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Le concept de One Health « Une seule santé » pour un seul monde vise a
améliorer la santé des humains, des animaux et des écosystemes. Cette approche s’applique a
un large éventail de questions(Buntain et al., 2020).

Principalement ,la protection sanitaire des aliments et les maladies d’origine
alimentaire, causées par la contamination des aliments et survenant a n’importe quel stade de

la chaine de production, de la livraison et de la consommation des aliments (Shaheen, 2022).

De plus en plus, la sécurité alimentaire est un enjeu majeur pour la santé publique dans
de nombreux pays, en raison des contaminants biologiques. Dans les pays en développement,
cette situation est particulierement préoccupante en raison de méthodes de préparation de

nourriture non sanitaires, en particulier en Algérie(Mairi et al., 2018).

Les agents bactériens responsables de I'évolution des risques de maladies liés a
I'ingestion de la laitue sont : E. coli, Salmonella, Shigella, Yersinia enterocolitica et Listeria
monocytogénes. Elle sont identifiés comme responsables d'épidémies liées a la consommation
de légumes a feuilles (Mogren et al., 2018) et peuvent avoir un impact considérable sur la
santé des individus. On estime que E. coli, producteur de la toxine de Shiga(STEC), est l'un

des principaux pathogenes alimentaires chez 'nomme (Mogren et al., 2018).

Différentes sources peuvent étre a 1’origine de la contamination post récolte, au niveau
de la ferme, allant de I'environnement a la manipulation humaine et a I'exposition aux
animaux. L'épandage inapproprié d'engrais organiques et de fumier, I'intrusion du bétail dans
les champs et I'utilisation d'eau insalubre pour I'irrigation contribuent tous a la contamination

des végétaux sur place(Mairi et al. 2018 ; Rahman et al. 2021).

Les produits frais en général ont connu une augmentation au cours des vingt derniéres
années (Olaimat & Holley, 2012). Bien qu’ils représentent un risque d’infection pour les
consommateurs, ils sont naturellement porteurs d’une communauté microbienne non

pathogéne, (Araudjo et al., 2017).

La laitue est une plante herbacée en rosette appartenant a la famille des Astéracées.
Elle est largement appréciée et cultivée a travers le monde, faisant partie des légumes les plus
populaires. Elle peut étre cultivée en plein champ ou sous abri, et sa demande est si élevée

qu'elle atteint une production annuelle dépassant les 22 millions de tonnes(Zorrig, 2011).



Nous nous sommes intéresses aux laitues des marchés et des fermes de Bejaia dans le
but de récolter des données locales pour évaluer la présence de pathogenes et des indicateurs

de contamination alimentaire tels que Listeria.

L’objectif de notre travail est d’évaluer la sécurité alimentaire liée a la consommation

de laitue et de sensibiliser aux risques pénitentiels pour la santé publique.



. Généralités sur les bactéries Entéropathogenes :

1. Définition et caractéristiques généraux :

Les bactéries Entéropathogenes sont des micro-organismes appartenant a diverses
familles de bactéries, comprenant un large éventail d’especes. Phénotypiquement, elles sont
souvent des bacilles Gram négatifs, rarement Gram positifs et peuvent étre mobiles gréace a
des flagelles péritriches ou immobiles (Chiaretti et al., 2014).

Geénéralement, elles ne forment pas de spores, sont des bactéries facultativement
anaérobies et fermentent le glucose. Elles sont catalase positive et oxydase négative. Ces
bactéries possedent divers facteurs de virulence, tels que les adhésies et les toxines, qui leur
permettent de coloniser la muqueuse intestinale et de provoquer des symptdmes

pathologiques,( douleur abdominale)(Chiaretti et al., 2014),

Ce type de bactéries peut provoquer des infections gastro-intestinales chez I'homme,
entrainant des symptémes tels que la diarrhée, les nausees, les vomissements, les crampes
abdominales, ainsi que des complications parfois graves comme la déshydratation. En
général, ces bactéries sont transmises par l'ingestion d'eau ou d'aliments contaminés, par le
contact direct avec des surfaces infectées ou des personnes déja infectées(Heaton et Jones,
2008) .

2. Position taxonomique :

Les Entéropathogénes constituent un grand groupe des bactéries présentant une forte
similitude et des affinités évidentes. Ces bactéries appartiennent souvent du phylum des
Proteobacteria. Elles sont principalement des Enterobacterales et des Enterobacteriaceae a
I'exception de Campylobacter jejuni, qui appartient a I’ordre des Campylobacterales, et a la
famille des Campylobacteraceae. Ces catégories mettent en évidence a la fois leurs

similitudes taxonomiques et leurs différences biologiques et pathogénes (Janda, 2016).

Tableau I : la taxonomie des bactéries Entéropathogénes (Janda, 2016)

Domaine Eubacteria

Phylum Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria
Ordre Enterobacteriale




Geénéralités sur la laitue

Famille

Enterobacteriaceae

La taxonomie des bactéries Entéropathogenes est essentielle pour comprendre leurs

caractéristiques microbiologiques, leur épidémiologie et leur pathogénicité, ainsi que pour

développer les stratégies efficaces de diagnostic, de traitement et de prévention des maladies

qu’elle provoquent (Ceuppens et al., 2014).

Tableau 11 : Classification de quelque bactérie Entéropathogénes(llic et al., 2022).

Salmonella

Listeria

Les

Entéropathogénes Proteus

Klebseila

Shigella

Serratia

Genres

Escherichia

Espéces

Six espéces: Escherichia coli...
Salmonella bongori, S. enterica, S.
subterranean...
Listeria monocytogenes, Listeria
innocua, Listeria ivanovii
Six espéces : Proteus vulgaris, P.
mirabilis, P. penneri...
Quatre espéces : Klebsiella pneumoniae,
K. pneumoniae subsp. ozaenae...
Quatre espéces : Shigella dysenteriae, S.
flexneri, S. sonnei, S. boydii.
Onze especes : Serratia marcescens
subsp. marcescens, S. odorifera, S.
rubidaea. ..

3. Etudes de quelques genres et especes particuliers :

Les bactéries Entéropathogenes regroupent plusieurs espéces. Dans notre étude, nous

nous sommes concentrés sur l'analyse et la recherche de trois de ces bactéries : Salmonella,

Listeria et EHEC (Escherichia coli Entérohémorragique).



3.1 Les Salmonelles

Les salmonelles sont des bactéries Entéropatogénes, ce sont des bacilles Gram négatif,

aéro-anaérobies facultatif. Ces bactéries possedent un métabolisme oxydatif et fermentaire.

Les salmonelles sont classées suit (Le Minor, 1992) :
Domaine: Bacteria

Phylum: Proteobacteria

Classe: Gammaproteabacteria

Ordre : Enterobacteriale

Famille : Enterobacteriaceae

Genre : salmonella

Les salmonelles sont principalement pathogeénes pour I’homme, étant responsables de
nombreuses infections telles que les fiévres typhoides et paratyphoides, les gastro-entérites et

les toxi-infections alimentaires.

Les hybridations ADN/ADN ont confirmé que toutes les souches de salmonelles se
répartissent en deux espéces principales: salmonella enterica, salmonella bongori, cette

derniére étant rarement isolée chez I’lhomme(Youté et al, 2024).
3.1.1 Habitat

Les salmonelles sont genéralement présentes dans les intestins des animaux et des
oiseaux. Leurs excréments peuvent contaminer le sol, I'eau, ainsi que les aliments d'origine
animale, notamment la volaille, les ceufs et les produits laitiers. Cependant, tous les aliments,
y compris les fruits et les 1égumes insuffisamment lavés, peuvent également é&tre contaminés
(Billah & Rahman, 2024).

3.1.2 Mode de transmission

Les salmonelles sont excrétées principalement excrétées par les matieres fécales et

parfois par les urines.

La bactérie se transmet par ingestion d'eau ou d'aliments contaminés, directement ou

indirectement, par le biais d'excréments infectés(llic et al., 2022).



3.1.3 Pouvoir pathogene

La salmonellose se manifeste généralement chez la plupart des individus par des
crampes abdominales, la diarrhée et la fievre. Ces symptdmes apparaissent typiquement de 12

a 72 heures apres ingestion de I'aliment contaminé(Yue & Schifferli, 2014).
3.2 Listeria

Listeria est un organisme pathogéne, de bacille Gram positif, de batonnets courts, non
acido-résistantes, non capsulées et non sporulées, aéro-anaérobie facultatif et mobile a 20°c,

elle se trouve dans le sol, I’cau, et les végétaux (Rocourt & Seeliger, 1985).
Classification de listeria: (Rocourt, 1988)
Domaine : Eubacteria
Phylum : Firmicutes
Classe : Bacilli
Ordre : Bacillales
Famille : Listeriaceae

Ce genre est constitué de huit espéces : Listeria grayi, Listeria ivonovii, Listeria
seeligeri, Listeria welshimeri, Listeria innocua. Listeria murrayi et Listeria rocourtiae,
listeria monocytogenes, cette derniere est plus fréquente dans les végétaux et responsable

d’infection chez I’homme et I’animal(Rocourt & Seeliger, 1985).
3.2.1 Habitat

Cette bactérie est largement présente dans I'environnement et a été identifiée dans

divers habitats tels que le sol, I'eau, la végétation, les eaux usées, les produits alimentaires,



ainsi que dans les environnements agricoles et de transformation des aliments(Romagnoli et
al.2017).

3.2.2 Mode de transmission

La transmission de cette bactérie se fait principalement par ingestion d'aliments
contamineés (Schlech, 1984).

3.2.3 Pouvoir pathogene

Listeria monocytogénes responsable de Listériose, une maladie infectieuse qui affecte
a la fois les humains et les animaux. La Listériose humain, ¢’est une maladie infectieuse rare
et tres grave, reconnue comme 1’'une des maladies d’origine alimentaires les plus sévéres,

nécessitant une déclaration obligatoire.

Cette infection peut entrainer une fausse couche chez la femme enceinte et infecter le
feetus. Elle peut également affecter le systéme nerveux en provoquant des méningites et des

encéphalites et peut étre mortelle en causant une septicémie (Berche, 1995).
3.3 EHEC

Le genre Escherichia englobe cing espéces : E. coli, E. albertii, E. fergusonii, E.
hermannii, E. vulneris et E. blattae. Parmi celles-ci, EHEC est une bactérie entéropathogéne,
de bacille a coloration de Gram négatif, aérobie-anaérobie facultatif, bactérie immobile ou
mobile avec une structure flagellaire péritriche et non sporulée. Elle se trouve naturellement
dans le tractus intestinal des humains et des animaux. Cette espéce se distingue par sa

diversité génétique et son potentiel pathogéne varié (Mazaheri et al., 2014).

Classification d’Escherichia coli Entérohémorragiques(EHEC) (Abu-Ali et al.,
2009)

Domaine : Bacteria

Embranchement : Protebacteria



Classe : Gammaproteabacteria
Ordre : Entérobactérie

Famille : Enterobactériaceae
Genre : Escherichia

Espece : Escherichia coli.

3.3.1 Habitat

Les Escherichia coli entérohémorragiques (EHEC) sont habituellement présents dans
le tube digestif, principalement dans la partie distale de 1’iléon et dans le colon chez I’homme,

ainsi que chez la plupart des animaux a sang(Wright et al., 2022.Mazaheri et al., 2014).

Ils peuvent également se retrouver dans les eaux, le sol, et dans des nombreux
aliments crus et se transmettre facilement aux aliments cuits par la contamination des mains
du personnel, des surfaces de travail, des récipients et des divers équipements. La présence de
EHEC rend I’eau ou les aliments inappropriés pour étre utilisés ou consommeés(Landstorfer
etal., 2014).

3.3.2 Mode de transmission

Les recherches en épidémiologie analytiques et les études sur les épidémies, ont
contribué a approfondir notre compréhension et nos connaissances sur les modes de
transmission et les sources de contamination d’EHEC. Actuellement, les principaux modes de
transmission incluent d’aliments et de végétaux contaminés, la transmission hydrique (via
I’eau potable ou lors de baignade), la transmission interhumaine par voie oro-fécale, ainsi que

le contact avec les animaux et leur environnement (Wright et al, 2022).

e La plupart des infections est le résultat d’une transmission alimentaire, proviennent de la
consommation des viandes et des végétaux contaminés. La viande de beeuf et les végétaux
constituent la source majeure de contamination, principalement en raison d’une cuisson

insuffisante(Loiseau-Marolleau & Bentaiba, 1976).



e Les ¢épidémies d’origine hydrique sont généralement associées a la consommation d’eau
potable contaminée ou a 1’ingestion accidentelle d’eau lors de baignades dans des lacs, ou
autre étendues d’eau naturelle(Loiseau-Marolleau & Bentaiba, 1976).

e La majorité des cas résulte d’une contamination indirecte mise en évidence chez les
personnes en contact avec les malades(Abu-Ali et al., 2009).

e EHEC peut se transmettre par contact direct ou indirect avec les animaux, leurs

environnements ou leurs excréments (Wright et al, 2022).

) o

r— “~ R
S~ ? “ Excrotion fécale 4+ comtamination // \\>\
< B = | . é - .
\
S

‘ / de 'environnemenm
( 1\
A O\ -
o) )
3

Contamination des
allments et de lN'eau
Ingestion d’E. coli "~

STEC

7

Transmission de
Fanimal aux personnes

(fermeos, abattolrs...)

/-
\

\

\ () Transmission \

{

{ \ :
;j \ personnes { \'{
Ui 1\

entre \

Les voies de contamination par I’Escherichia coli Wikipédia

3.3.2  Pouvoir pathogéne

Escherichia coli entérohémorragiques (EHEC) produit la Toxine Shiga, responsable
de graves diarrhées sanglantes et des complications séveres telles que le syndrome

hémolytique et urémiques, particulierement chez les enfants et les personnes agées.

Les bovins, et les végétaux crus contaminés, sont considérés comme la principale

source d’infection humaine par EHEC(Germani & Le Bouguénec, 2008).



Généralités sur la laitue
1. Définition

La laitue est une plante herbacée annuelle a croissance rapide, largement cultivée pour
ses feuilles utilisées principalement en salade, ce qui en fait 1’'une des plantes les plus

populaires a cet usage a travers le monde.

La Laitue, connu scientifiguement sous le nom de Lactuca sativa L., appartient au
genre Lactuca et a l'espece sativa. En Algérie, les variétés les plus cultivées se répartissent en

trois types : la laitue a couper, la laitue pommeée et la laitue Romaine(Melotto et al., 2020).
2. Origine de la laitue

La laitue aurait ses origines en Mediterranée et aurait été cultivée avant J.-C. Sa
culture s’est ensuite étendue en Europe du Nord et en Ameérique du Nord (O’Reilly &
Plamondon, 2011)

Des vestiges de laitues ont également été découverts dans certaines tombes

égyptiennes datant de 4500 ans avant notre ere (Labrie et Ménard, 2012).

Les premiers voyageurs ont introduit la laitue en Amérique a partir de 1494. A une
exception pres, toutes les laitues du continent proviennent donc de variétés européennes.
Lactuca canadensis est la seule espéce indigene de laitue au Canada. Cependant, cette laitue

présente une saveur ameére et est rarement consommée(Breer & Schopfer, 1988).
3. Taxonomie

Classification de la laitue (Jinetal., 2023) :

Régne : Plantae
- Famille : Astéracées ou Composées

- Genre : Lactuca

Espece : Lactuca sativa
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- Division : Magnoliophyta
- Classe : Magnoliopsida

- Ordre : Asterales

4. Source de contamination de la laitue par les Entéropathogenes

a. Le sol

Les sols abritent une diversité de microorganismes bénéfiques ou pathogenes tels que
Salmonella, Listeria, Shigella et E. coli, etc. Ces organismes peuvent étre introduits
directement par des cadavres d'animaux et des excréments, ou indirectement par les eaux de
ruissellement et d'irrigation. Ils interagissent avec des systemes biologiques antagonistes qui
peuvent soit les combattre efficacement, soit étre affectés par eux. Cette activité microbienne
influence la santé des plantes, parfois de maniere positive en produisant des antibiotiques
utiles en médecine, mais aussi négative lorsque les bactéries acquiérent des genes de
résistance transférables sous I'effet de pressions environnementales telles que les effluents
d'élevage ou les eaux usées traitées. Ces changements peuvent altérer les communautés

microbiennes du sol de maniére significative (Boa et al., 2020).
b. L’eau

Les eaux naturelles peuvent étre affectées par des contaminations microbiologiques et
chimiques, ce qui les rend potentiellement dangereuses en tant que vecteurs de nombreux
agents pathogénes tels que des bactéries, des virus et des parasites. Elles peuvent également
contenir des substances indésirables et des éléments toxiques, souvent issus des activités

humaines plut6t que des particularités géologiques des environnements(Boa et al., 2020).
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Généralités sur la laitue
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1 Cadre d’étude

Notre étude se concentre sur 1’isolement des Entéropathogénes a partir de laitues
prélevées dans les marchés et les fermes de la ville de Bejaia. Les méthodes d’isolement
classiques ont été utilisées dans le laboratoire de Microbiologie de la Faculté (SNV)
Université Abderrahmane Mira de Bejaia. Cette recherche s'est déroulée du 4 mars au 18 mars
2024.

2 Matériel et Méthode

Les bactéries Entéropathogénes comprennent un tres grand nombre de genres et
d’espéces. Dans notre étude, nous avons concentré nos recherches sur trois types spécifiques
: Salmonella, Listeria et Escherichia coli entéronémorragiques (EHEC).

2.1 Prélevement
2.1.1 Lieu de prélevement

Les prélevements ont été effectués a partir des échantillons de laitue provenant des
marché (elkseur,edimco,el Qouds,) ainsi que de laitue, eau et sol prélevés aléatoirement au
niveau des fermes locales( AZMOUR ,BACCARO, DJEBIRA) de la wilaya de Bejaia .

' Aarche Edimco
EE

El-Kseur
e SR i.l ¥
FAKDOU
g 75
N74 | \

Site de prélévement du marché 1’edimco « source :google map »
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Période de prélevement

Trois sorties ont été effectuées a sept stations différentes a des moments distincts. Lors

de ces sorties, des échantillons ont été préleveés : la laitue dans des sacs en plastique propres,

I'eau dans des flacons stériles, et le sol dans des sacs de prélévement aseptiques.

Tableau IIT: Périodes et sites des préléevements

Périodes d

prelevement

Sltes de prelevement (Stations)

04-03-2024

Marché Edimco

Marché El Kseur

Ferme AZMOUR « Bensaid Abd allah »

Ferme BACCARO « Bensaid Abdlaziz »

Ferme AZMOUR « Dehas Ahcen »

11-03-2024

Marché Edimco

Marché El Kseur

Marché El Qouds

Ferme AZMOUR « Bensaid Abd allah »

Ferme AZMOUR « Dehas Ahcen »

18-03-2024

Marché Edimco

Marché El Kseur

Marché El Qouds

Ferme AZMOUR « Dehas Ahcen »
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Ferme DJEBIRA « Atman Cherif »

2.1.3 Technique de prélevement (Auclair et al., 1969)

o Utiliser des gants propres et désinfecter les mains avant de manipuler ;
o Utiliser des ciseaux ou un couteau stérilisé pour couper les laitues ;
o Placer les échantillons dans des sacs en plastique propres et des sacs de

prélevement aseptique ;

o Etiqueter chaque échantillon avec des informations telles que site, lieu, la date,
I'neure, le vendeur, le nom de la ferme et d'autres détails pertinents ;

2.2 Echantillonnage :

La recherche a été menée sur un total de 49 échantillons de laitue. Parmi ceux-ci, 42
provenaient de différents marchés et sept 7 ont été collectés dans des fermes. En outre, 14
échantillons de sol et I'eau d’irrigation ont également été analyseés.

2.2.1. Transport des échantillons

Les échantillons ont été prélevés de facon aseptique et transportés dans des conditions
sécurisées au laboratoire de microbiologie.

2.3 Recherche des germes

Les germes recherchés dans la présente étude sont trois genres bactériens : Salmonella,

Listeria et Escherichia coli entérohémorragiques (EHEC).

2.3.1 Pré-enrichissement, enrichissement, isolement et identification
biochimique

Les bactéries Entéropathogenes ont été et isolées en utilisant diverses techniques
microbiologiques courantes(Kraxberger et al., 2023). Tout d'abord, un pré-enrichissement a
été réalisé pour récupérer les bactéries ayant subi un stress. Ensuite, un enrichissement sélectif
a eté employé pour favoriser la multiplication des bactéries par rapport a la flore compétitrice.
Ce processus a été suivi d’un isolement sur des milieux sélectifs spécifiques afin d'obtenir une
meilleure purification. Enfin, une identification biochimique (Wang et al., 2020).

o Pré-enrichissement

Le pré-enrichissement a pour objectif de revivifier les cellules afin de faciliter la

culture dans les bouillons d'enrichissement (Guiraud. 2012).

Chaque échantillon a été mélangé avec de I'eau peptone tamponnée(EPT) puis incubés

a une température de 37°C pendant 24 heures. :

- 25 g de laitue dans 225 ml d’eau peptonée.

14



- 1gdesol dans 10 ml d’cau peptonée .

- 10 ml d'eau d’irrigation dans 90 ml d’eau peptonée.

X/

o Enrichissement

L’enrichissement en vue de 1’isolement s’effectue sur des milieux sélectifs,

- L'enrichissement des Salmonelles a été réalisé en transférant 1 ml du bouillon
de pré-enrichissement dans un tube contenant 10 ml de bouillon Rappaport-Vassiliadis et
incubé & 42°C pendant 24 heures dans un bain-marie agité.

- L’enrichissement de listeria a été effectué en prélevant 1 ml du bouillon de pré-
enrichissement. Cette quantité a été inoculée dans 10 ml de bouillon Fraser demi-concentré
additionné de supplément Fraser. Incuber a 37°C pendant 24 a 48 heures.

- L’enrichissement d'Escherichia coli entérohémorragiques (EHEC) a été fait en
prenant 1 ml du bouillon de pré-enrichissement et en le Transférant dans 10 ml de bouillon
lactosé avec novobiocine. Incubez a 42°C pendant 48 heures.

o lsolement

La norme « AFNOR Agence Francaise de Normalisation NF U 47-100 de février
2005 » a été utilisée pour l'analyse microbiologique des Salmonelles et Listeria. De plus, la
norme volontaire européenne et internationale « EN 1SO 6579-1 » propose une méthode
validée pour la recherche des salmonelles dans les aliments. Par ailleurs, l'isolement des
souches d'Escherichia coli a été réalisé en respectant les directives de la norme « ISO
4832:1951 (F) ». (Maurin et al., 2019)

- Salmonella

Les échantillons enrichis ont été cultivés par la méthode des stries d’épuisement, ou
une goutte de culture d'enrichissement a été ensemencée sur le milieu sélectif XLD (xylose
lysine désoxycholate) a partir de tous les prélévements. Les boites ont ensuite été incubées a
37°C pendant 48 heures. Les colonies suspectes ont été examinées (typiquement rouges avec
un centre noir sur XLD, en raison de la production de sulfure dhydrogene, pour les
Salmonelles). Apres 24 heures, les colonies isolées présentant les caractéristiques
macroscopiques des Salmonella ont éte repiquées sur des geloses MacConkey et mannitol
pour une meilleure purification.(Catsaras & Le Minor, 1969)

- Listeria
Aprés avoir ensemencé tous les prélevements en stries sur la gélose sélective agar

Palcam et incubé les boites a 37°C pendant 24-48 heures, les colonies suspectes sont
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examinées. Les colonies de Listeria monocytogenes se présentent sous forme de colonies
grises a noires avec des zones noires, indiquant I'hydrolyse de I'esculine sur I'agar Palcam.
Ensuite, les colonies suspectes sont transférées sur de la gélose mannitol et incubées a
37°C pendant 24-48 heures. Aprés cette période, celles présentant les caractéristiques
macroscopiques typiques de Listeria sont identifiees et étudiees(Audurier et al., 1977)
- EHEC

Les échantillons ont été cultivés en stries sur des milieux sélectifs comme I'agar
MacConkey avec sorbitol (SMAC), puis incubez les boites a 37°C pendant 24 a 48 heures.
Les colonies suspectes, généralement incolores ou transparentes sur le SMAC car elles ne
fermentent pas le sorbitol. Ont été transférées sur une gélose TSA et incubez a 37°C pendant
24 a 48 heures. les colonies présentant les caractéristiques macroscopiques typiques des
EHEC ont ensuite été identifiées et analysées (Dadié et al., 2000).

% Examen phénotypique
La caractérisation initiale des colonies peut étre effectuée en observant leur aspect
macroscopique, ce qui permet d'orienter les résultats lors de I'identification.
Selon «Joffin et Leyral, 2001 » les critéres d'identification macroscopiques
comprennent :
- la configuration des colonies : irrégulieres, rondes, etc...
- la mesure du diametre des colonies pour déterminier leur taille.
- la couleur du territoire.
- la croissance : convexe, concave, plate.
- la transparence : opaque, translucide ou transparente.
- la surface peut étre lisse, rugueuse, seche, dentelée... etc.

0,

%+ Examen microscopique

La coloration Gram (Annexe 1) permet d'améliorer le contraste des bactéries afin de
les observer de maniere plus claire au microscope, en déterminant la forme, la pureté ainsi
que la nature biochimique de la paroi des cellules purifiées et de différencier entre les deux

groupe bactériennes (G+) et (G-).

+ ldentification biochimique
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L'identification des souches de salmonelles fait appel a une selection biochimiques des
isolats analyses, en fonction de réactions biochimiques déterminantes, et & une identification

sérologique.

a. Test oxydase
Le test de recherche de I'oxydase est crucial pour I'identification des bacilles a Gram

négatif; ce test permet de mettre en évidence une enzyme : la phényléne diamine oxydase des
bactéries a partir de leur culture en milieu gélosé. Cette enzyme est capable d’oxyder un
réactif : le N diméthyl paraphényléne diamine. Ce réactif est incolore et en présence de
I’enzyme, il libére un composé rose-rouge, noircissant a 1’air. phényléne diamine oxydase

réactif incolore composé rose violacé.

b. Test catalase
La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d’hydrogeéne
(H202), produit toxique du métabolisme aérobie de nombreuses bactéries, en eau et oxygene ;

une effervescence indique une réaction positive(Tankeshwar, 2013d).

. H20 et %2 02. H202 H20 + %2 02 .

« sides bulles de dioxygene se forment, la bactérie possede la catalase ;

e sirien n'est observable, la bactérie ne posséde pas I'enzyme.

C. Test citrate de Simmons

Le test est réalise a l'aide du milieu citrate de Simmons, qui utilise le bleu de
bromothymol comme indicateur de pH et le citrate comme unique source de carbone.
L'enzyme citrase hydrolyse le citrate en acide oxaloacétique et en acide acétique. L'acide
oxaloacétique est ensuite hydrolysé en acide pyruvique et CO2. Si du CO2 -est produit, il
réagit avec les composants du milieu pour former un composé alcalin, tel que Na2CO3. Ce
changement alcalin est indiqué par une modification de la couleur du milieu, grace au ble u de

bromothymol.

La pente du milieu est ensemencée avec des stries et incubée a une température de
37°C pendant 18 heures. Seules les bactéries capables d'utiliser le citrate peuvent se
développer sur ce milieu en l'alcalinisant. Ce processus d'alcalinisation se manifeste par une

transition de la couleur du milieu vers le bleu. (Tankeshwar, 2013a).

d. Fermentation des sucres : milieu triple sucres TSI
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Ce milieu permet danalyser la fermentation de trois sucres (glucose, lactose,
saccharose), d'évaluer la production ou non d’H2S et de mesurer la production ou non de gaz

a partir du glucose. (Dellarras C. 2007).

La technique consiste & ensemencer le culot par pigdre puis la pente de la gélose par

stries serrées, la lecture se fait aprés 18h d’incubation a 37°C.

Lorsque I'un des glucides est fermenté, la baisse du pH fera passer le milieu de

I'orange rougeatre (la couleur originale) au jaune.
- Une couleur rouge foncé indique une alcalinisation des peptones.

-Le thiosulfate de sodium dans le milieu est réduit par certaines bactéries en sulfure
d'hydrogene (H 2S), ce dernier réagit avec les ions ferriques dans le milieu pour produire du

sulfure de fer, un précipité insoluble noir.

- Fermentation de glucose : Culot rouge Glucose (-)
: Culot jaune Glucose (+)
- Fermentation du lactose : pente rouge : lactose (-)
- Fermentation de saccharose : pente rouge : saccharose (-)
- Production de gaz : apparition de bulles de gaz dans le culot.

- Formation de H2S : production d’une coloration noire entre le culot et

la pente ou le long de la piqure (Tankeshwar, 2013b).

e. Test MR VP
Les tests de méthyle rouge et de VVoges-Proskauer font partie d’une batterie de tests

biochimiques appelée IMVIC utilisée en laboratoire clinique

- Inoculer un tube de bouillon MR-VP a partir d'une culture fraiche pure cultivée sur
gélose trypticase soja TSA puis incuber a 37°C (18 a 24 heures) pour favoriser la
fermentation des glucides par les bactéries. Ensuite, diviser le contenu du tube en deux parties

égales dans deux tubes stériles.
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Test MR : Ajouter une goutte de réactif rouge de méthyle. Observer la teinte
du bouillon. Un résultat positif (acide) se manifeste par une transition vers le rouge (pH < 4).

Un résultat négatif (non acide) reste jaune ou orange (pH > 4,4).

Test VP : Ajouter 6 gouttes de solution d'alpha-naphtol (solution VP1) et 2
gouttes de solution de KOH a 40% (solution VP2) dans le tube. Mélanger délicatement par
inversion. Laisser a température ambiante pendant 5 a 15 minutes. Un résultat positif est
indiqué par I'apparition d'une teinte rose ou rouge, conséquence de la formation d'acétoine
(Tankeshwar, 2014).

Test urée /Indole/ tryptophane

Le milieu Urée Indolepermet 1la mise en évidence l'uréase, la
tryptophane désaminase et la production d'indole. La suspension bactérienne est
ensemencée dans un milieu Urée-Indole, puis incubée a 37°C pendant 24 heures.

Les bactéries possédant une uréase transforment l'urée en carbonate d'ammonium
entrainant une alcalinisation qui provoque une coloration rouge violacé du milieu en présence
de rouge de phénol (indicateur de pH). La production d'indole est mise en évidence par
I'addition de deux gouttes de réactif de Kovacs qui réagit avec 1I’indole pour donner une
coloration rouge dans la partie supérieure du milieu en cas de réaction positive. La présence
de tryptophane désaminase (TDA) est mise en évidence par addition ajouter une goutte de
réactif TDA ; une couleur marron rougeétre indique une réaction positive (Tankeshwar,
2013b, Cassiana et al .2020).

g. Assimilation des sucres

Les sucres étudiés sont : Xylose et Rhamnose.

La recherche du profil de fermentation des sucres est réalisée dans le milieu MEVAG
(milieu d’Etude de la voie d’Attaque des glucides)

Les tubes de MEVAG sont fondus au bain-marie, puis refroidis a une température de
45 a 50°C. Ensuite, quelques gouttes de la solution aqueuse stérile du sucre a étudier, «
Rhamnose et Xylose » (7 gouttes d'une solution a 30% pour obtenir une concentration finale
de 1%), sont ajoutées de maniére aseptique. Le milieu est mélange, refroidi, puis inoculé par

pigdre centrale et incubé a une température de 37°C pendant 24 heures. Aprés cette période
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d'incubation, un changement de couleur du milieu en jaune indique une réaction positive,

tandis que si le milieu reste rouge, la réaction est négative.

h. Test d’hémolyse

L'hémolysine est une toxine cruciale pour la virulence de Listeria. Le test d'hémolyse
sur gélose au sang est un critére de sélection trés important en milieu clinique. Pour cela, nous
avons ensemence la gelose au sang en strie. Aprés une incubation de 24 a 48 heures a 37°C,
nous avons examing les géloses sous une lumiére intense : L. monocytogenes et L. seeligeri
montrent une légére zone d'hémolyse autour du point de piqgdre, tandis que L. ivanovii
présente une zone d'hémolyse nette et tres prononcée, parfois multiple. Les autres especes de
Listeria ne génerent pas de zone d'hémolyse observable dans ce test(Tankeshwar, 2013c).

i Recherche de lécithinase

La gélose au jaune d'ceuf de Baird Parker est un milieu de culture enrichi et
différencié employé pour isoler et distinguer diverses espéces en fonction de leur capacité
présumée a dégrader la lécithine(Embarek, 1994)

Inoculez une colonie de la souche a tester en une ligne droite sur la gélose. Incubez la
boite a 37 °C pendant 48 heures. Observez la boite pour détecter la présence d'un halo opaque

autour de la culture.
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Matériel et Méthode
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Au total, 63 échantillons ont été collectés, dont 49 de laitues, 7 d’eau et 7 de sols,

provenant de 3 marchés et 4 fermes.

Une fois le pré-enrichissement et I’enrichissement réalisé, les échantillons ont été
isolés sur des milieux sélectifs. Les souches présentant des caractéristiques morphologiques
des 3 genres recherchés sont ensuite purifiées par des repiquages successifs sur le méme

milieu d’isolement puis soumises a des tests d’identification.
Examen macroscopique
1. Milieu XLD

Les colonies appartenant aux salmonella apparaissent rouges a centre noir. Le rouge

due a la fermentation de xylose, tandis que le noir est causé par la production de sulfure

d’hydrogéne (H2S) via la réduction du citrate ferrigue ammoniacal.

Aspect des Salmonelles sur gélose XLD
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2. Milieu Palcam

Les colonies appartenant au genre Listeria se présentent sous forme des colonies

grises a noires avec des zones noires.

S

N

Aspect de Listeria sur gélc

3. Milieu Mac-Conky Sorbitol (SMAC)

Sur Mac-Conky Sorbitol, on observe chez I’espece E.coli des colonies incolores ou

transparentes en raison de 1’absence de la fermentation du sorbitol.

Aspect des colonies EHEC sur Mac-Conky Sorbitol
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Aprés avoir eliminé les souches négatives nous avons réalisé une étude biochimique des

résultats.

Tableau 1V: résultats d’isolement des souches suspectes dans les milieux des cultures sélectifs.

Souche XLD Mac Conk Sor  Palcam TSA Mannitol
o o : : :
+/- +/- - - -
- - - +/- -
: . . +/- :
- - +/- - +/-
: . +/- : +/-
- - +/- - -
+/- - +/- - -
- - - +/- -
- - - +/- -
2 2 2 +/- 2
+/- - - - -
+/- - - - -
: . +/- : +/-
- - +/- - +/-
2 2 +/- 2 +/-
" ' ' ' '
" : : : :
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Résultats et discussion

I. Examen microscopique

Une Coloration de Gram, nous a permis d’observer différentes bactéries & Gram
positif avec un aspect bacilles colorés en violet.

Il. L’identification biochimique

1. Test catalase

L’apparence de 1’effervescence est observée seulement pour deux souches parmi
toutes les souches testées dés leur contact avec 1’eau oxygénée (catalase positif). Le (Tableau

V )résume les résultats obtenus

ULEFONE
SHOT ON NOTE 16 PRO

ULEFONE
SHOT ON NOTE 16 PRO

Résultats du test catalase

2. Test oxydase

Les disques d’oxydase restent toujours incolores apres ajout de la suspension
bactérien, révélant ainsi un résultat négatif. Pour toute les souches testées. Le (Tableau V)
résume les résultats obtenus

| Résultats du test oxydase
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3. Test citrate de Simmons
Cs positive: coloration de milieu en bleu.
Cs négative: le milieu reste vert aprés incubation.
Le (Tableau V) résume les résultats obtenus

4.Recherche d’utilisation du glucose, du lactose, de la production de gaz et
H2S sur TSI

Apreés incubation du milieu, nos souches ont présenté différents aspects. Le (Tableau
V) résume les résultats obtenus

5.Test MR-VP
- La voie des acides mixtes est mise en évidence aprés ajout du réactif de RM
dans le milieu. Une coloration rouge indiqué un résultat RM+, ce qui correspond a une
fermentation acide mixte. Un résultat négatif est indiqué par une coloration jaune. La
plupart des colonies testées étaient RM+. Cependant quelques-unes étaient RM-
La voie du butylene glycolique est mise en évidence apres 1’ajout des réactifs VP | et VP
I1. Une coloration rouge indique un résultat VVP+, tandis qu’une absence de coloration

rouge indique une réaction négative. Le (Tableau V) résume les résultats obtenus

6. Testindole, Urée, TDA

- La présence de ’uréase se traduit par virage au rouge du milieu urée-indole.
Certaines souches sont uréase positive (coloration rouge), tandis que d’autres sont uréase
négatives (uréase -).

- La présence de I’indole est révélée aprés ajout du réactif de Kovacs dans le
milieu urée-indole. La formation d’un anneau rouge indique sa présence, tandis qu’un
anneau jaune indigue son absence.

- La TDA est mise en évidence apres ajout du réactif de la TDA. Une coloration
rouge brun témoigne de la désamination du tryptophane. Le (Tableau V) résume les

résultats obtenus
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7. Assimilation des sucres
Les sucres étudies et utilisé sont : xylose et Rhamnose sur le milieu MEVAG.

Un changement de couleur du milieu en jaune indique une réaction positive, tandis

que si le milieu reste rouge, la réaction est négative.

Les colonies testées ont monté une réaction négative pour la Xylose et positive pour

le Rhamnose.

Les colonies suspectes d’EHEC ont été éliminées. Le (Tableau V) résume les

résultats obtenus

8. Teste d’hémolyse

Les colonies suspectent isolées sur gelose au sang, montrent une légere zone

d'’hémolyse autour du point d’ensemencement. . Le (Tableau V) résume les résultats obtenus

Figure: 10 Aspect d’hémolyse sur gélose au sang
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9. Recherche de Lécithinase

Les colonies suspectes ont été isolées sur gélose Baird Parker au jaune d’ceuf

toute les résultats sont négatifs. Le (Tableau V) résume les résultats obtenus

Test négatif : absence de zone blanche opaque s'étendant & partir du bord de la

colonie.

Figure :11 Aspect des colonies positive sur baird parker
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Tableau V : Résultats d’identification biochimiques de Listeria

Souche  Catalase Oxydase MR VP  Uréase IND TDA Lactose Sacharose Glucose Citrate H2S/  Hemolyse lécithinase

L20 + - - + + +/- - + - + + - - -
L23 + - - + + - - - - + - - + +
L29 + - - + + +/- - + + + - - - -
L32 - - + - - + - - + + - . _ _
L36 + + - - + + + - - + + + - -
L39 - - + + - - - - - + + _ _ 3
L40 - - - - - + + - + - + - - -
L43 - - - + - - - + - + - + - -
+ - + - + - + - - - + - - -
L48 + - - + + - - - - + - - + +
L49 - - - + - - + - - - - + - -
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Discussions

Dans notre étude, la section pratique a examiné deux stations : une ferme et un
marché, en prélevant des échantillons de laitue, d'eau et de sol, 1’objectif était de détecter la

présence de Salmonella, de Listeria et d'EHEC.
1.  ldentification des salmonelles :

Les colonies suspectes sur les milieux sélectifs ont été observées au microscope apres
coloration de Gram. Des bacilles Gram Négative ont été identifiés, puis ils ont été soumis a
une série de tests biochimiques : test de catalase, test d'oxydase, et d'autres tests discriminatifs
pour le genre Salmonella, incluant : test uréase +, utilisation du citrate -, fermentation des

sucres (glucose+, lactose-, saccharose) +, absence de production de H2S, et test de mobilité-.

Tous les résultats de ces tests sont négatifs et aucune trace de Salmonella n'a été

détectée.
2. Identification des EHEC :

Les milieux d’isolement spécifiques SMAC, TSA ont présenté une sélectivité plus ou

moins efficace qui a permis a nombreuses d’autres colonies de croitre mais non pas EHEC.

En plus des tests biochimique spécifique a ce genre ont été effectuer : catalase -,
oxydase+..., Rhamnose +, Xylose-, utilisation de citrate- et coloration de Gram nous a
montrer des bacilles Gram positive ce qui a confirmer que toute les souche EHEC sont
éliminer .

Aucune E.coli n’a été obtenus

Des faux négatifs peuvent parfois survenir en raison de divers facteurs, tels que des
techniques de prélevement inadéquates ou des seuils de détection insuffisants. Les EHEC
peuvent étre présents en quantités faibles dans un échantillon, nécessitant des méthodes

sensibles pour la détection.
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3. Identification des Listeria :

L'utilisation de milieux d'isolement spécifiques tels que la gélose Palcam et la gélose
mannitol a montré une sélectivité variable, permettant la croissance de nombreuses colonies
suspectes ainsi que d'autres colonies diverses. Ces milieux ont été utilisés pour l'isolement des
colonies présumées, dont la plupart se sont avérées étre des bactéries non sporulées,

immobiles et catalase positives.

Les résultats de I’identification biochimique par la galerie classique des souches
présomptives montrent que la majorité des colonies testées étaient oxydase négatives,
catalase positives, et la coloration de Gram a montré la présence de bacilles Gram positifs.
Ces tests sont essentiels pour orienter le diagnostic et classifier les souches au sein de la
famille des Listeriaceae.

Ces tests nous ont permis de sélectionner deux souches présomptives dont
I’identification a révélé comme hémolyse sur la gélose au sang et Apparition d'une zone
blanche, opaque et diffuse qui s'étend dans le milieu entourant les colonies sur gélose Baird

Parker additionné de jaune d’ceuf pour la détection de la 1écithinase.

Enfin comme comparaison des résultats, on estime que la contamination de la laitue

par les bactéries entéropathogenes est plus significative aux marchés que dans les fermes.
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|Ainsi I’absence de ces germes pourrait s’expliquer par un certain nombre

d’hypotheses :

- Les tests utilisés pour détecter la présence de salmonelle peuvent présenter des limites
quant a leur sensibilité. Cela implique qu'ils pourraient étre incapables de détecter de
faibles niveaux de salmonelle, ce qui pourrait entrainer un résultat négatif méme si la
bactérie est réellement présente.

- Les tests reposent généralement sur des échantillons prélevés dans un sac particulier de
laitue.

- La représentativité des résultats peut étre affectée par des limitations dans la taille de
1’échantillon ou dans la fagon dont il est prélevé.

- Les niveaux de salmonelle peuvent différer d'un échantillon a l'autre en raison de divers
facteurs tels que les conditions de croissance, les méthodes agricoles et le mode de
transport. Un résultat négatif dans un échantillon particulier ne signifie pas qu'il n'y a
pas de salmonelle dans I'échantillon.

- Les faux négatifs peuvent parfois survenir en raison de divers facteurs, tels que des
techniques de prélevement inadéquates ou des seuils de détection insuffisants.

- Les résultats de I’identification biochimique par la galerie classique des souches
présomptives montrent qu’elles sont des bacilles a Gram négatif, oxydase négative,
catalase positive avec des variations concernant la mobilité, 1’utilisation des sucres
(dont particuliéerement le lactose) et les caractéres : indole, rouge de méthyle, Voges-

Proskauer, citrate.
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CONCLUSION

Cette étude réalisée sur la laitue provenant de trois marchés et de laitue , eau et sol de
quatre fermes locales a montré que, quel que soit le site de prélevement, les charges
microbiennes sont bas. Les résultats indiquent une contamination aussai significative par

des entéropathogenes dans les marchés par rapport aux fermes.

L’objectif de cette étude était d’isoler et de caractériser les bactéries
entéropathogenes dans la laitue. Au cours de cette étude, nous avons caractériser deux
souches de Listeria a partir de 63 échantillons (laitue, eau et sol). La caractérisation des

isolats a été realisée par des méthodes bactériologiques et biochimiques.

A l'avenir, il serait intéressant d'approfondir les études sur la recherche des bactéries

entéropathogenes. En termes de recommandations et perspectives :

« Prendre en considération les résultats de cette étude pour améliorer les parametres

biochimiques de la laitue.

«  Compléter notre étude préliminaire par :

v’ Une étude plus approfondie nécessitant un plus grand nombre
d’échantillons et plus de variétés de laitue provenant de divers endroits.

v Une étude épidémiologique des souches afin de déterminer la source de
contamination.

v' Le suivi et I'amélioration des pratiques culturales.

v' Une étude moléculaire (PCR).
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ANNEXE 1 : Coloration de Gram

2.

1. Prélevement

A partir d’une culture liquide : prélever un aliquote de suspension a 1’anse

(ou a la pipette stérile) aprés avoir homogénéisée le milieu

A partir d’un milieu solide : réaliser une suspension en eau physiologique
a partir d’une culture jeune et prélever un aliquote de suspension a

I’anse de platine (ou a la pipette stérile)

A partir de produits alimentaires ou biologiques : prélever un aliquote du
produit

(dilué ou non) a I’anse (ou a la pipette stérile) aprés avoir homogénéisée le milieu

Réalisation du frottis

Etaler sur 1 & 2 cm par un mouvement circulaire en partant du centre de la lame.

Le frottis réalisé doit étre :

3.

4.

- MINCE et HOMOGENE, étendu sur la lame sans toucher les bords

- Réalisé sur une lame propre et dégraissée, une goutte d'eau
déposée en surface doit s'y étaler compléetement.

Séchage
- A la température du laboratoire, si possible

- Ou bien a chaleur douce : platine chauffante a 37° ou au-dessus de
la veilleuse du bec bunsen, a hauteur suffisante. NE JAMAIS
CHAUFFER BRUTALEMENT

Fixation

But : tuer les bactéries, fixer leur structure cytologique, et les faire

adhérer a la lame. x Fixation par la chaleur :

A utiliser seulement pour les frottis effectués a partir de cultures bactériennes

Passer la lame-frottis situé sur le dessus dans la flamme chauffante,



LENTEMENT et 3 a 4 fois de suite (attention de bien tenir la lame avec une

pince) et laisser refroidir. x Fixation par I'alcool : employé quel que soit le

produit traite.

Recouvrir la lame pendant 5 min avec de 1’alcool puis rincer a I’eau
déminéralisé et égoutter le frottis avant coloration.
5. Coloration

Principe: La coloration permet de distinguer les bactéries GRAM + des GRAM
—gréace a leurs différences de nature de paroi.

ETAPES MODE OPERATOIRE TEMPS PRINCIPE

- Recouvrir la lame de Le colorant violet pénétre
Lol el cristal violet ou violet de dans  les  cellules

. bactériennes
PRIMAIRE gentiane
1 minute

- Rincer a I’eau distillée et

récupérer le cristal violet dans un

bécher (ne pas le jeter dans le bac

a coloration)

- Recouvrir de Lugol Il se forme un complexe

chimique entre le violet et
le Lugol qui fixe le violet et
colore le cytoplasme de
toutes les bactéries en
violet.

MORDANCAGE [ Rincer a I’eau distillée et
I’égoutter 1 minute




-Tenir la lame inclinée et faire L'alcool dissout le violet de
couler pendant quelques secondes G, & la _ parol
bactérienne est perméable a
I'alcool (les lipides sont
Pl=coii ez aner écoulement incolore. dissous par 1’alcool), celuici
N penétre dans les bactéries et
5 décolore leur cytoplasme :
- Rincer immédiatement a I’eau les bactéries deviennent
N ) secondes . . -
distillée et égoutter environ incolores. Si les bactéries
ont une paroi imperméable a

I'alcool

de lalcool a 95° jusqua

(épaisse et sans lipides),
elles restent colorées en
violet et elles sont dites
GRAM + ou positif.

- Recouvrir la lame de La fuschine recolore en rose

COLORATION fuschine les bactéries précédemment

SECONDAIRE 1 minute décolorées :

- Rincer a I’eau distillée les bactéries Gram — ou
négatif.

SECHAGE - Egoutter entre 2 morceaux de
papierfiltre et laisser sécher




ANNEXE 02

Le matériel de prélévement

Des flacons stérilisés au préalable pour les prélévements des échantillons

d’eau.

- D’un sac isotherme pour le transport des échantillons de laitue et de sol.

- D’un marqueur pour 1’étiquetage.

- Des gants

ANNEXE 03

Matériel de laboratoire
- Matériel de stérilisation : Four Pasteur, bec Bunsen, autoclave.
- Matériel de pesée : Balance de précision.
- Matériel d’incubation : étuves a 37°C et 42°C et bain marie agitateur a 42°C.
- Matériel divers : anse de platine, pipettes, micro-pipettes, béchers, porte-tubes, boites de
Pétri,

- Pipettes Pasteur, flacons, vortex, réfrigérateur ; pince, microscope optique, lames, tube

falquons,

- Tube a essaies, tube a hymolyse , papier filtre



ANNEXE 04

Réactifs :

o Reactif de Kovacs,

o Réactif VP | Alpha naphtol a 6%,
o Réactif VP Il KOH a 40%

o Réactif Méthyl red (MR)

o Nitrate réductase | acide sulfanilique (en solution a 8 0 /00 en acide

acétique 5N),

o Nitrate réductase 11 Naphtylamine (en solution & 6 0 /00 en acide

acétique 5N),

o Réactif TDA (Tryptophane désaminase) solution de per chlorure de

fer,
o Disques d’oxydase
o Huile de paraffine et de vaseline

o Violet de Gentiane (ou Violet Cristal sous forme seche)
o Lugol

o L'alcool (éthanol a 95°) trés peu dilué

o La Fuschine fraichement préparée

o L'eau déminéralisée



ANNEXE 05

Composition des milieux de culture

Composition (par litre)

Peptone 10,0¢g

Bouillon Eau Peptonée Chlorure de sodium 5090

Tamponnée Hydrogénoortho phosphate disodique | 9,0 g
Dihydrogéno-orthophosphate de potassium | 1,5¢
pH=7,0 £ 0,

Bouillon Rappaport Peptone papainique de soja 4509

Vassiliadis Chlorure de sodium 7,20 ¢
Phosphate monopotassique 1,26 g
Phosphate dipotassique 80
Chlorure de magnésium anhydre 13,409
Vert malachite (oxalate) pH = 36,0 mg
52+0,2

Gélose MacConkey Peptone pancréatique de gélatine 17,09
Tryptone 159
Peptone pepsique de viande 159
Lactose 10,0 ¢
Sels biliaires 159
Chlorure de sodium 5049
Rouge neutre 30,0 mg
Cristal violet 1,0 mg
Agar agar bactériologique pH = 1359
7,1+£0,2.

Gélose XLD Extrait autolytique de levure L- 309
Lysine. Lactose 5009
Saccharose Xylose . 759
Désoxycholate de sodium 759
Chlorure de sodium 359
Thiosulfate de sodium 259
Citrate ferrique ammoniacal 500
Rouge de phénol 6,80
Agar agar bactériologique 08¢
pH=7,4%0,2 80,0 mg

1359




Gélose Mannitol Peptone 10g
Extrait de viande 1,09
Chloure de sodium 75,09
D-mannitol '
Rouge de phénol (1)0022
Agar 0eoy
PH=7,4+0,2 4 25°C 159
Bouillon Lactosé Pepton 10g
Extrait de beeuf 29
Lactose 19
TSI(Triple suger Iron) Extrait de viande de beeuf 39
Extrait de levure 39
Peptone trypsine 59
Chlorure de sodium 0,59
Citrate ferrique 0’5
Lactose 29
Glucose 109
Saccharose 19
Thiosulfate de sodium, 5H20 10g
Rouge de phénol 0,59
§3§r7 4 > 9249
- 129
Citrate de Simmons Phosphate

Chlorure de sodium
Citrate de sodium
Sulfate de magnésium
BBT

Agar
PH=6,9+0,2a25°C




Résumé

Afin de garantir la sécurité du consommateur mais aussi pour faire face aux consequences
ravageuses sur la sante publique, la maitrise de la contamination des produits par Listeria

monocytogenes, Salmonella et EHEC est une obligation

Notre travail dans sa partie pratique s’est captivé a deux endroits pertinents. Notamment, au
marché et la ferme pour pouvoir réaliser des prélévements de laitue, sol ainsi d’eau
d’irrigation et le sol. Soixante-trois prélevements ont été collectés a travers trois points de

vente et quatre fermes. Et ce, sur territoire de la wilaya de Bejaia.

La recherche des bactéries a été réalisée toute en respectant la méthode adéquate et
conformément aux normes NF EN 1SO 11290- 1, norme ISO 6579:2002 et ISO 16654:2001

Les résultats obtenus ont montré une faible présence de deux souches caractérisées Listeria,
ainsi que l'absence de salmonelle et d'EHEC, selon la littérature, soulignant que nous ne
sommes pas a l'abri d'une épidémie potentielle.

Mots clés : NF EN ISO 11290- 1, 1ISO 6579 : 2002, ISO 16654 :2001,Listeria , Salmonella
,EHEC

Abstract

In order to guarantee consumer safety, but also to deal with the devastating consequences for
public health, it is essential to control product contamination by Listeria monocytogenes,
Salmonella and EHEC.

The practical part of our work focused on two relevant locations. In particular, we went to the
market and the farm to take samples of lettuce, soil and irrigation water. Sixty-three samples
were collected from three sales outlets and four farms. All in the wilaya of Bejaia.

The bacteria were tested using the appropriate method, in accordance with standards NF EN
ISO 11290-1, ISO 6579:2002 and ISO 16654:2001.

The results showed a weak presence of two characterised Listeria strains, as well as the
absence of Salmonella and EHEC, according to the literature, underlining that we are not
immune to a potential epidemic.

Key words: NF EN ISO 11290- 1, ISO 6579 : 2002, ISO 16654 :2001,Listeria , Salmonella
,EHEC



