude a aussi permi l’extraction des fractions lipidiques des trois plantes

(Pistacia lentiscus L., Myrtus communis et Olea europea subsp europea var. sylvestris) et

celle de l’algue filamenteuse en utilisant la méthode d’extraction par solvant décrite par DE

MARCO et al. (2013). Lors de l’extraction, l’élimination de l’hexane n’était pas totale,

empêchant le calcul du rendement en fractions lipidiques pour les 4 végétaux étudiés.

Chez le lentisque (Pistacia lentiscus L.), le taux en composés phénoliques varie selon

l’espèce et la méthode d’extraction entre 1,5 et 7,5% (AZAIZEH et al., 2013). Dans leurs

études, AZAIZEH et al. (2013) ont extrait des polyphénols de lentisque par l’acétone avec un

rendement de 7,6%. Alors que cette même fraction a été extraite avec de l’acétate d’éthyle

aboutissant à un rendement de 3,72 %.

La teneur en composés phénolique de Myrtus communis (Myrte) est de l’ordre de

3,5%, ce rendement est très inférieur à ceux obtenus par GARDELI et al, (2008) qui ont

reussi à extraire ces composés avec des teneurs très importantes en utilisant le méthanol, le

taux en composés phénoliques varie selon la saison ; leur rendement était de 30,7% en mois

de février, 35,2% en mois de mai et 37,3% en moi d’août.

L’extrait phénolique des feuilles d’oléastre (Olea europea subsp europea var.

sylvestris) obtenu dans la nôtre étude se présente sous forme d’une fine poudre verte. Le

rendement en polyphénols était de 3,92%. Alors que pour ARAB et al. (2014), le rendement

en polyphénols totaux obtenu, à partir de 5g des feuilles par macération dans du méthanol,

était de 38,74%.

L’extrait phénolique des algues filamenteuses obtenu se présente sous forme d’une

poudre noire. D’après le résultat obtenu, le rendement phénolique a atteint 4,08 % par rapport

à la matière sèche utilisée.
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3-Résultats obtenus de l’étude de l’activité antibactérienne des extraits végétaux

Les problèmes liés à l'application d'antibiotiques conventionnels, y compris la

résistance aux antimicrobiens, les problèmes environnementaux, les effets secondaires et les

coûts élevés ont renforcé une tendance à remplacer les antimicrobiens synthétiques par des

agents alternatifs naturels (ALEKSIC et KNEZEVIC, 2014). En conséquence, des recherches

approfondies ont été menées afin d'évaluer l'effet antibactérien des huiles essentielles et des

extraits de plante qui ont montré leur capacité à inhiber la croissance de microorganismes

pathogènes variés.

3-1-Activité antibactérienne des extraits végétaux sur les 4 espèces bactériennes

Le pouvoir bactériostatique des extraits de plantes (extraits bruts, fractions lipidiques

et phénoliques) a été testé sur 04 souches bactériennes (Salmonella sp., Staphylococcus

aureus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa) par la méthode de diffusion par disques

a été quantifié en mesurant les diamètres des zones d’inhibitions de croissance des bactéries

Dans notre étude, la mesure des zones d’inhibition nous a permis de classer les

microorganismes suivant leurs degrés de sensibilité aux différents extraits en suivants la

méthodologie de MOREIRA et al. (2005) :

 Pour un diamètre de la zone d’inhibition inférieur ou égal à 8 mm, la bactérie est dite

non sensible.

 Pour un diamètre de la zone d’inhibition compris entre 9 et 14 mm, la bactérie est dite

sensible.

 Pour un diamètre de la zone d’inhibition compris entre 15 et 19 mm, la bactérie est dite

très sensible.

 Pour un diamètre de la zone d’inhibition supérieur ou égal à 20 mm, la bactérie est dite

extrêmement sensible.

3-1-1-Effet antibactérien des solvants utilisés

Si les extraits doivent être soumis aux essais biologiques, la toxicité du solvant peut

également être critique car même en traces, le solvant ne devrait pas empêcher le procédé

biologique.
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Pour cela les solvants utilisés ont été testés comme des témoins, les résultats montrent

que l’hexane et l’eau distillée ne présentent aucun effet sur la croissance normale des souches

microbiennes. Alors qu’avec l’acétate d’éthyle et le méthanol ont présenté des zones

d’inhibition, les résultats obtenus sont mentionnés dans le tableau XIV et figure 38:

Tableau XIV : Diamètres des zones d’inhibition (mm) des souches bactériennes en présence

des solvants utilisés.

Solvants utilisés

Acétate

d’éthyle
Méthanol Hexane Eau distillée

B
ac

té
ri

es

Salmonella sp. 8 10 <6 <6

Staphylococcus aureus 12 15 <6 <6

Escherichia coli <6 <6 <6 <6

Pseudomonas aeruginosa 14 8 <6 <6

Unité (mm)

L'attention devrait également être prêtée aux interactions possibles entre le solvant et

les corps dissous pendant que le solvant peut réagir avec certains composés pour produire des

complexes ou pour causer la décomposition, la déshydratation, ou l'isomérisation de ces

composés (YRJÖEN, 2004).

Figure 38: photos représentant les zones d’inhibition des solvants utilisés comme témoins

(E : eau, AE : acétate d’éthyle) étudiées sur Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus

aureus, Escherichia coli et Salmonella sp.

Salmonella E. coli S.aureus P.aeruginosa

E
EE EAE

AEAE AE

Salmonella E. coli S. aureus P. aeruginosa
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3-1-2- Effet antibactérien du myrte (Myrtus communis)

Les résultats de l’étude de l’activité antibactérienne des extraits du myrte sont

présentés dans le tableau XV et figure 39.

Tableau XV : Résultats de l’aromatogramme des extraits du myrte.

Extrait
Diamètres des zones d’inhibition (mm)

Salmonella sp. S. aureus E. coli P. aeruginosa

Extrait brut <6 15 <6 10

Fraction lipidique 8 15 <6 <6

Fraction lipidique dilué

dans le méthanol
8 33 8 <6

Polyphénols 7 12 9 12

Figure 39 : Photos représentant les zones d’inhibition des certains extraits de myrte sur

les bactéries.

Les propriétés antibactériennes de l’extrait brut de Myrtus communis à 0,1 g/ml d’eau

distillée envers Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa ont été démontrées dans

la présente étude avec des diamètres des zones d’inhibitions de 15 et 10 mm, respectivement.

Myrte (Extrait brut) sur Staphylococcus aureus

Myrte (Fraction phénolique) sur Pseudomonas

aeruginosa

Myrte (Fraction lipidique) sur Staphylococcus

aureus

Myrte (Fraction phénolique) sur Escherichia coli
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ALEM et al. (2008) ont mentionné un effet bactéricide de ce même extrait envers S. aureus,

Proteus vulgaris, Salmonella Typhi, Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli, avec des

diamètres de zone d’inhibition de 19 mm, 17 mm, 12 mm, 11mm et 8 mm respectivement.

La fraction lipidique extraite de myrte a montré un effet antibactérien sur

Staphylococcus aureus avec un diamètre de zone d’inhibition de 15 mm. Ce même extrait (la

fraction lipidique extraite de Myrte) dilué dans du méthanol (0,5 ml d’extrait dans 1 ml de

méthanol) a permis d’observer une sensibilité extrême avec la même bactérie ; cet effet est dû

au méthanol. En effet, un effet synergique (tableaux XVI et XVII) a pût être observé.

D’autres bactéries testées présentent une résistance vis-à-vis de cet extrait (fraction lipidique).

De même, AKIN et al. (2010) ont montré l’effet antibactérien de l’huile essentielle des

feuilles de Myrtus communis sur Staphylococcus aureus, Listéria monocytogenes, Salmonella

Typhi, Escherichia coli, Bacillus subtilis et Pseudomonas aeruginosa. BERKA-ZOUGALI et

al. (2012) ont montré un effet antibactérien de l’huile essentielle des feuilles de Myrtus

communis sur Bacillus subtilis ATCC 6633, Salmonella Enterica, Enterobacter cloacea,

Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia, Staphylococcus aureus CIP 7625) et

Listéria monocytogenes CIP 82110.

Les résultats obtenus de l’effet des polyphénols de myrte extraits par l’acétate d’éthyle

puis dilué, après lyophilisation, dans le méthanol à une concentration de 1,13 g/ml montrent

un effet antibactérien faible vis-à-vis de Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa

avec des zones d’inhibitions de 12 mm, alors que Salmonella sp. et Escherichia coli

présentent une résistance à cet extrait.

Pour le même extrait (fraction phénolique de myrte), GORTZI et al. (2008) ont montré

un effet antibactérien avec des zones d’inhibition de diamètre : de 14 mm pour

Staphylococcus aureus, de 12 mm pour Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae,

Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli et un diamètre de 10 mm pour Listeria

monocytogenes. De même, AMENSOUR et al. (2010) montrent une activité antibactérienne

de l'extrait méthanolique de feuilles Myrtus communis envers Listeria monocytogenes et

Pseudomonas aeruginosa.
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3-1-3- Effet antibactérien de l’oléastre (Olea europea subsp europae var. sylvestris)

Les résultats de l’étude de l’activité antibactérienne des extraits de l’oléastre sont

présentés dans le tableau XVI et figure 40.

Tableau XVI : Résultats de l’aromatogramme des extraits de l’oléastre.

Extrait
Diamètres des zones d’inhibition (mm)

Salmonella sp. S. aureus E. coli P. aeruginosa

Extrait brut <6 12 <6 <6

Fraction lipidique <6 <6 <6 <6

Fraction lipidique dilué

dans le méthanol
<6 8 <6 <6

Polyphénols 8 15 <6 10

Figure 40 : Photos représentant les zones d’inhibition des extraits de l’oléastre sur les

bactéries.

Oléastre (Fraction phénolique) sur S. aureusOléastre (Extrait brut) sur Staphylococcus aureus

Oléastre (Fraction phénolique) sur P. aeruginosa Oléastre (Fraction phénolique) sur Salmonella sp.
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Dans notre étude, l’extrait brut d’Olea europea subsp europae var. sylvestris,

concentré à 0,2 g/ml d’eau distillée, montre un effet inhibiteur faible contre S. aureus avec un

diamètre de 12 mm. Par contre, les trois autres bactéries n’ont montré aucune sensibilité

envers cet extrait.

Cette différence de résultats peuvent être expliquée par la différence de composition

de la paroi ; les souches à Gram négatif limitent la diffusion des composés hydrophobes par la

membrane externe riche en polysaccharides (AYAD et al, 2011). Alors que la paroi des

bactéries à Gram positif est riche en protéines, et par conséquence, elles sont moins protégées

contre les agents antibactériens. En effet, le peptidoglycane n’entrave que la diffusion des

molécules à plus de 50 000 Daltons (HOGAN et KOLTER, 2002).

La fraction lipidique des feuilles d'oléastre ne semble avoir aucun effet antibactérien

sur les 4 souches testées.

Concernant la fraction phénolique des feuilles d’oléastre (concentrée à 1,13 g/ml de

méthanol), Staphylococcus aureus a présenté une sensibilité importante (17mm de diamètre

de zone d’inhibition), alors que Pseudomonas aeruginosa a présenté une sensibilité faible

(10mm de diamètre de zone d’inhibition). Les polyphénols peuvent agir par inhibition de la

synthèse d'acides nucléiques, altération des fonctions de la membrane cytoplasmique,

séquestration de substrats nécessaires à la croissance microbienne ou inhibition du

métabolisme énergétique microbien (JUNGKIND, 1995).

3-1-4- Effet antibactérien de l’algue verte filamenteuse

Les résultats de l’étude de l’activité antibactérienne des extraits de l’algue verte

filamenteuse sont présentés dans le tableau XVII et figure 41.

Tableau XVII : Résultats de l’aromatogramme des extraits de l’algue verte filamenteuse.

Extrait
Diamètres des zones d’inhibition (mm)

Salmonella sp. S. aureus E. coli P. aeruginosa

Extrait brut <6 <6 <6 <6

Fraction lipidique <6 <6 <6 <6

Fraction lipidique dilué

dans le méthanol
<6 <6 <6 <6

Polyphénols 12 14 10 10
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Figure 41 : Photos représentant les zones d’inhibition des extraits de l’algue verte sur les

bactéries

D’après les résultats (Tableau XVII) les quatre souches : Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Salmonella sp. n'ont présenté aucune sensibilité

(diamètre <6) vis-à-vis de trois extraits d’algues filamenteuses (extrait brut, fraction lipidique,

fraction lipidique diluée dans le méthanol). Par contre, la fraction phénolique extraite à partir

des algues filamenteuses semble avoir un effet antibactérien sur les 4 souches étudiées.

L’effet antimicrobien des polyphénols, essentiellement les tanins et les flavonoïdes,

peut être expliqué par l’inhibition de la croissance bactérienne suite à leur adsorption sur les

membranes cellulaires, l’interaction avec les enzymes ou la privation en substrats et ions

métallique. Cette toxicité est fonction du site et du nombre de groupements hydroxyles

présents sur le composé phénolique (DHAOUADI et al., 2010). L’activité antibactérienne des

substances actives d’origine végétale dépend surtout de la nature des bactéries Gram+ ou

Gram– (BASLI, 2012).

Algues vertes (Fraction phénolique) sur S. aureusAlgues vertes (Fraction phénolique) Salmonella sp.

Algues vertes (Fraction phénolique) sur S. aureus
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3-1-5- Effet antibactérien du lentisque (Pistacia lentiscus. L)

Les résultats de l’étude de l’activité antibactérienne des extraits du lentisque sont

présentés dans le tableau XVIII et figure 42.

Tableau XVIII : Résultats de l’aromatogramme des extraits du lentisque.

Extrait
Diamètres des zones d’inhibition (mm)

Salmonella sp. S. aureus E. coli P. aeruginosa

Extrait brut 18 19 11 11

Fraction lipidique <6 8 10 <6

Fraction lipidique diluée

dans le méthanol
11 8 8 9

Polyphénols <6 17 12 <6

Lentisque (Extrait brut) sur Staphylococcus aureusLentisque (Extrait brut) sur Salmonella sp.

Lentisque (Extrait brut) sur Escherichia coli Lentisque (fraction lipidique) sur Escherichia coli
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Figure 42 : Photos représentant les zones d’inhibition des extraits de lentisque sur les

bactéries.

Dans notre étude, l’extrait brut de Pistacia lentiscus. L à une concentration de 0,2 g/ml

d’eau distillée, montre un effet inhibiteur contre toutes les bactéries pathogènes testées,

notamment, Staphylococcus aureus et Salmonella sp. qui sont très sensibles avec des

diamètres de zones d’inhibition de 19 mm et 18 mm, respectivement ; pour, Pseudomonas

aeruginosa et Escherichia coli avec les diamètres de zones d’inhibition étaient de 11 mm.

BAMMOU et al. (2015) ont notés l’effet de cet extrait brut sur Staphylococcus aureus et

Proteus mirabilis avec des sensibilités extrêmes (diamètres de zones d’inhibition de 27 mm).

La fraction lipidique extraite du lentisque montre un faible effet antibactérien sur

Escherichia coli avec une zone d’inhibition de 10 mm, alors que les autres bactéries testées

présentent une résistance à cet extrait. La fraction aqueuse extraite par BAMMOU et al.

(2015) montre un effet antibactérien très faible sur Staphylococcus aureus avec un diamètre

de 8,66±0,57 mm mais aucun effet sur Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et Proteus

mirabilis.

Une étude menée par une équipe marocaine a démontré que les huiles essentielles

extraites de Pistacia lentiscus montrent une forte activité antibactérienne envers Klebsiella

pneumonia, mais aucun effet sur Pseudomonas aeruginosa (MHARTI et al., 2011). Dans leur

étude, MEZNI et al. (2012) ont testé l'effet antibactérien in vitro de l’huile de lentisque contre

deux bactéries aérobies: Salmonella typhimurium NCTC 6017 et Escherichia coli ATCC 8739

et une bactérie anaérobie Clostridium perfringens MG 109. Ces auteurs ont attribué l’absence

d’effet antibactérien significatif envers les bactéries à Gram négatif (Salmonella typhimurium

NCTC 6017 et Escherichia coli ATCC8739) à la structure de la paroi cellulaire de ces

bactéries qui présente des lipoprotéines et des lipopolysaccharides qui constituent un obstacle

Lentisque (Fraction phénolique) sur S. aureus Lentisque (Fraction phénolique) sur E. coli
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à des composés hydrophobes tels que l’huile du lentisque. DJENENE et al., (2011)

montrèrent dans leur étude l’effet bactéricide de l’huile essentielle de Pistacia lentiscus

commercialisée envers Listeria monocytogenes CECT 935 avec un diamètre de zone

d’inhibition de 19,75±3,2 mm. Ces mêmes auteurs ont démontré aussi l’effet bactéricide de

l’huile essentielle de Satureja montana commercialisée envers Listeria monocytogenes CECT

935 avec un diamètre de zone d’inhibition de 38,50±2,5.

Les propriétés antibactériennes des composés phénoliques extraits de lentisque,

utilisés à une concentration de 1,13 g/ml de méthanol, montrent un effet inhibiteur sur

Staphylococcus aureus (très sensible avec un diamètre de zone d’inhibition de 17 mm) et

Escherichia coli (sensible avec un diamètre de zone d’inhibition de des diamètres de 12mm).

Cet extrait n’a présenté aucun effet envers Salmonella sp. et Pseudomonas aeruginosa.

Dans leur étude, BAMMOU et al. (2015) ont noté l’effet de cet extrait (fraction phénolique de

lentisque) sur Staphylococcus aureus avec un diamètre de 8 mm, mais aucun effet n’a été

observé sur Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et Proteus mirabilis.

Les diamètres des zones d’inhibition sont en fonction de la dose de la solution déposée

sur le disque. Cette étude a permis d’enregistrer des zones d’inhibitions de diamètres

inférieurs pour les dilutions (figure 43).

Pseudomonas aeruginosa (extrait brut de

Lentisque (dilution ½) 8 mm).

Staphylococcus aureus (extrait brut de

Lentisque 19 mm).

Staphylococcus aureus (extrait brut de

Lentisque (dilution ½) 8 mm).

Pseudomonas aeruginosa (extrait brut de

Lentisque 11 mm).
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3-2-Evaluation du pouvoir antibactérien (bactériostatique ou bactéricide) des extraits

des végétaux

La dilution en milieu liquide (BHIB) nous a permet de définir les concentrations

minimales inhibitrices (CMI). Après incubation 24 h à 37°C, le développement bactérien se

traduit par un trouble et la CMI est estimée au premier tube qui ne présente pas ce trouble.

L’ensemencement des tubes présentant une inhibition du développement bactérien sur

géloses nutritives permet de déterminer la concentration minimale bactéricide (CMB), l’effet

bactéricide se traduit par le non développement des souches bactériennes.

Les résultats et la nature de l'activité antibactérienne des extraits bruts du lentisque, de

l’oléastre et du myrte (l’extrait brut d’algue, n’ayant donné aucun résultat satisfaisant, n’a pas

fait l’objet de ces tests) sont résumés dans le tableau XIX.

Figure 43: photos représentant les zones d’inhibition de l’extrait brut de Lentisque

(solution mère vers la droite et sa dilution ½ vers la gauche) étudiées sur Pseudomonas

aeruginosa, Staphylococcus aureus et Salmonella sp.

Salmonella sp. (extrait brut de Lentisque

18 mm).

Salmonella sp. (extrait brut de Lentisque

(dilution ½) 10 mm).

Staphylococcus aureus (extrait brut de

Lentisque (dilution ½) 8 mm).

Staphylococcus aureus (extrait brut de

Lentisque 12 mm).
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Tableau XIX: Nature de l'activité antibactérienne des extraits bruts sélectionnés (Lentisque,

Oléastre, Myrte) sur S. aureus, E. coli, P. aeruginosa et Salmonella sp.

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice. CMB : Concentration Minimale Bactéricide.

- : pas de croissance bactérienne. + : croissance bactérienne. / : non recherché.

D’après les résultats obtenus, les extraits sélectionnés n’ont pas d’effet bactéricide par

contre, ils ont uniquement un effet inhibiteur (bactériostatique) de la croissance sur les quatre

souches étudiées.

La CMI la plus faible est attribuée à l’extrait brut de Lentisque sur Staphylococcus

aureus et sur Salmonella sp. (CMI = 9,37 mg/ml d’eau distillé). Cette valeur a été déterminée

à une dilution de 1/32.

Par contre, il est aisé de constaté que pour l’extrait brut de Lentisque sur Pseudomonas

aeruginosa et l’extrait brut de Myrte sur Staphylococcus aureus, les bactéries ont pu croitre à

des dilutions de 1/8. Par conséquence, la CMI est limitée à 37,5 mg/ml d’eau distillé.

1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64

CMI et CMB

(mg/ml d’eau

distillée)

Nature de

l'activité

Extrait brut de Lentisque

sur S. aureus

- - - - - + CMI=9,37
Bactériostatique

+ + + + + / CMB= /

Extrait brut de Lentisque

sur P. aeruginosa

- - - + + + CMI=37,5
Bactériostatique

+ + + / / / CMB=/

Extrait brut d’Oléastre sur

Salmonella sp.

- - - - + + CMI=18,75
Bactériostatique

+ + + + / / CMB=/

Extrait brut de Lentisque

sur Salmonella sp.

- - - - - + CMI=9,37
Bactériostatique

+ + + + + / CMB=/

Extrait brut de Myrte sur S.

aureus

- - - + + + CMI=37,5
Bactériostatique

+ + + / / / CMB=/
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Plus les CMI sont faibles plus l’activité antibactérienne des extraits est meilleure. Les

valeurs des CMI sont inversement proportionnelles aux diamètres des zones d’inhibition

révélées avec la méthode des disques (BEKHECHI et al., 2008).

D’après les résultats, la CMI devient plus élevée pour les bactéries à Gram négatif.

Ceci peut être expliqué par la présence de pompes "multi drug" qui traversent les deux

membranes cellulaires externe et interne, ce qui contribue à la résistance des bactéries à Gram

négatif ; ces pompes peuvent expulsées divers produits (détergents, colorants et antibiotiques)

(NIKAIDO, 1998).
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En Algérie, la restauration collective prend de plus en plus d’ampleur, et plus

particulièrement la restauration scolaire et universitaire. La fréquence de consommation des

plats au niveau de ce type de restaurations est relativement élevée ce qui augmente les risques

d'intoxications alimentaires collectives suite à la contamination des aliments servis par des

entéropathogènes. La préparation de repas de bonne qualité microbiologique exige le respect

de nombreuses règles d’hygiène à plusieurs niveaux : matières premières, environnement de

préparation, personnel et savoir-faire. En effet, une attention particulière devrait être accordée

à toutes les causes d'intoxication alimentaire. C'est dans ce contexte que notre étude s'inscrit ;

elle a pour objectif général de contribuer à l'étude de la qualité bactériologique des plats servis

dans des restaurations collectives. Il s'agit de façon spécifique de déterminer la charge

bactérienne de ces repas et d'apprécier le niveau de contamination suivant les germes. Notre

étude vise aussi à contribuer à lutter contre ces TIAC en proposant de nouvelles molécules à

activité antibactérienne d’origine végétale.

Cette étude qui porte sur un total de 41 échantillons prélevés dans 03 sites de

restauration collective à Alger a donnée des résultats satisfaisants à 63,41% et des résultats

non satisfaisants à un pourcentage de 26,82% et même avec présence de 2 repas toxique.

L'appréciation du niveau de contamination des échantillons suivant les germes révèle que

pour : la flore mésophile aérobie totale 93,75% des résultats sont satisfaisants et seulement

6,25% sont non satisfaisants. Les résultats pour les coliformes totaux sont à 56,25% des

résultats satisfaisants et 31,25% non satisfaisants. Les résultats obtenus pour la flore fécale à

44°C montrent un pourcentage élevé pour les résultats non satisfaisants (62,5%) et 12,5%

pour les repas toxiques.

Dans notre étude, nous avons mis en évidence la présence de 20 souches du genre de

Staphylococcus, dont 02 souches de Staphylococcus aureus à catalase et coagulase positives

avec des valeurs non satisfaisantes. La présente étude a aussi révélé la présence d’Escherichia

coli dans 19,51% des échantillons analysés.

Les analyses microbiologiques montrent l’absence des anaérobies sulfito-réducteurs.

Ceci prouve l’efficacité de l’effet bactéricide de la température de la cuisson. Ces analyses

montrent aussi l’absence des Salmonelles dans tous les plats.

Cette étude révèle qu’au niveau du service de restauration collective dans la wilaya

d’Alger, il faudrait en urgence former le personnels de restauration vis-à-vis des règles

élémentaires d’hygiène, afin d’assurer les bonnes pratiques d’hygiène depuis la constitution
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du repas jusqu’à sa distribution. Un contrôle strict du programme de nettoyage et de

désinfection doit être entrepris.

L’usage des plantes médicinales peut apporter directement des réponses à certains

problèmes de santé, notamment les problèmes liés à l'application d'antibiotiques

conventionnels, y compris la résistance. La présente étude à permis de démontrer une activité

antibactérienne de plusieurs extraits végétaux. Cette activité s’est avérée moindre par rapport

à celle des antibiotiques communs produits par les bactéries et les champignons, mais reste

néanmoins très prometteuse, vu que les extraits préparés peuvent subir des purifications des

molécules cibles à effet bactéricide.

L’étude a notamment démontré que Salmonella sp. présente une sensibilité importante

à l’extrait brut de Pistacia lentiscus L. Cet effet s’est avéré moindre en présence des

polyphénols présents dans l’extrait phénolique d’algues filamenteuse. Aussi, Staphylococcus

aureus présente une grande sensibilité à l’extrait brut et aux polyphénols de Pistacia lentiscus

L., aux polyphénols extraits d’Olea europea subsp europae var. sylvestris, à l’extrait brut et

aux lipides de Myrtus communis. Cette souche présente une sensibilité intermédiaire aux

polyphénols de l’algue verte utilisée et aux polyphénols de Myrtus communis. La souche

d’Escherichia coli présente une sensibilité aux différents extraits de Pistacia lentiscus testés,

aux polyphénols extraits de l’algue filamenteuse et de Myrtus communis. Pseudomonas

aeruginosa présente une faible sensibilité à l’extrait brut de Pistacia lentiscus et de Myrtus

communis, et aussi aux polyphénols extraits d’Olea europea subsp europae var. sylvestris, de

l’algue verte filamenteuse et de Myrtus communis.

Notre étude sur l’activité antibactérienne de ces plantes médicinales de la région

méditerranéenne, y compris la variété d’algue filamenteuse, constitue une contribution à une

meilleure connaissance de l’effet antibactérien de leurs extraits. Ces plantes médicinales

peuvent être proposées comme additifs supplémentaires à la préparation des plats proposés en

collectivités pour leurs effets antibactériens afin de prévenir d’éventuelles proliférations

bactériennes et/ou sécrétions de toxines bactériennes dans les aliments.

Cette étude sera complétée, à l’avenir, en testant des concentrations plus élevées

d’extraits sur les mêmes souches et sur d’autres souches microbiennes. Une sélection des

molécules cibles est aussi envisagée. Une identification de l’algue étudiée devra être réalisée

et tous les extraits étudiés, notamment ceux de l’algue filamenteuse, devront subir des tests de

toxicité.
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Annexe 01 : Matériel utilisé

Hotte Vortex Pied à coulisse Micropipette

Etuve Bain marie Etuve Autoclave

Balance de précision Centrifugeuse Stomacher (400 circulator) Densitomètre

Rotavapeur Lyophilisateur à

plateaux

Agitateur mécanique Agitateur magnétique

avec plaque

chauffante
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Annexe 2 : Composition des milieux de culture utilisés

(Manuel de préparation des milieux de culture de l’IPA)

Milieux de culture

 Milieu Gélose PCA (Plate Count

Agar)

-Peptone de caséine..............................5 g/l

-Extrait de levure...............................2.5 g/l

-Glucose……...................…............…..1g/l

-Agar agar………........................……18g/l

-pH= 7,0

 Milieu Eau peptonée exempte

d’indole

-Peptone de viande............................. 10g/l

-Tryptone.............................................10g/l

-Chlorure de sodium …........................ 5g/l

-pH =7,2

 Eau peptonée tamponnée

-Peptone .............................................10 g/l

-Chlorure de sodium .............................5g/l

-Hydrogéno-orthophosphate disodique

dodécahydraté.......................................9 g/l

-Dihydrogéno-orthophosphate de

potassium............................................l,5 g/l

-Eau distillée ..................................1000 ml

-pH =7

 Bouillon TSE (eau physiologique

peptonée)

-Tryptone...............................................1g/l

-Chlorure de sodium...........................8.5g/l

-pH=7,2

 Milieu Gélose nutritive

-Extrait de viande................................ 3 g/l

-Extrait de levure..................................3 g/l

-Peptone..............................................10 g/l

-Chlorure de sodium.............................5 g/l

-Agar...................................................18 g/l

-pH =7,0 ± 0,2

 Milieu Hektoen

-Peptone pepsique de viande..............15 g/l

-Extrait de viande.................................3 g/l

-Extrait de levure..................................3 g/l

-Lactose..............................................12 g/l

-Salicine................................................2 g/l

-Saccharose.........................................12 g/l

-Chlorure de sodium.............................5 g/l

-Sels biliaires........................................4 g/l

-Bleu de bromothymol...................0.064 g/l

-Fuchsine acide..................................0.1 g/l

-Agar...................................................18 g/l

-pH= 7,4± 0,2

 Milieu de Baird-Parker

-Extrait de viande..................................5g/l

-Extrait de levure...................................1g/l

-Peptone de caséine.............................10g/l

-Pyruvate de sodium............................10g/l

-Glycine.............................................12g/l

-Chlorure de lithium..............................5g/l

-Agar....................................................18g/l

-pH= 6,8± 0,2

 Milieu Chapman

-Extrait de viande..................................3g/l

-Extrait de levure...................................3g/l

-Tryptone...............................................5g/l

-Peptone bactériologique.....................10g/l

-Chlorure de sodium............................70g/l

-Mannitol.............................................10g/l

-Rouge de phénol..............................0.05g/l

-Agar....................................................18g/l

-pH= 7,4± 0,1
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 Milieu VRBL (Gélose lactosée biliée

au cristal violet et au rouge neutre)

-Peptone de viande............................... 7g/l

-Extrait de levure...................................3g/l

-Glucose ou lactose.............................10g/l

-Sels biliaires.........................................2g/l

-Chlorure de sodium..............................5g/l

-Cristal violet..................................0.002g/l

-Rouge neutre...................................0.03g/l

-Agar....................................................18g/l

-pH=7,3

 Milieu VF (Viande-Foie) BVF

-Base viande foie ............................... 30g/l

-D-glucose.............................................2g/l

-Amidon…………................…….……2g/l

-Agar………..………................……..20g/l

-pH= 7,6± 0,2

 Milieu Mueller-Hinton

-Extrait de viande.................................3 g/l

-Hydrolysat acide de caséine..........17.5 g/l

-Amidon..........................................1.5 g/l

-Agar...............................................16 g/l

-pH 7,3

 Milieu Gélose T S I (Triple Sugar

Iron)

-Peptones de viande…….…....…...….15g/l

-Proteose peptone..................................5g/l

-Extrait de levure..................................3 g/l

-Extrait de viande..................................3g/l

-Lactose………………………......….10g/l

-Saccharose ……………………...…..10g/l

-Glucose.................................................1g/l

-Chlorure de sodium ………...…...…...5g/l

-Citrate de fer ammoniacal …......…..0.3g/l

-Chlorure de sodium..............................5g/l

-Thiosulfate de sodium………...…....0.3g/l

-Rouge de phénol ….………........…0.05g/l

-Agar ……………………………...…14g/l

-pH= 7,4 ± 0,1

 Milieu SFB (Sélénite acide de

sodium) simple concentration

-Peptone................................................5 g/l

-Tryptone..............................................5 g/l

-Mannitol.............................................l4 g/l

-Phosphate disodique............................4 g/l

-pH = 7 ± 0,2

 Milieu Urée-indole

-L-tryptophane ……………..................3g/l

-Phosphate monopotassique ….............1g/l

-Phosphate bipotassique ………….......1g/l

-NaCl....................................................5 g/l

-Urée...................................................20 g/l

-Rouge de phénol................................2,5ml

-pH=6,7

 Milieu de conservation

-Extrait de viande................................. 3g/l

-Proteose peptone................................10g/l

-Chlorure de sodium..............................3g/l

-Disodium phosphate.........................0.8g/l

-Agar..................................................10g/l

 Eau physiologique

-Chlorure de sodium................................9g

-Eau distillée....................................1000ml

-Ph=7

 Milieu au Cœur-Cerveau

- Infusion Cœur-Cerveau.....................37g/l

-Agar (manque dans le bouillon).........18g/l

-pH= 7,4 ± 0,2
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Annexe 03 : réactifs et solvants utilisés

Réactifs

1 : ZYM B. 5 : Réactif de Voges Proskauer (VPII).

2 : Réactif la nitrate réductase (NIT). 6 : Réactif de Kovacs.

3 : Réactif de TDA (Tryptophane DésAminase). 7 : ZYM A.

4 : Réactif de Voges Proskauer (VPI).

Solvants

8 : Hexane.

9 : Méthanol.

10 : Acétate d’éthyle.

1
2 3

4 5
6 7

8 9 10
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Annexe 04

Tableau I : tableau récapitulatif des prélèvements des denrées alimentaires dans les 03 sites

Site étudié N° Repas
Date de
prélèvement

Site A

E01 Riz à la sauce tomate et aux oignons 27/02/2017
E02 Salade variée 27/02/2017
E03 Poulet à la sauce et aux légumes 27/02/2017
E04 Lentilles à la sauce et aux légumes 28/02/2017
E05 Cachir aux olives vertes 28/02/2017
E06 Lentilles à la sauce et aux légumes 05/03/2017
E07 Pâté au fromage 05/03/2017
E08 Tlitli à la sauce tomate 06/03/2017
E09 Poulet avec sauce et légumes 06/03/2017
E10 Salade variée 07/03/2017
E11 Lentilles à la sauce et aux légumes 07/03/2017
E12 Tlitli à la sauce tomate 13/03/2017
E13 Vermicelles en soupe aux légumes 13/03/2017
E14 Poulet avec de la sauce et des légumes 13/03/2017
E15 Spaghetti à la sauce tomate 13/03/2017
E16 Poissons avec sauce tomate et oignons 14/03/2017
E17 Pâté au fromage 14/03/2017
E18 Lentilles à la sauce et aux légumes 14/03/2017
E19 Salade variée 14/03/2017
E20 Pois chiches avec viande à la sauce 15/03/2017
E21 Lentilles à la sauce et aux légumes 03/04/2017
E22 Œufs bouillés 03/04/2017
E23 Riz avec poulet à la sauce tomate 04/04/2017
E24 Cachir aux olives vertes 04/04/2017
E25 Salade variée 04/04/2017
E26 Pois chiches avec viande à la sauce 05/04/2017
E27 Pâtes en coude à la sauce tomate 05/04/2017
E28 Salade avec cachir aux olives vertes 05/04/2017
E29 Riz à la sauce tomate 09/04/2017
E30 Pâtes en coude à la sauce tomate 09/04/2017
E31 Salade variée 09/04/2017
E32 Cachir aux olives vertes 09/04/2017

Site B

E33 Salade variée 26/02/2017
E34 Pois chiches avec viande à la sauce 26/02/2017
E35 Lentilles à la sauce et aux légumes 14/03/2017
E36 Salade variée 14/03/2017

Site C

E37 Œufs bouillés 26/02/2017
E38 Betteraves 26/02/2017
E39 Olives vertes avec de la sauce aux légumes 26/02/2017
E40 Salade de tomates et oignons 26/02/2017
E41 Chou-fleur à la sauce 26/02/2017
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Annexe 05 : Tableaux de lecture des galeries

Tableau I : tableau de lecture de la mini galerie API Staph (BIOMERIEUX, 2009).

TESTS
COMPOSANTS

ACTIFS
QTE

(mg/cup.)
REACTIONS / ENZYMES

RESULTAT
NEGATIF POSITIF

0 Aucun Témoin négatif rouge —
GLU
FRU
MNE
MAL
LAC

TRE
MAN
XLT
MEL

D-glucose
D-fructose
D-mannose
D-maltose
D-lactose
(origine bovine)
D-tréhalose
D-mannitol
Xylitol
D-mélibiose

1,56
1,4
1.4
1.4
1.4

1.32
1.36
1.4
1.32

(Témoin positif) (D-GLUcose)
acidification (D-FRUctose)
acidification (D-ManNosE)
acidification (MALtose)
acidification (LACtose)

acidification (D-TREhalose)
acidification (D-MANnitol)
acidification (XyLiTol)
acidification (D-MELibiose)

rouge * jaune

NIT
nitrate de
potassium

0,08
Réduction des NITrates en
nitrites

NIT 1 + NIT 2 / 10 min

incolore-
rose pâle

rouge

PAL
ß-naphtyl
phosphate

0,0244 Phosphatase ALcaline
ZYM A + ZYM B / 10

min

jaune violet

VP sodium pyruvate 1,904
production d'acétyl méthyl-
carbinol
(Voges Proskauer)

VP 1 + VP 2 / 10 min

incolore-
rose pâle

violet-rose

RAF

XYL

SAC

MDG

NAG

D-raffinose

D-xylose

D-saccharose

méthyl-αD- 
Glucopyranoside

N-acétyl

glucosamine

1,56

1.4

1.32

1.28

1.28

acidification (RAFfinose)

acidification (XYLose)

acidification (SACcharose)

acidification (méthyl-αD- 
Glucopyranoside)

acidification (N-Acétyl-

Glucosamine)

rouge jaune

ADH L-arginine 1,904 Arginine DiHydrolase jaune
orange-
rouge

URE urée 0,76 UREase jaune rouge-violet
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Tableau II : tableau de lecture de la mini galerie API 20 E (BIOMERIEUX, 2010).

TESTS
COMPOSANTS

ACTIFS
QTE

(mg/cup)
REACTIONS-

ENZYMES
RESULTATS

NEGATIF POSITIF

ONPG
2-nitrophényl-ßD-
galactopyranoside

0,223
ß-galactosidase (Ortho
NitroPhényl-
ßDGalactopyranosidase)

Incolore jaune

ADH L-arginine 1,9 Arginine DiHydrolase jaune rouge - orangé
LDC L-lysine 1,9 Lysine DéCarboxylase jaune rouge - orangé
ODC L-ornithine 1,9 Ornithine DéCarboxylase jaune rouge - orangé

CIT trisodium citrate 0,756 utilisation du CITrate
vert pâle -

jaune
bleu-vert - bleu

H2S
sodium
thiosulfate

0,075 production d'H2S
incolore -
grisâtre

dépot noir - fin
liseré

URE Urée 0,76 UREase Jaune rouge - orangé

TDA L-tryptophane 0,38
Tryptophane
DésAminase

TDA-immédiat

Jaune marron-
rougeâtre

IND L-tryptophane 0,19 production d’INDole
JAMES-immédiat

Incolore-vert
pâle-jaune

rose

VP sodium pyruvate 1,9 production d'acétoïne
VP 1 + VP 2 / 10 min

incolore -
rose pâle

rose - rouge

GEL
Gélatine (origine
bovine)

0,6 Gélatinase (GELatine) non diffusion
diffusion du
pigment noir

GLU D-glucose 1,9
fermentation - oxydation
(GLUcose)

bleu - bleu-
vert

jaune - jaune
gris

MAN D-mannitol 1,9
fermentation - oxydation
(MANnitol)

bleu - bleu-
vert

jaune

INO Inositol 1,9
fermentation - oxydation
(INOsitol)

bleu - bleu-
vert

jaune

SOR D-sorbitol 1,9
fermentation - oxydation
(SORbitol)

bleu - bleu-
vert

jaune

RHA L-rhamnose 1,9
fermentation - oxydation
(RHAmnose)

bleu - bleu-
vert

jaune

SAC D-saccharose 1,9
fermentation - oxydation
(SACcharose)

bleu - bleu-
vert

jaune

MEL D-melibiose 1,9
fermentation - oxydation
(MELibiose)

bleu - bleu-
vert

jaune

SAC D-saccharose 1,9
fermentation - oxydation
(SACcharose)

bleu - bleu-
vert

jaune

MEL D-melibiose 1,9
fermentation - oxydation
(MELibiose)

bleu - bleu-
vert

jaune

AMY Amygdaline 0,57
fermentation - oxydation
(AMYgdaline)

bleu - bleu-
vert

jaune

ARA L-arabinose 1,9
fermentation - oxydation
(ARAbinose)

bleu - bleu-
vert

jaune
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Annexe 06 : Tableaux des valeurs critiques des antibiogrammes

(Réseau Algérien de surveillance de la résistance des bactéries aux antibiotiques ;

Standardisation des tests de sensibilité aux antibiotiques à l’échelle national)

Tableau I : table de lecture des valeurs critiques des diamètres des zones d’inhibition pour

Escherichia coli ATCC25922.

Antibiotiques testés Charge des disques Diamètres critiques

Ampicilline 10µg [16-22]
Amoxicilline + Ac. Clavulanique 20/10µg [18-24]
Céfazoline 30µg [21-27]
Imipénème 10µg [26-32]
Gentamicine 10µg [19-26]
Ciprofloxacine 5 µg [30-40]
Acide nalidixique 30µg [22-28]
Céftazidime 30µg [25-32]
Furanes 300µg [20-25]
Nétilmicine 30 µg [22-30]
Tétracycline 30 µg [18-25]
Tobramycine 10 µg [18-26]
Chloramphénicol 30µg [21-27]
Kanamycine 30 µg [17-25]
Triméthoprime + Sulfaméthoxazole 1.25/23,75µg [23-29]

Tableau II : table de lecture des valeurs critiques des diamètres des zones d’inhibition pour

Entérorobactéries.

Antibiotique testé
Charge des

disques
Diamètre critique (mm)

R I S

Ampicilline 10µg ≤13 14-16 ≥17 
Amoxicilline +Ac. Clavulanique 20/10µg ≤13 14-17 ≥18 
Céfazoline 30µg ≤19 20-22 ≥23 
Céfalotine 30µg ≤14 15-17 ≥18 
Céfoxitine 30µg ≤14 15-17 ≥18 
Céfotaxime 30µg ≤22 23-25 ≥26 
Céfazoline (infection non
compliquée du tractus urinaire)

30µg ≤14 ----- ≥15 

Céftazidime 30µg ≤17 18-20 ≥21 
Aztréonam 30µg ≤17 18-20 ≥21 
Imipénème 10µg ≤19 20-22 ≥23 
Ertapénème 10µg ≤18 19-21 ≥22 
Amikacine 30µg ≤14 15-16 ≥17 
Gentamicine 10µg ≤12 13-14 ≥15 
Acide nalidixique 30µg ≤13 14-18 ≥19 
Ciprofloxacine 5µg ≤15 16-20 ≥21 
Chloramphénicol 30µg ≤12 13-17 ≥18 
Furanes 300µg ≤14 15-16 ≥17 
Fosfomycine 200µg ≤12 13-15 ≥16 
Triméthoprime+ Sulfaméthoxazole 1.25/23,75

µg
≤10 11-15 ≥16 
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Tableau III : table de lecture des valeurs critiques des diamètres des zones d’inhibition pour

Pseudomonas aeruginosa.

Antibiotiques testés
Charge des

disques
Diamètres des disques (mm)
R I S

Ticarcilline 75µg ≤15 16-23 ≥24 

Ticarcilline + Ac. Clavulanique 75/10µg ≤15 16-23 ≥24 

Pipéracilline 100µg ≤14 15-20 ≥21 

Céftazidime 30µg ≤14 15-17 ≥18 

Aztréonam 30µg ≤15 16-21 ≥22 

Imipénème 10µg ≤15 16-18 ≥19 

Amikacine 30 µg ≤14 15-16 ≥17 

Gentamicine 10 µg ≤12 13-14 ≥15 

Nétilmicine 30 µg ≤12 13-14 ≥15 

Tobramycine 10 µg ≤12 13-14 ≥15 

Ciprofloxacine 5 µg ≤15 16-20 ≥21 

Lévofloxacine 5 µg ≤13 14-16 ≥17 

Fosfomycine --- --- --- ---

Colistine 10 µg ≤10 --- ≥11 

Tableau IV : table de lecture des valeurs critiques des diamètres des zones d’inhibition pour

Staphylococcus spp.

Antibiotiques testés
Charge des

disques
Diamètres critiques (mm)

R I S

Pénicilline 10 UL ≤28 --- ≥29 

Oxacilline --- --- ---- ---

Cefoxitine 30 µg ≤21 ---- ≥22 

Céfoxitine 30 µg ≤24 ---- ≥25 

Gentamicine 10 µg ≤12 13-14 ≥15 

Kanamycine 30 µg ≤13 14-17 ≥18 

Amikacine 30 µg ≤14 15-16 ≥17 

Erythromycine 15 µg ≤13 14-22 ≥23 

Clindamycine 2 µg ≤14 15-20 ≥21 

Teicoplanine 30 µg ≤10 11-13 ≥14 

Ofloxacine 5 µg ≤14 15-17 ≥18 

Ciprofloxacine 5 µg ≤15 16-20 ≥21 

Lévofloxacine 5 µg ≤15 16-20 ≥21 

Triméthoprime+sulfaméthoxazole 1,25/23,75 µg ≤10 11-15 ≥16 

Rifamoicine 5 µg ≤16 17-19 ≥20 

Tétracycline 30 µg ≤14 15-18 ≥19 

Chloramohénicol 30 µg ≤12 13-17 ≥18 

Quinupristine-dalphopristine 15 µg ≤15 16-18 ≥19 

Acide fusidique 10µg ≤24 --- ≥24 
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