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Abstract

The main objective of this thesis is to refine a quantitative risk assessment model of Campylobacter related to
the consumption of doner kebab to assess the potential risk associated with this pathogen and estimate the risk
exposed to the population of Tlemcen city by consuming this product. The number of fast foods serving this
product has been progressively increased, making their controls very difficult.

The microbiological analysis focused on 96 samples of the doner kebab. Isolations and purifications of
bacterial strains were carried out to constitute a basic bank strains. This strain bank contains 339 strains mainly
belonging to the following genera: Staphylococcus, Escherichia, Campylobacter, Salmonella, Clostridium,
and Bacillus. The results showed a very high prevalence compared to a cooked product. The total aerobic
mesophilic flora count was found to be between 5.4 and 6.6 log cfu/g. The counts of staphylococci and
coliforms ranged from 4 to 5 log cfu/g for a total of 35% and 5% of the samples, respectively. 47% of the
samples were contaminated with more than 3 log cfu / g of Campylobacter. Whereas, 25% and 10% of the
samples were contaminated with 2-3 log cfu / g Clostridium sulphite-reducers and psychrophilic bacteria,
respectively. The identification of strains was carried out by the classic biochemical gallery and the API plates.
64 strains were selected to identify their genetic fingerprints via ERIC PCR. This technique indicates the
presence of 11 different clusters and therefore reveals that the screened isolates show a great genetic diversity
sometimes within the same species. The prevalence of S. aureus (30.5%) in déner kebab was confirmed by
targeting the thermonuclease (nuc) gene.

The study of the heat resistance of the spores of three strains of Bacillus spp. (ES6-1, EM14-1, ES23-2) gave
Dr values that vary between 8.725 min to 13.05 min at 90°C, 3.645 min to 8.819 min at 95°C and 1.072 min
to 3.236 min at 100°C. The Z values are of the order of 10.34°C; 10.98°C and 16.51°C, respectively. The Z
value obtained for the S. aureus (PCB6) strain is equal to 10.67°C, while that obtained for the S. aureus (PC8)
strain is 10.23°C. Regarding the heat treatment of Campylobacter, the D values of 3 strains were as follows:
the Dsp value was 4.2 to 5.1 min, the Dss value was 1.0 to 1.1 min and the Dgo value was 0.16 to 0.19 min,
while the Z values were 6.80 to 6.91°C. The results of antibiotic resistance of the strains tested showed that all
enterobacteriaceae are resistant to cefotaxime, amoxicillin clavulanic acid and ticarcillin. All strains of
staphylococci isolated are resistant to oxacillin, 94% to penicillin and 72% to fusidic acids. Most
Campylobacter strains tested were resistant to fluoroguinolones and erythromycin. The study of the ability to
form biofilms by Bacillus and Staphylococcus showed that there are strains capable of doing so and producing
slime on the two tested surfaces (PVC and stainless steel). In parallel, natural antimicrobial agents such as
garlic, acetic acid, citric acid and spices such as black pepper and white pepper, which are generally part of the
composition of doner kebab, have shown a significant inhibitory effect on the biofilm formation by the tested
strains.

The quantitative risk assessment model of Campylobacter related to the consumption of déner kebab predicts
a very large number of cases; about 1510 cases per 100000 consumers (1 person / 66) per year in Tlemcen
city. Five infections occur for every 100 meals consumed. After analyzing the risk scenarios, the model shows
that an intervention at the slaughterhouse to reduce the number of Campylobacter on raw chicken meat had
the greatest impact on the outcome. In addition, a good control of temperature and cooking time could reduce
significantly the number of campylobacteriosis cases. The growth of pathogens in doner kebab like
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus and Clostridium perfringens could give rise to heat-resistant toxins,
which may be subject to other dangers.

Keywords: doner kebab, chicken, risk assessment, heat resistance, Campylobacter, Tlemcen



Résumé

L’objectif principale de cette theése est d’affiner un modele d’évaluation des risques quantitative de
Campylobacter liés a la consommation du déner kebab pour évaluer le risque potentiel associé a ce germe et
estimer le risque exposé a la population de la ville de Tlemcen en consommant ce produit, sachant que le
nombre de fast-foods servant ce produit a été augmenté de maniére progressive rendant leurs controles trés
difficiles.

Une analyse microbiologique a porté sur 96 échantillons du doner kebab. A partir des résultats de I’analyse
microbiologique, des isolements et purifications ont été effectué pour constituer un souchier de base. Ce
souchier comporte 339 souches appartenant majoritairement aux genres suivants: Staphylococcus,
Escherichia, Campylobacter, Salmonella, Clostridium, Bacillus. Les résultats ont montré une prévalence trés
élevée par rapport a un produit cuit. Le dénombrement de la flore mésophile aérobie totale sont avérés étre
entre 5,4 et 6,6 log cfu/g. Le dénombrement des staphylocoques et des coliformes étaient comprises entre 4 et
5 log cfu/g pour un total de 35% et 5% des échantillons, respectivement. 47% des échantillons étaient
contaminés par plus de 3 log cfu/g de Campylobacter. Alors que, 25% et 10% des échantillons étaient
contaminés par 2 a 3 log cfu/g de Clostridium sulfito-réducteurs et des bactéries psychrophiles, respectivement.
L'identification des souches a été effectués par la galerie biochimique classique et les plaques Api. 64 souches
ont été sélectionnées pour identifier leurs empreintes génétiques via I’ERIC PCR. Cette technique indique la
présence de 11 clusters différents et par conséquent, elle révéle que les isolats criblés présentent une grande
diversité génétique parfois au sein de la méme espéce. Une prévalence de 30.5% en S. aureus dans le doner
kebab a été confirmé en ciblant le géne de la thermonucléase (nuc).

L’étude de la thermorésistance des spores des trois souches de Bacillus spp. (ES6-1, EM14-1, ES23-2) a donné
des valeurs de Dt qui varient entre 8,725 min a 13,05 min a 90°C, 3,645 min a 8,819 min a 95°C et 1,072 min
a 3,236 min a 100°C, respectivement. Les valeurs Z sont de ’ordre de 10,34°C; 10,98°C et 16,51°C,
respectivement. La valeur Z obtenue pour la souche S. aureus (PC6) égale a 10.67 °C, alors que celle obtenue
pour la souche S. aureus (PC8) est de 10.23°C. Concernant le traitement thermique des Campylobacter, les
valeurs D de 3 souches étaient les suivantes : la valeur Dso était de 4,2 a 5,1 min, la valeur Dss de 1,0 a 1,1 min
et la valeur Dgo de 0,16 a 0,19 min, tandis que les valeurs Z étaient de 6,80 a 6,91°C. Les résultats de la
résistance aux antibiotiques des souches testées ont montré que la totalité des entérobactéries sont résistantes
a la céfotaxime, I’amoxicilline acide clavulanique et a la ticarcilline. Toutes les souches de staphylocoques
isolées sont résistantes a 1’oxacilline, 94% a la penicilline et 72% aux acides fusidiques. La plupart des souches
de Campylobacter testées étaient résistantes aux fluoroquinolones et a I'érythromycine. L’étude de la capacité
de Bacillus et Staphylococcus a former des biofilms, a montré qu’il y a des souches capables de le faire et de
produire le slime sur les deux surfaces testées (PVC et acier inoxydable). En paralléle, les agents
antimicrobiens naturels comme I’ail, I’acide acétique, 1’acide citrique et les épices tel que le poivre noir et le
poivre blanc, qui font parties, généralement, de la composition du doner kebab, ont montré un effet inhibiteur
significatif sur la formation du biofilm des souches testées.

Le modéle d’évaluation quantitative des risques de Campylobacter liés a la consommation du doner kebab
prédit un nombre trés important de cas ; environ 1510 cas pour 100000 consommateurs (1 personne / 66) par
an dans la ville de Tlemcen. 5 infections se produisent pour chaque 100 repas consommé. En plus, apres
I’analyse des scénarios de risque, le modéle montre qu'une intervention a l'abattoir pour réduire le nombre de
Campylobacter sur la viande crue de poulet a eu I’impact le plus important sur le résultat. Aussi, une bonne
maitrise de la température et du temps de cuisson peut diminuer significativement le nombre de cas de
campylobactériose. La croissance de certains agents pathogénes comme Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus et Clostridium perfringens dans le doner kebab pourrait donner lieu a des toxines résistantes a la chaleur,
ce qui peut faire 1’objet d’autres dangers.

Mots clés : doner kebab, poulet, évaluation des risques, thermorésistance, Campylobacter, Tlemcen



-Liste des abréviations-

AFNOR: Association Francaise de Normalisation

AFSSA : Anses Francaise de la Sécurité Sanitaire des Aliments
AMP : Ampicilline

ANSES : Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail
ATB: Antibiotique

C: Chloramphénicol

CAC : Commission du Codex Alimentarius

CA-SFM : Comité Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie
CAZ: Ceftazidime

CCP : Critical Control Point (Maitrise des points critiques)

CE : Comité Européenne

CEP : Céphalosporine

CIP: Ciprofloxacine

CN 30: Céfixine

CN 10: Gentamicine

CTX : Céfotaxine

E : Erythromycine

ECDC: European Centre for Disease Prevention and Control
EFSA: European Food Safety Authority

EQRM: Evaluation quantitative des risques microbiologiques

EPT : Eau Peptonée Tamponnée

EUCAST: European Committee Antimicrobial Susceptibility

FAO: Food and Agriculture Organization

FCD : Fédération des entreprises du Commerce et de la Distribution
FF: Fosfomycine

FMAT : Flore Mésophile Aérobie Totale

FSA : Food Standards Agency

HACCP: Hazard Analysis Critical Control Point

IAA : Industrie Agro-Alimentaire

ICMSF: International Commission on Microbiological Specifications for Food
ISO: International Organization for Standardization

K: Kanamycine

L : Lincomycine

Log: Logarithme décimal



MADR: Ministére de 1’ Agriculture et du Developpement Rural
MPRM: Modular Process Risk Model

MRA: Microbial Risk Analysis

MS-DA : Ministére de la Santé — Direction de la Santé
MT: Millions de tonnes

NA : Acide Nalidixique

NF: Norme Francaise

NOR: Norfloxacine

NSW/FA: New South Wales Government / Food Authority
OCDE : Organisation de coopération et de développement économiques
OIE : Organisation Mondiale de Santé Animale

OX: Oxacilline

P: Pénicilline

PCA: gélose Plate Count Agar

pH : potentiel d’hydrogene

QMRA : Quantitative Microbial Risk Assessment

RA : Rinfampicine

S: Streptomycine

S1: Secteur 1

S2: Secteur 2

S3: Secteur 3

S4: Secteur 4

Smac : Sorbitol Mac Conkey

TE : Tétracycline

TOB: Tobramycine

TSC : Tryptone-Sulfite-Cyclosérine

TSI: Triple Sugar Iron

UFC : Unité Formant Colonie

VF: Viande Foie

WHO: World Health Organization
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Figure n°43. Résistance (%) aux ATB des souches des Staphylococcus spp. isolés a partir du
doner kebab dans la ville de Tlemcen
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Figure n°60. Survie de Campylobacter a la congélation (-20°C) mesurée par Bhaduri et Cottrell
(2004). L'ajustement des données a l'aide de la fonction des courbes de tendance linéaires dans
Microsoft Excel (y = -0,26 X).

Figure n°61. Probabilité cumulée d'exposition du modéle (o) et du modéle de validation (L)
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avec une plage de températures entre 50 et 60°C (Scenario 1T), (A) modele avec une plage de
températures entre 52 et 70°C (Scenario 2T), (+) modele avec une plage de températures entre 55
et 70°C (Scenario 3T), (x) modele avec une plage de températures entre 45 et 65 (Scenario 4T) et
(m) modéele avec une plage de températures entre 47 et 60°C (Scenario 5T).

Figure n°63. Analyse de sensibilité testant différents scenarii de variation des parametres du
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La viande constitue une denrée de premiere nécessité, elle est une source importante de
protéines et autres nutriments, sa consommation est freinée seulement par son prix. Parmi les viandes
les moins cheres, on retrouve celle des volailles. Ces dernieres vendues dans les établissements de
restauration rapide gagnent de plus en plus en popularité. En effet, on assiste a une augmentation du
travail en continu et les travailleurs ont de moins en moins le temps pour manger. On assiste ainsi a
des changements rapides dans les modes de vie, qui ont augmenté la part d’aliments de restauration
rapide dans I'ensemble du marché alimentaire. De plus, on assiste a une période de crise sociale et le
budget des ménages alloué a I'alimentation diminue.

Le doner (parfois connu sous d'autres noms, tels que gyro, doner kebab, dona kebab,
chawarma etc..) est un produit traditionnel du Moyen-Orient & base de viandes ou de volailles qui est
largement consommé dans tous les continents (Simsek et Kilic, 2015 ; Kayisoglu et al., 2003;
Vazgecer et al., 2004). L'utilisation de poulet et de dinde dans la production du doner kebab est
devenue tres populaire, parce que ce produit est plus digeste et moins cher. Durant sa préparation,
plusieurs méthodes de cuisson et différents types d'épices sont utilisés (Kayisoglu et al., 2003). La
viande est hachée et mélangée a du suif, de lI'oignon, de la sauce tomate, du yaourt, etc,. puis la masse
est réfrigérée pendant environ 24 h pour permettre aux particules de viande et de graisse de coller les
unes aux autres. La teneur en maticre grasse du kebab est comprise entre 20 et 40% et le poids d’un
doner kebab est généralement compris entre 10 et 15 kg. Pour la cuisson, le déner cru est empalé sur
des cOnes en acier inoxydable et roti a la chaleur ou il est lentement tourné afin qu'il puisse étre
uniformément cuit. Une certaine quantité de kebab est servie au client sur un plateau avec un plat
d'accompagnement ou dans un sandwich de pain avec des oignons, des tomates, herbes, laitue ou une
autre garniture (Ergoniil et Kundake¢1 2007; Nemati et al., 2007 ; Moeller et al., 1994; Todd et al.,
1986).

Méme si le kebab est apprécié, il suscite des questions liées a sa qualité microbiologique et sa
formulation. L’utilisation de la viande crue de faible qualité et une cuisson insuffisante peut soulever
des questions de sécurité sanitaire (Ergonil et al., 2012). La croissance de certains agents pathogénes
comme Staphylococcus aureus et Clostridium perfringens dans le doner kebab pourrait donner lieu a
des toxines résistantes a la chaleur et certaines souches de Salmonella dont la dose infectieuse est
faible, peuvent survivre dans les kebabs (Kupeli, 1996).

Les dangers associés a la consommation d’aliment cuits et contaminés par ces agents
pathogenes induisent des intoxications alimentaires (Ismail, 2006 ; Nemati et al., 2007). Ils sont
encore I'une des principales causes de morbidité dans plusieurs pays, et dans certaines circonstances,

ils peuvent conduire a des conséquences graves (Angelillo et al., 2000).



Introduction générale

En dépit des exigences légales en mati¢re de bonnes pratiques d’hygi¢ne et de HACCP, la
contamination du kebab demeure un facteur important dans les intoxications qui se sont produites
dans les restaurants ou endroits d’aliments de préparation rapide & emporter (Bisbini et al., 2000 ;
Gaibani et al., 2011 ; Severi et al., 2012). La qualité microbiologique de ces types de produits dépend
d'un certain nombre de facteurs, tels que la qualité des matieres premiéres, I'efficacité du processus
de cuisson, I’hygiéne globale des lieux et des équipements et I’hygiéne personnelle (Gonulalan et al.,
2004).

La majeure partie des travaux présentés dans cette thése a été effectuée dans le cadre de
I’évaluation du risque microbiologique du doner kebab cuit a partir de la viande de volaille dans les
restaurants et fast-food de Tlemcen afin d'estimer le risque lié & la consommation de ces produits.

La premiére partie consiste en la réalisation de la 1ére étape d’une évaluation du risque
microbiologique, a savoir ; I’identification des dangers microbiens. Pour cela, des tests et analyses
ont été effectués afin de déterminer la qualité microbiologique du doner kebab.

Une deuxiéme partie de cette thése a été consacrée a la caractérisation de ces dangers
microbiologiques sur le plan sécuritaire (thermorésistance, antibiorésistance...) et 1’acquisition des
parameétres de référence.

L’objectif principal de cette thése a été d’affiner un mod¢le d’évaluation quantitative du risque
de Campylobacter liés a la consommation du doéner kebab pour évaluer le risque potentiel associé a
ce germe qu’encourt la population de la ville de Tlemcen en consommant ce produit, sachant que le
nombre de fast-foods servant ce produit a augmenté de maniére significative ces dernieres années
rendant leur contréle tres difficile. Toutes les étapes de fabrication du déner kebab ont été prise en
considération jusqu’a la mise a la consommation. Les processus modélisés sont la concentration
initiale de Campylobacter dans la viande de poulet, le changement par la marinade et les transferts
par les contaminations croisées. La modélisation de la variabilité des unités entre les poids des poulets
désossés utilisés pour la préparation du doner kebab et les concentrations de Campylobacter. La
modélisation de la variabilit¢ de 1’effet de congélation du doner kebab sur la concentration des
Campylobacter. Le principal défi était de decrire et d'inclure la variabilité des profils temps-
température et leur impact sur la variabilité de la destruction thermique du fait de I’absence de
données concernant l'inactivation de Campylobacter pendant la cuisson du doner kebab. La
modélisation de la dose ingérée sur un repas de doner kebab consommé. La méthode de simulation
de Monte Carlo a été utilisée, ainsi que des tests de scenarii et une analyse de sensibilité pour
rechercher les facteurs-clés du modéle.

Enfin, un autre modele (plus simple) a été construit, basé directement sur les données obtenues

a partir des portions de doner kebab « prétes a manger » pour valider le modéle QMRA décrit.
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La démarche suivie s’articule donc autour des axes suivants : La présentation des viandes de
volailles, du doner kebab et la déemarche & suivre pour établir une évaluation des risques
microbiologiques liée a la consommation du doner kebab. Aprés 1’expérimentation, les résultats de
cette étude seront discutés et ouvriront la voie a des perspectives, des recommandations et des études

ultérieures.
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I. La viande de volaille

Le mot viande vient du latin « vivanda » qui signifie « ce qui sert a la vie » puisque les
protéines qu’elle fournit sont indispensables pour tout organisme vivant (Dumont et Valin,
1982). Symbole de force et de vie, la viande a longtemps fait partie des aliments les plus
recherchés (Duchéne et al., 2010). Selon l'organisation mondiale de la santé animale, la viande
désigne toutes les parties comestibles d'un animal (OIE, 2021) et le Codex Alimentarius la
définit comme étant toutes les parties d’un animal qui sont destinées a la consommation
humaine ou ont été jugées saines et propres a cette fin (FAO, 2015). 1l existe différents types
de viandes : les viandes blanches (volailles), les viandes rouges (beeuf, mouton), les viandes
dites noires (cheval) et les viandes roses (porc) (OMS, 2016).

Les volailles désignent tous les oiseaux élevés ou détenus en captivité a des fins de
production de tout produit animal commercial ou pour la reproduction a cette fin (OIE, 2021).
La viande de volaille fait partie des denrées d’origine animale les plus largement consommeées
a I’échelle de la plancte, quelles que soient les cultures, les traditions et les religions. Elle
constitue la principale source mondiale de protéines animales (OCDE/FAOQ, 2021).

En 2019, les poulets représentent 90 % de la production mondiale de viande de volaille,
viennent ensuite les dindons avec 5 %, les canards avec 4 % et les oies et les pintades avec 1%.
Le reste provient d'autres espéces de volaille (OCDE/FAO, 2021).

I.1. Composition et valeur nutritionnelle des viandes de volailles

La viande de volaille est un aliment de grande valeur nutritionnelle par sa richesse en
protéines (20 a 30 %). Elle est classée parmi les viandes peu grasses (3 a 6% de la fraction
lipidique) (Anses, 2019a), contrairement a I’agneau par exemple, dont le taux de graisses peut
atteindre 20 g/100 g de muscle (Brunel et al., 2010). Les viandes de volailles contiennent une
grande variéte d’acides gras, dont la teneur est plus ou moins importante. Elles contiennent plus
de 60 % d’acides gras insaturés avec un rapport oméga 3/oméga 6 de 0,47 chez le poulet (Sales,
1995). Elles sont particuliérement riches en acides palmitique et stéarique ainsi qu’en acides
oléique et linoléique (Brunel et al., 2010). Elle est également une source importante de
minéraux (Fe, K, P, Zn, Se, Cu) et de vitamines, vitamine A, vitamine B1, B6 et notamment la
vitamine B12 antianémique, la riboflavine (B2), le folate (B9), la niacine (B3 ou PP), et I’acide
pantothénique (B5) (OMS, 2016 ; Brunel et al., 2010 ; Geay et al., 2002). Le tableau n°01
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résume la composition moyenne des viandes des principales espéces aviaires. Le tableau n°02

donne la composition nutritive détaillée d’une portion de 100 g de poulet

Tableau n°01. Composition moyenne des viandes des principales espéces aviaires (en %) (d’aprés
Anses, 2019a ; Cidef, 2003)

Espéces aviaires Humidité Protéines Lipides Matiéres S | collagéne

Escalope sans peau 73-75 23-24 0,9-2 0,8-1,2 1,5-2,5
Poulet Cuisse sans peau 71-74 18-20 3-5 0,8-01 05-08
Peau 35-40 09-12 26,9 0,4-0,6 47-56
Escalope sans peau 73-75 24-25 0,5-01 08-1,4 1,5-2,5
Dinde Cuisse sans peau 72-75 20-22 02-03 0,8-14 4,5-7,6
Peau 34-44 09-13 34 0.4-0,6 47-66

Escalope sans peau 73-75 20-22 1,5-2,5 1,3-1,5 4,5
Nt d ¢ Cuisse sans peau 73-75 20-21 4,5-5,5 1,3-15 16-17

Barbarie

Peau 19-24 6-8 70-75 0,4-0,7 45-65

Tableau n°02. Valeurs nutritionnelles pour 100 g de poulet (Anses, 2019a).

Constituants Unité | Teneur moyenne
Energie Kcal 124
Eau g 73
Proteines g 22,2
Glucides g 0
Lipides g 3,93
AG saturés g 1,01
AG mono insaturés g 1,34
AG polyinsaturés g 0,85
Cholestérol mg 71
Sodium mg 51
Magnésium mg 26
Phosphore mg 480
Potassium mg 287
Calcium mg 13,7
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Manganése mg 0,02
Fer total mg 0,74
Cuivre mg 0,04
Zinc mg 0,86
Sélénium ug 25
lode mg 5
Rétinol mg 4,67
Activité vitaminique E (en eq.a mg 0,28
tocopherol)
Vitamine C mg 17
Vitamine B1 (Thiamine) mg 0,15
Vitamine B2 (Riboflavine) mg 0,09
Vitamine B3 (PP ou Niacine) mg 10,7
Vitamine B5 (Acide pantothenique) mg 1,36
Vitamine B6 (Pyridoxine) mg 0,54
Vitamine B9 ( Folates totaux) Hg 8
Vitamine B12 (Cobalamines) Hg 0,35

1.2. Aspects microbiologiques de la viande de poulet

La qualité organoleptique de la viande de poulet de chair dépend essentiellement de sa
couleur, de son godt et de sa tendreté (voir tableau n°03), cependant la viande de poulet doit
étre avant tout un produit sain ¢’est-a-dire exempt de germes dangereux pour la santé humaine.
Il importe donc d’en vérifier la qualité hygiénique pour prévenir tout risque pour la santé
humaine (cardinale et al., 2000). Les problémes sanitaires sont liés principalement aux germes
pathogenes intestinaux (Guiraud, 2003) et les zoonoses les plus rencontrées chez les volailles
sont les campylobactériose et les salmonelloses (EFSA, 2020). En effet, les volailles et les
produits dérivés peuvent contenir des germes issus de la flore originelle de 1’animal (EFSA,
2020 ; Kaakouch et al, 2015 ; Ganiere, 2010).

Dans les animaux entiers, la dégradation microbienne débute par la zone intestinale et
se diffuse ensuite au reste de la chair. Elle est le fait des germes psychrophiles comme
Pseudomonas Brochotrix, Micrococcus, etc.., qui produisent une viscosité, une pigmentation

indésirable et des odeurs désagréables (Guiraud, 2003).
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Tableau n°03. Principaux facteurs de la qualité de la viande et des produits de viande (d’aprés Fraysse
et Darre, 1990).

Facteurs
Sensoriels Nutritifs Hygieniques et Technologiques
Toxicologiques
Couleur Protéines Microorganismes Structure
Flaveur Peptides Toxines Texture
Godt Acides aminés Activité de I’eau Consistance
Tendreté Graisses Potentiel Redox Viscosité
Jutosité Acides gras Additifs Teneur en eau
pH Minéraux Résidus pH
Teneur en graisses Digestibilité Contaminations

1.3. Marché mondial des viandes de volaille

En 2019, la viande de volaille représentait environ 39 % de la production mondiale de
viande. Pour répondre a la demande croissante, la production de viande de volaille mondiale
est passée de 9 a 132 millions de tonnes entre 1961 et 2019. Les perspectives agricoles de la
FAO et de ’OCDE montrent que 1’on peut s’attendre a une progression de la production de
volailles de 2,3 % par an de 2019 a 2023 (134,5 MT prévues en 2023), principalement afin de
répondre a 1’évolution des préférences alimentaires. Tandis que la production de toutes viandes

confondues augmenterait seulement de 1,6 % par an (OCDE/FAOQ, 2014) (voir tableau n°04).

Les américains sont les plus grands consommateurs de viande de volaille avec 49,8 kg
par habitant et par an. La consommation dans I'Union Européenne (UE) a atteint 23.4 kg par
habitant et par an. (Faostat, 2015) (voir tableau n°05). Les principaux exportateurs mondiaux
de viande de poulet sont le Brésil et les Etats-Unis tandis que les principaux importateurs sont
Hong Kong et la Chine (Faostat, 2015).



Syntheése bibliographique |G

Tableau n°04. Projections de la viande de volaille : Production et échanges (OCDE/FAOQ, 2014).

PRODUCTION IMPORTATIONS EXPORTATIONS
(kt pac) (kt pac) (kt pac)
Moyenne Moyenne Moyenne
2011- 2023 2011- 2023 2011-13est 2023
13est 13est
MONDE 106 164 134511 12 101 15 859 12 244 16 026
PAYS DEVELOPPES 43 700 52 423 3053 3415 5427 7331
AMERIQUE DU NORD 20 905 25 861 303 333 3797 5043
Canada 1210 1392 246 274 179 209
Etats-Unis 19 695 24 469 57 59 3618 4834
EUROPE 17 839 20 821 1574 1329 1554 2 206
Union européenne 12 608 13873 841 850 1320 1667
Féderation de Russie 3544 4 657 466 255 35 178
Ukraine 1040 1437 87 26 90 226
A A 1209 1567 0 0 45 57
Australie 1041 1357 0 0 45 57
Nouvelle-Zélande 168 210 0 0 0 0
SLEJ\T/EE(S)II;F"AI\E\;S(I) 3748 4175 1176 1753 31 25
Japon 1418 1436 435 408 7 10
Afrique du Sud 1517 1717 382 855 12 14
PAYS EN DEVELOPPEMENT 62 464 82 088 9048 12 444 6817 8 695
AFRIQUE 3437 4723 1337 2 196 14 4
AFRIQUE DU NORD 2122 2 850 207 360 11 3
Algérie 285 389 3 4 0 0
Egypte 877 1 056 130 214 3 2
AFRIQUE SUB-SAHARIENNE 1316 1873 1130 1836 3 1
éXREARIISéJSE HAINEE 23975 29 895 1673 1893 4328 5570
Argentine 1883 2543 16 12 268 618
Brésil 13 097 15 445 3 3 3 869 4801
ASIE et PACIFIQUE 35 052 47 470 6 038 8 355 2476 3121
Chine (2) 17573 22 385 512 933 481 723
Inde 2 447 4231 0 0 7 4
Arabie saoudite 589 689 807 1292 30 29
Turquie 1679 2 402 489 97 307 439
FF;“,\I i)'-ES WIS A ANEES 2 270 3374 967 1405 1 0
OCDE (3) 42 723 51 469 2979 2 405 5653 7338
BRICS 38 179 48435| 1362 2 046 aa05  ° T2
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1.4. Marché algérien des viandes de volaille

En Algérie, les viandes blanches et particulierement celles du poulet de chair,
concourent & la fourniture des protéines bien que leur consommation soit faible 6.6 kg/hab./an
en 2014 et estimé étre 7.6 kg/hab./an en 2023 (OCDE/FAO, 2014) (voir tableau n°05). Par
ailleurs, d’apres Betraoui (2021), les niveaux de consommations actuelles sont estimeés a 15 kg
par habitant par an.

Tableau n°05. Projections de la viande de volaille : Consommation, par habitant (OCDE/FAO, 2014)

CONSOMMATION Croissance PAR HABITANT Croissance
(kt pac) (%) (1) (kg pad) (5) (%) (1)
S 2023 | 2004-13 201423 W | 2oL
13est

MONDE 106 045 134 341 3.91 2.28 13.2 14.9 2.69 1.24
PAYS DEVELOPPES 41 350 48 508 1.87 1.49 262  29.7 1.39 119
Canada 1277 1456 0.69 1.28 32.2 33.2 -0.41 0.35
Etats-Unis 16 158 19 695 0.28 1.90 44.8 50.1 -0.61 1.12
Union européenne 12 128 13 055 1.69 0.61 21.0 222 1.36 047
Fédération de Russie 3973 4734 591 1.44 244 30.1 6.00 1.78
Australie 996 1300 3.67 2.47 38.0 43.4 1.98 1.24
Japon 1848 1835 1.64 -0.07 12.8 13.0 1.61 0.18
Afrique du Sud 1887 2 558 6.94 3.03 31.7 401 569 242
PAYS EN DEVELOPPEMENT 64 694 85 833 541 2.75 10.0 11.6 3.98 1.54
Afrique 4760 6914 6.61 3.45 4.1 4.6 3.95 0.99
Afrique du nord 2318 3206 5.88 2.98 121 144 427 163
Algérie 287 393 0.98 2.90 6.6 7.6 -0.80 1.42
Egypte 1004 1267 5.53 2.06 10.9 11.8 3.78 0.63
Argentine 1631 1937 8.10 1.38 34.9 38.0 7.16 0.61
Brésil 9231 10 647 4.95 1.34 40.9 43.6 3.97 0.63
Chine (3) 17 604 22 595 4.22 2.69 11.2 13.8 3.57 2.28
Inde 2439 4227 7.79 4.80 1.7 2.7 6.37 3.71
Arabie saoudite 1366 1953 5.89 3.51 425 512 380 199
Turquie 1861 2 060 9.85 211 21.8 21.6 8.40 1.13
Fﬁh}i)LES MOINS AVANCES 3235 4778 7.34 3.75 3.3 3.8 4.94 1.52
OCDE (4) 40 075 46 536 1.58 1.44 27.2 29.9 0.91 0.96
BRICS 35135 44 761 4.96 241 10.3 121 4.01 1.73
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La filiere avicole a connu, depuis 1980, un développement notable, la croissance
démographique et le changement des habitudes d’alimentation qui ont accompagné
I’urbanisation de la société algérienne sont les principaux déterminants de ce développement.
La production avicole en Algérie est faite d’éleveurs privés et d’entreprises publiques
économiques, mais la production de ces derniéres reste insignifiante par rapport a celle des
exploitations privées (92% de la viande) (Alloui et Bennoune, 2013). Selon les statistiques
agricoles publiées par le ministére algérien de I'Agriculture et du Développement rural
(MADR), la production de viande blanche a atteint 1.98 millions de quintaux (Mqt) en 2000.
Selon les derniers chiffres communiqués, la production nationale en viande blanche a connu
une évolution considérable en 2017, atteignant 5.3 Mqt, contre 2.092 Mqt en 2009, soit une
augmentation de 153% (MADR, 2018). L'industrie comprend 20 000 agriculteurs employant

environ 500 000 personnes (Alloui et Bennoune, 2013).

I1. Le Doner Kebab
11.1. Définition et historique du déner kebab

Le doner kebab est un produit carné traditionnel du moyen orient qui, aujourd’hui, est
consommé dans la plupart des régions du monde (Bartholoma et al., 1997 ; Stolle et al.,
1993 ; Todd et al., 1986 ; Bryan et al., 1980).

Le doner kebab est connu sous plusieurs noms. En fonction de 1”'établissement et de
I'nistorique de son installation, les mots désignant le méme type de sandwich varient : Gyro ou
Gyroscope (les grecs), dona-kebab, doner kebab (Turquie), chawarma ou sharwarma (monde
arabe), Sandwich, Souvlaki, grec (France) etc, (Vazgecer et al., 2004 ; Kilic et Richards, 2003a ;
Bartholoma et al., 1997 ; Stolle et al., 1993 ; Todd et al., 1986 ; Bryan et al., 1980).

Dans la production du déner, les viandes d’agneau, de veau, de beeuf ou de volaille,
peuvent étre utilisées et auxquelles plusieurs ingrédients sont ajoutés tels que le sel, les épices,
le poivron, les oignons, les tomates rapees, le jus (ou sauces) de tomate, 1’huile d’olive, le jus
de citron, le vinaigre, le lait (liquide ou en poudre), le yaourt, les ceufs et le jus de raisin et enfin
le sucre blanc (Bingol et al., 2013). Des graisses animales sont déchiquetées puis mélangées
avec les matiéeres d'assaisonnement et moulées pour donner, au Doner, une forme de cone
(Gonulalan et al., 2004). La teneur en matiere grasse du doner kebab est comprise entre 20 et
40%, et le poids d’un cone de doner est géneralement compris entre 10 et 15 kg (Kilic et
Richards, 2003b). Le ddner peut étre servis avec une salade ou des légumes crus en fonction de

la préference des consommateurs (Aygun et al., 2015).
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11.2. Composition chimique du Déner kébab

La teneur en principaux composés chimiques du doner kebab est donnée par le tableau
n°06.

Tableau n°06. Composition chimique du kébab cru et cuit (Kayisoglu, 2003)

pH Humidité (%) | Protéines (%) | Graisses (%0) Sel (%) Cendres(%)

Types de : : : : : :
i cru | cuit | cru | cuit | cru | cuit | cru | cuit | cru | cuit | cru | cuit
oner

Beeuf 5.87 | 5.99 | 61.85 | 48.96 | 18.28 | 25.01 | 16.46 | 15.24 | 1.44 | 250 | 1.98 | 3.65

Poulet |5.86|6.03 | 61.28 | 51.67 | 19.04 | 26.45 | 16.23 | 14.03 | 1.28 | 2.08 | 1.94 | 3.01

11.3. Préparation et cuisson du déner kebab

Généralement, dans la production du kebab, la viande (1 & 6 millimétre d’épaisseur) et
certaines graisses animales sont déchiquetées, le tout est mélangé avec des ingrédients
d'assaisonnement pour la marinade selon les commandes recues par le fabricant (Kayisoglu et
al., 2003) (voir la figure n°01).

Apres la marinade, les morceaux de viande, sont moulés en masse sous forme de céne
autour d'un baton en acier inoxydable (Osalili et al., 2013 ; Ergonil et al., 2012 ; Kayisoglu,
2003). Alors la masse est réfrigérée pour laisser la viande et les grosses particules coller
ensemble (Vazgecer et al., 2004). Le doner est mis alors sur une broche verticale ou il est
lentement tourné afin qu'il puisse uniformément étre cuits en utilisant un élément de chauffage
alimenté au gaz, au charbon de bois, ou électrique, souvent organisées comme une rotisserie
verticale pour cuire la surface, le déner cuit devient alors prét a étre servi (Osaili et al., 2013 ;
Ergondl et al., 2012 ; Moeller et al., 1994; Todd et al., 1986). De fines tranches du céne sont
coupées avec un grand couteau, puis servis enveloppés dans du pain arabe ou pita ou ordinaire
avec de la mayonnaise et d’autres garnitures ou sur un plat (Kilic et Askin, 2009 ; Yuksek et
al., 2009 ; Kayaardi et al., 2006 ; Todd et al., 1986) (voir figure n°01).

Plusieurs procédés de cuisson peuvent étre utilisés. Dans le procédé continu, les doners
sont cuits dans un chauffe-tunnel continu a 220°C jusqu'a ce que la température des tranches

prises de la masse atteigne 90°C (Ergondil et al., 2012).
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Le processus traditionnel, les doners sont cuits a 300°C sur le grill orienté verticalement
jusqu'a ce que la température des tranches prises de la masse du doéner atteigne 90°C (Ergonul
etal., 2012). A cause de la contamination croisée, et la diffusion insuffisante de la température

de cuisson, ce processus est considéré comme I'un des facteurs les plus importants qui contribue

aux toxi-infections alimentaires.

. * 3-Faconner en cone

* 4-Refrigeration ou congélation

* 5-Cuisson

Figure n°01. Processus de préparation du doner kebab
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11.4. Aspects hygiéniques et risques microbiologiques liés a la consommation du
Kebab

Les bactéries sont responsables de la plupart des intoxications et des infections d'origine

alimentaire liées a la consommation du kebab.
11.4.1. La flore mésophile aérobie totale (FMAT)

Cette flore indique le degré de contamination bactérienne globale, ¢’est un indicateur
important pour déterminer la qualité microbiologique des produits de la viande cuite (Aygun et
al., 2015). La flore mésophile totale est en relation étroite avec les bonnes pratiques de
fabrication et de salubrité du produit et le dénombrement reste la meilleure méthode
d’appréciation de la qualité microbiologique d’un aliment (Bourgeois et Leveau, 1980). Le
tableau n°07 résume les principaux agents causaux des toxi-infections alimentaires, leurs durées
d'incubation et leurs symptomes.

11.4.2. Staphylocoques

Staphylococcus aureus : cocci a Gram-positif, il mesure de 0,5 a 1 um de diamétre, ne
sporule pas, est immobile, aéro-anaerobie facultatif et possede une catalase et une coagulase. S.
aureus, espéce type du genre Staphylococcus, parfois appelée staphylocoque doré, produit de
nombreuses toxines dont les SE (Staphylococcal Enterotoxins) (Anses, 2011a). Plusieurs études
ont révélé une prévalence élevée de souches de S. aureus dans les viandes de poulets
commercialisées (Neyaz et al., 2020 ; Buzon-Duran et al., 2017 ; Aycicek et al., 2005).
L’incidence a été aussi élevé dans le doner kebab (Nimri et al., 2014 ; Baumgartner et al., 2011).
S. aureus est l'un des agents pathogénes qui causent une intoxication alimentaire aigué. Ce
germe peut étre détruit a une température de 60°C a 30 minutes, car il est thermosensible, mais
les entérotoxines thermostables produits pendant toutes les phases de croissance, en particulier
au milieu et a la fin de la phase exponentielle (Aycicek et al., 2005). La production de toxines
se produise lorsque S. aureus atteint environ 10° ufc/g ou plus (Dupre et al., 2019 ; Bergdoll,
1989). L’entérotoxine staphylococcique est tres résistante a la chaleur (Savariraj et al., 2020 ;
Schelin et al., 2011 ; ICMSF, 1996).

11.4.3. Clostridium botulinum

Clostridium botulinum, bactérie a Gram positif, formant des spores, anaérobie et produit
une neurotoxine trés puissante. La toxine botulique est a ce jour considérée comme le poison le

plus puissant (Anses, 2019b). Il existe sept types de toxine botulique, mais seulement les types
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A, B, E et F causent la maladie chez les humains (Smith, 2005). La toxine botulique A est la
plus active. La dose létale chez un homme adulte est estimée a 100ng—1pg par voie parentérale
et 70ug par voie orale (1pg par kg de poids corporel) (Anses, 2019b). En général, I'ingestion
unique de quelques grammes d'aliment contenant de la toxine botulique est suffisante pour
déclencher un botulisme (Anses, 2019b). Selon Lund et Peck (2000), la consommation de 0,1
g d’aliment contaminé par C. botulinum, peut entrainer la maladie. Les aliments les plus souvent
impliqués dans les foyers de botulisme sont des conserves tels que les produits & base de viande
de poulet mis sous emballage (Food Standards Agency, 2008), et les produits de fabrication
artisanale. Le botulisme d'origine alimentaire est causé par C. botulinum protéolytique et non
protéolytique, les deux types sont physiologiquement et génétiquement distincts. C. botulinum
protéolytique est une bactérie mésophile qui produit des spores résistantes a la chaleur, alors
que les non-protéolytique sont des psychrotrophes et produisent des spores modérément

résistantes a la chaleur (Membré et al., 2015).
11.4.4. Clostridium perfringens

Clostridium perfringens est un agent de toxi-infections alimentaires, principalement
observées en restauration collective. La bactérie se présente sous forme de bacilles larges (1 a
1,5 um de diamétre), immobiles, extrémités carrées, a coloration Gram positif, produit des
spores et posséde un métabolisme anaérobie strict, mais est aérotolérante (Anses, 2017). C.
perfringens produit et secrete de nombreuses toxines et enzymes hydrolytiques dont
’entérotoxine, responsable de I’intoxication alimentaire, qui contrairement aux autres toxines
de C. perfringens n’est synthétisée qu’au cours de la sporulation (Barbara et al. 1999). Selon
les principales toxines produites, les souches de C. perfringens sont habituellement classées en
cing toxinotypes (A, B, C, D et E), le groupe A est le plus associé aux toxi-infections
alimentaires (McClane, 2007). C. perfringens est généralement associée a des aliments cuits
dont de grandes quantités sont préparées a température ambiante ou refroidies trop lentement
apres la cuisson (Vazgecer et al., 2004 ; Bean et Griffin, 1990). Les risques concernent
essentiellement les préparations a base de viande (Anses, 2017). Le kebab est d'un intérét
particulier, ou des grandes quantités de viande sont manipulés (Atwa et Abou EI-Roos 2011 ;
Peck et al. 2004 ; Gordon et al, 1995). Les spores de C. perfringens présentent une forte
résistance a divers stress environnementaux tels que: la congélation, la chaleur humide et la
haute pression hydrostatique (Perez-Lamela and Torres 2008 ; Paredes-Sabja et al. 2007).
L’intervalle de température de croissance de C. perfringens est de 15- 52°C, avec une croissance
trés rapide a des températures comprises entre 43°C et 47°C (EIKadri et al., 2020 ; FSA, 2013).
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11.4.5. Salmonella spp.

La volaille est un important réservoir de salmonelles (EFSA, 2010a ; FAO/WHO, 2003).
Elle est considérée comme une source principale de salmonellose humaine (Capita et al., 2007 ;
EFSA, 2010a; Mgller et al., 2015 ; EFSA, 2020). Salmonella est I'une des causes les plus
courantes de maladie d'origine alimentaire chez les humains (Cardinale et al., 2005 ; EFSA,
2010a ; EFSA, 2020). Cette bactérie est résistante a la congélation et au séchage, mais elle est
relativement sensible a la chaleur, elle peut étre détruite a 60°C pendant 15 a 20 minutes, et
également aux pH inferieurs a 4 (Forsythe, 2010 ; DeJong et al., 2012). Salmonella peut

contaminer les produits préts a la consommation des fagons suivantes :

o Si le traitement n’est pas suffisant pour éliminer la bactérie

e La contamination croisée : Contamination a partir d'ingrédients ajoutés apres le
traitement d’assainissement (Iégumes crus, herbes fraiches, ceufs, épices, sauces, etc..)

e Laviande et la volaille crue peut contaminer les produits finis par des voies directes ou
indirectes, contamination des surfaces, des équipements et les manipulateurs d'aliments
(Luber, 2009).

11.4.6. Campylobacter spp.

Les infections a Campylobacter sont parmi les causes les plus fréquentes de I'infection
entérique bactérienne chez I'homme (EFSA, 2020 ; FSA, 2015 ; EFSA, 2010b ; FAO/WHO,
2009 ; Humphrey et al., 2007 ; Snelling et al., 2005). Campylobacter produit a la fois des
syndromes diarrhéiques de type dysentérique et des syndromes systémiques (NSW/FA, 2012 ;
Phillips, 1998). Les espéces les plus importantes responsables d'infections d'origine alimentaire
chez les humains sont Campylobacter jejuni et Campylobacter coli, qui sont a la fois sensibles
aux conditions de stress (EFSA, 2010a ; FAO/WHO, 2009), sensibles au chauffage
(pasteurisation/cuisson) (Omurtag et al., 2013 ; Zhao et al., 2003 ; Chan et al., 2001), au
séchage, aux désinfectants et a I’irradiation (EFSA, 2010b). Les Campylobacter sont des
microaérophiles, en présence d'O2, elles meurent rapidement (EFSA, 2010b). Le vide ou
I'emballage conditionné semble avoir peu d'effet sur leur survie (Dogan et al., 2019 ; Engel et
al., 2001). La consommation de viandes de volailles contaminées et insuffisamment cuites est
un facteur de risque nettement mis en évidence dans les enquétes (Anses, 2020a ; Habib et al.,
2020). De méme, les contaminations croisées lors de la manipulation de carcasses de volailles

non cuites apparaissent comme des facteurs de risque (Khalid et al., 2020 ; Luber, 2009). Pour
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ce qui concerne les toxi-infections alimentaires collectives liées a Campylobacter, les produits
a base de viandes de poulet insuffisamment cuites, comme le doner kebab sont souvent

incriminés (Omurtag et al., 2013).
11.4.7. Listeria monocytogenes

L. monocytogenes est un agent pathogene opportuniste, qui est couramment présent dans
I'environnement et peut étre isolé a partir de viandes et produits carnés, en particulier des
produits préts a consommer a base de viande (ECDC et EFSA, 2019 ; Mejlholm et al., 2010 ;
Uyttendaele et al., 2004). C’est une bactérie a Gram positif, anaérobies facultative,
psychrotrophe et peut croitre et se multiplier dans un large éventail de conditions (Farber et al,
2021 ; Russell et al., 1999). Ce germe peut survivre et croitre & la fois dans des conditions
anaérobies et aérobies, dans une large gamme de températures (de 1,5°C a 45°C), de pH (4,0 a
9,6) et d'activité de 1'eau (> 0,92). Il peut méme survivre a une concentration en sel assez élevée
(jusqu'a 13% en poids) (Forauer et al., 2021 ; Zhang et al., 2021 ; Giaouris et Simoes, 2018). L.
monocytogenes reste une menace sérieuse pour la santé humaine (Lecuit, 2020 ; Guenther et
al., 2009). La probabilité de développer une listériose invasive lors de I'ingestion d'une cellule
de L. monocytogenes par un individu de la population générale est 8.102, et 3.10° pour la
catégorie de la population la plus sensible. La probabilité de listériose est 100 fois plus élevée

avec les souches les plus virulentes (Anses, 2020b).
11.4.8. Escherichia coli

Certaines souches d’Escherichia coli sont pathogenes. Le sérotype E. coli O175: H7 est
reconnu mondialement comme un agent pathogéne d'origine alimentaire en particulier chez les
enfants et les personnes agées (Sharma et al., 2008 ; Hussein, 2007; Engel et al., 2001). E. coli
0157: H7 a été isolé surtout des aliments non traités comme les viandes crues ou mal cuites.
Les produits de volaille ont également été cités comme source potentielle de contamination par
ce germe (Koohmaraie et al., 2005). E. coli O157: H7 est vérotoxinogene (VTEC), ou
producteur de la Shiga-like toxine (STEC) (Gyles, 1992). L'infection peut entrainer des
symptdbmes graves chez les humains, y compris la colite hémorragique, le syndrome
hémolytique et urémique ou un purpura thrombocytopénique et dans certains cas, la mort,
faisant de cet agent pathogéne une préoccupation importante de santé publique (Messelhausser
et al., 2007 ; Banatvala et al., 2001, Willshaw et al., 2001).
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E. coli peut survivre a des températures basses et dans des conditions acides, ce qui rend

difficile son éradication (Bhardwaj et al., 2021). La DI50 (dose provoquant la maladie chez

50% des personnes exposees) pour le SHU (Syndrome hémolytique et urémique) a été estimée

a 500 bactéries pour les enfants de moins de 5 ans, a 3000 bactéries pour les enfants de 6 a 10

ans, & 20000 pour les enfants de 11 & 15 ans, et a environ 10° pour les adultes (Anses, 2019c).

Tableau n°07. Principaux agents causaux des toxi-infections alimentaires, leurs durée d'incubation et

leurs symptomes (Denayer et al. 2014).

Germes Durée Symptomes
d’incubation ymp
Nausées suivies de vomissements, caractéristiques
incoercibles, (vomissements en fusées), douleurs
; abdominales, diarrhées, vertiges, frissons, faiblesse
30min-8h o X j .
Staphylocoques générale parfois accompagnée d’une figvre

(3 h en moyenne)

modérée.

Complication : La mortalité reste exceptionnelle
(taux de mortalité : 0,02 %),

Clostridium botulinum

5h-8jours
12 - 48 h le plus
souvent

Troubles digestifs (vomissements, diarrhees),
paralysie des muscles de I'accommodation : vision
floue, diplopie, mydriase (70-100%).
Complications :

Déces par insuffisance respiratoire
(létalité : 0 - 5% en France,
jusqu’a 25% selon la prise en charge médicale)

Clostridium perfringes

9-15h

Diarrhée non fébrile

E. coli

3-4 jours
(variable de
2212 jours)

Diarrhée hémorragique, Syndrome hémolytique et
urémique (SHU) dans 5 a 8 % des cas. Micro-
angiopathie thrombotique (MAT) (létalité chez les
personnes agées : 50 %). Complications
neurologiques graves pouvant apparaitre dans 25
% des cas de SHU. Insuffisance rénale chronique
chez 50 % des survivants du SHU

Salmonella spp.

6ha72h
(en général 24h)

Diarrhée, fievre élevée, frissons, céphalée,
crampes abdominales, vomissements.
Les symptomes durent 2 a 3 jours, parfois plus
longtemps

Campylobacter jejuni
Campylobacter coli

1ab5jours

Crampes d'estomac, diarrhée abondante et aqueuse
(parfois sanguinolente), douleurs musculaires,
cephalée, fiévre, nausées. Durée : 7 & 10 jours

Listeria monocytogenes

6hadj
médiane : 24 h

Fievre, nausées, vomissements, diarrhées,
bactériémies : rares (2-10 %), formes non
maternonéonatales, formes maternonéonatales
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I11. Procédés de conservation du doner kebab
I11.1. Utilisation du froid

La conservation du doner kebab par le froid reste la technique la plus répandue. Les
basses températures retardent le développement des microorganismes et les réactions chimiques
et enzymatiques qui entrainent la détérioration de 1’aliment. Les enzymes et les réactions
chimiques sont considérablement ralenties a des températures inférieures a 5°C alors que la
majorité des microorganismes sont encore capables d’avoir une activité métabolique a des
températures allant jusqu’a -5°C. On distingue deux procédés de conservation par le froid : la

réfrigération et la congélation (Jeantet, 2006).
I111.1.1. La réfrigération

La réfrigération consiste a entreposer les aliments a une basse température, proche du
point de congélation mais toujours positive par rapport a celle-ci. A ces températures, la vitesse
de développement des MO contenus dans ces aliments est ralentie (Jeantet, 2006). Elle est
utilisée pour la conservation des aliments périssable comme les viandes et les produits carnés a
court et moyen terme (quelques jours a plusieurs semaines) (Sampers et al., 2008 ; Bhaduri et
Cottrell, 2004).

111.1.2. La congélation

La congélation consiste a entreposer les aliments a des températures inférieures au point
de congélation, généralement -18°C. Utilisée pour la conservation des aliments a long terme (4
a 24 mois). Pendant la congélation, I’activité métabolique de la plupart des germes pathogenes
et d’altérations est inhibée. Cependant les réactions d’altérations chimiques ne sont pas arrétées
compleétement. Les plus importantes de ces réactions sont 1’oxydation enzymatique des lipides,
I’hydrolyse des glucides et de la lipolyse. Pour y remédier, les industriels procedent
généralement a un blanchiment des produits avant leur congélation (Sampers et al., 2008 ;
Jeantet, 2006 ; Bhaduri et Cottrell, 2004).

111.2. Méthodes chimiques de conservation
111.2.1. Utilisation des acides organiques

Depuis longtemps, les acides organiques sont utilisés pour combattre les bactéries dans

les établissements de conditionnement de viande (Hinton et al., 1985). L’efficacité de I’acide



Synthése bibliographique

lactique sur la décontamination des carcasses de volailles notamment le genre Pseudomonas ou
par la flore aérobie mésophile est démontrée (réduction de 0.5 a 1 Log). Cette décontamination
peut permettre d’espérer un gain de durée de vie du produit de 1 a 2 jours, en termes de
commercialisation (Bourgeois et Larpent, 1996). Les acides citrique, formique et propionigque
sont parfois utilisés dans les entreprises de conditionnement des viandes et des volailles, ainsi

que dans les étables et les porcheries (Birk et al., 2010 ; Hinton et al., 1985).

L’efficacité antimicrobienne des acides organiques peut étre classée selon 1’ordre
décroissant suivant : acide acétique, lactique, citrique (Sorrells, 1989). Rosso (1995) a lié I’effet
inhibiteur des acides organiques a leur pKa : plus le pKa de 1’acide est élevé, plus 1’acide est
inhibiteur. Dans les aliments, les acides faibles sont majoritairement sous forme dissociée. C’est
la forme non dissociée qui a un effet antibactérien : non chargée, elle pénétre dans la cellule
bactérienne, puis se dissocie. Elle entraine alors une baisse du pH intracellulaire, conduisant a
un déreglement de la pompe a protons, productrice d’énergie sous forme d’ATP. Privée
d’¢énergie, la bactérie ne peut plus assurer les fonctions indispensables & sa survie et meurt

(Bourgeois et Larpent, 1996).
111.2.2. Utilisation du phosphate trisodique : le procédé AVGARD™

La société Rhone-Poulenc a développé et breveté (Brosky et Bender, 1991 ; Bender et
Brotsky, 1992), un processus commercialisé sous les noms de marque AVGARD™ et Assur-
Rinse™, & utiliser dans le cadre d'un programme (HACCP) visant & améliorer la qualité
microbiologique de la viande de volaille mise a la disposition du consommateur (Coppen et al.,
1998). Ce procédé vise a appliquer L'orthophosphate trisodique (NasPOs) (TSP) sous forme
d’une solution aqueuse sur des carcasses de volaille éviscérées, avant refroidissement a l'air ou
a l'eau, réduisant considérablement I'incidence de Salmonella, ainsi que la contamination par
les entérobactéries, les pseudomonas et les coliformes. Il est tres efficace contre la
contamination par les bactéries & Gram négative en général (Salvat et al.,1994). L’étape la plus
appropriée est I'échaudage, une température de 50°C améliore nettement I'activité, en particulier
contre Campylobacter, qui ne semble pas affecté par le TSP a des températures plus basses
(Salvat et al.,1997). Par contre, son efficacité est beaucoup plus faible, vis-a-vis Listeria
monocytogenes (Dickson et al., 1994; Somers et al., 1994) ce qui pourrait étre attribuée a
I’action mineure des TSP sur les bactéries & Gram positif (Coppen et al., 1998 ; Salvat et
al.,1997). Néanmoins, l'activité du processus est suffisamment efficace (réduction de 2 log des

bactéries & Gram négatives) pour pouvoir la considérer comme utile a 1’échelle industriel.
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Au vu de son efficacité et de I'absence de toxicité pour le consommateur, le TSP a eté
autorisé pour la décontamination des carcasses de volailles aux USA, en 1992 (Greene et
Mofett, 1992), ainsi qu'en France et au Royaume-Uni depuis 1994 (Salvat et al.,1997). Ces
traitements de décontamination représentent un eélément complémentaire intéressant pour la
maitrise de la qualité microbiologique lors de la mise en place et du fonctionnement des
systemes d'assurance qualité (Salvat et al., 1994). La conservation de la viande traitée n’est pas

infinie, cependant la durée de vie pourrait étre allongée (Bourgeois et Larpent, 1996).
111.2.3. Conservation par les huiles essentielles

De nos jours, I’intérét pour les produits naturels comme des agents antimicrobiens a
considérablement augmenté en raison de 1’abus d’utilisation des antibiotiques et I’émergence
des agents pathogénes multi-résistants. Les épices représentent un bon exemple de ces produits
naturels. Ils sont riches en composés chimiques bioactifs et elles ont été utilisées par plusieurs
cultures pendant des siécles comme assaisonnement, conservateurs, insecticide, colorants et
ardbmes naturels (De La Torre Torres et al., 2015, Gupta et al., 2014). Beaucoup d'épices sont
utilisées pour prolonger la durée de conservation des aliments, prévenir la détérioration des
aliments et les maladies d'origine alimentaire. Certaines épices sont utilisées dans 1’industrie de
la production alimentaire et aussi pour inhiber les maladies infectieuses et éradiquer les agents
pathogenes, en particulier en médecine traditionnelle (Lin et al., 2017). L’efficacité
antibactérienne de certaines épices a été prouvée scientifiguement, a titre d'exemple de ces
épices; graine noire (Nigella sativa), (Abdallah et al., 2017) bulbe dail (Allium sativum),
(Rahman et al., 2006) oignon (Allium cepa), (Kim, 1997) thym (Thymus vulgaris) et le girofle
(Syzygium aromaticum), (Nzeako et al., 2006) 1’écorce de cannelle (Cinnamomum verum),
(Julianti et al., 2017) origan (Origanum vulgare), (Saeed et Tarig, 2009) cumin (Cuminum
cyminum) (Allahghadri et al., 2010) et d’autres. Les huiles essentielles des plantes aromatiques
se sont avérées étre parmi les meilleurs types de conservateurs alternatifs dans les produits a
base de viande (Lee et al., 2011). Ces huiles essentielles ont montré une remarquable activité
antioxydante, antimicrobienne et antifongique dans les produits carnés. L'activité antioxydante
de ces huiles est principalement attribuée a leurs constituants phénoliques, tels que le carvacrol,
I'eugénol et le thymol (Gupta et al., 2014). Outre les méthodes traditionnelles d'adjonction des
huiles essentielles, soit directement dans I'alimentation des animaux de la viande, soit en tant
qu'additifs lors de la fabrication de produits a base de viande, améliore la qualité sensorielle de

la viande et des produits a base de viande (De La Torre Torres et al., 2015).
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L’activité antimicrobienne de ces produits naturels a été montrée in vitro par de
nombreuses études, principalement contre des bactéries pathogenes telles que Clostridium
perfringens, E. coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes
et Yersinia enterocolotica (De La Torre Torres et al., 2015). Il semble que les huiles essentielles
sont plus efficaces sur les bactéries a Gram positif que sur les Grams négatif. Ceci est dd
probablement & la présence des lipopolysaccharides dans la structure de la membrane des

bactéries a Gram négatif qui génent la pénétration des huiles essentielles (Lee et al., 2011).
111.3. Méthodes physiques de conservation
111.3.1. Les traitements thermiques

La cuisson reste 1’arme absolue de maitrise de la plupart des contaminations
microbiennes a condition de vérifier la validité des baremes temps/température (Bourgeois et
Larpent, 1996). Le traitement thermique est utilisé comme méthode principale pour la
stérilisation des aliments, pour détruire ou éliminer les agents pathogenes par I'application de
températures élevéees. Cependant, certaines bactéries, des toxines ou des spores peuvent résister
a un traitement thermique méme sévére (Omurtag et al., 2013 ; Juneja et al., 2001). La
destruction thermique des agents pathogenes est un processus dépendant de la température et
de la durée de traitement. On définit ainsi une valeur D (temps de réduction décimale), qui est
le temps nécessaire a une température donnée pour détruire 90% des organismes présents (EI
Kadri et al., 2020 ; Osaili et al., 2013 ; Couvert et al., 2005). Cette approche a servi l'industrie
alimentaire depuis plus de 50 ans. Elle est a la base de procédés thermiques les plus utilisés
dans les IAA (Jackson et al., 1996).

Le traitement thermique est un point de contrdle critique capitale dans les systemes
HACCP, joue un role majeur dans la prévention contre les intoxications causées par les viandes
et les produits a base de viande (Griffis et Osaili, 2009). Beaucoup d’études ont indiqué que
I'efficacité de l'inactivation thermique des agents pathogénes dans les viandes, notamment dans
le doner kebab, est affectée par la souche examinée, sa préexposition au stress et la composition
du produit (Osaili et al., 2013 ; Wesche et al., 2005 ; Murphy et al., 2004 ; Juneja et al., 2001).

111.3.2. lonisation

L'ionisation s'est avérée étre une technologie prometteuse qui est un moyen sdr et non
toxique d'éliminer la poussiere et les agents pathogenes de I'air (Arnold et Mitchell, 2002). Par

exemple, il a été démontré que I'approche du systéme de charge d'espace électrostatique (ESCS)
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réduit la charge en Salmonella enteritidis de 95 % dans les salles de pondeuses en cage. Aussi,
de réduire la transmission aerienne de 98 % dans les chambres & environnement contrélé (Holt
et al., 1999). Le mécanisme par lequel ces réductions ont été obtenues a été attribué
principalement a la réduction des niveaux de poussiére en suspension dans l'air (Arnold et
Mitchell, 2002). La plupart des bactéries en suspension dans l'air sont attachées aux particules
de poussiére (Al-Dagal, 1990). Le processus par lequel 'ESCS dans les zones avicoles peut
éliminer les micro-organismes polluants de I'air consiste a charger des particules en suspension
dans l'air et a les collecter sur des plaques collectrices spéeciales mises a la terre ou sur les murs
(Mitchell et al., 2000). L'ionisation de I'air peut tuer les micro-organismes en suspension dans
I'air et en surface. L'effet potentiel des ions pour détruire les micro-organismes a été suggére
dans de nombreuses études (Arnold et Mitchell, 2002).

Son efficacité permet d’envisager la conservation des carcasses de volailles sous film
perméable pendant au moins 21 jours (Colin et al., 1989). L'utilisation de I'ionisation, est
harmonisée dans I'Union Européenne : la directive 1999/2 précise les conditions de traitement
et la directive 1999/3 liste les aliments qui peuvent étre traités par ionisation. La mention
relative au traitement par ionisation « traité par rayonnements ionisants » ou « traité par
ionisation » doit figurer sur I'emballage ou le conditionnement ainsi que sur les documents
d'accompagnement des denrées alimentaires ionisées, ou qui contiennent des ingrédients

ionisés.

IV. Systeme de management de la sécurité sanitaire du déner Kebab

Selon I’article 6 de la loi n°09-03 du 25 février 2009 relative a la protection du
consommateur a la répression des fraudes (JO n°15 du 08/03/2009), tout intervenant dans le
processus de mise a la consommation des denrées alimentaires doit veiller au respect des
conditions de salubrité et d’hygiene des personnels, des lieux et locaux de fabrication ou de
stockage ainsi que des moyens de transport de ces denrées et s’assurer qu’elles ne peuvent pas

étre altérées par des agents biologiques, chimiques ou physiques.

En application de la loi n°09-03, le DE N° 17-140 du 11 avril 2017 a été promulgué. Il
a pour objet de fixer les conditions d’hygiéne et de salubrité lors du processus de mise a la
consommation des denrées alimentaires destinées a la consommation humaine et ses
dispositions s’appliquent a toutes les étapes du processus de mise a la consommation des

denrées alimentaires englobant la production, lI'importation, la fabrication, le traitement, la
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transformation, le stockage, le transport et la distribution au stade de gros et de détail, depuis la

production primaire jusqu’au consommateur final.

L’article 4 de ce décret stipule qu’a toutes les étapes I’intervenant doit veiller au respect
des regles générales d’hygiéne et aux exigences spécifiques prévues par la législation et la
réglementation en vigueur et a ce que les denrées alimentaires soient protégées contre toute
source de contamination ou altération susceptibles de les rendre impropres a la consommation

humaine.

L’article 5 exige que les établissements doivent mettre en place des procédures en vue
de s’assurer de la salubrité et de la sécurité des denrées alimentaires permanentes fondées sur

les principes du systéme « HACCP ».

Le DE 10-90 du 10/03/2010 complétant le DE 04-82 du 18/03/2004 fixant les conditions
et modalités d’agrément sanitaire des établissements dont I’activité est liée aux animaux,
produits animaux et d’origine animale ainsi que de leur transport. a pour objet de compléter les
dispositions du décret exécutif n° 04-82 du 18 mars 2004, les principales modifications
concernent notamment : le Systeme Hazard Analysis Critical Control Point (HACCP) qui est
I’ensemble des actions et des procédures écrites a mettre en place au niveau des établissements
dont I’activité est liée aux produits animaux et d’origine animale pour évaluer les dangers et
identifier les points critiques qui menacent la salubrité et la sécurité des aliments dans le but de

les maitriser.

Selon le reéglement de la Commission Européenne (CE) sur I’hygiéne des denrées
alimentaires N°852/2004, (UE, 2004), tous les opérateurs du secteur alimentaire doivent mettre
en place un systeme de gestion de la sécurité alimentaire basé sur I'analyse de risque et de

contréle des points critiques (HACCP) tout en ayant une bonne pratique hygiéne (BPH).

IV.1. Outils de management de la sécurité sanitaire destinés aux professionnels
IV.1.1. Les Bonnes pratiques d’hygiéne

En régle genérale, les bonnes pratiques d’hygiéne correspondent a une description
qualitative de toutes les pratiques concernant les conditions et les mesures de base nécessaires
pour garantir la sécurité sanitaire et la salubrité des denrées alimentaires. De nombreuses
pratiques reposent sur des expériences et des pratiques empiriques et elles englobent les

opérations de traitement et I’environnement de la production alimentaire (FAO/OMS, 2003).
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Les conditions réglementaires requises de BPH sont en général normatives et décrivent les
exigences liées aux opérations de traitement plut6t que les résultats. Certaines spécifications
quantitatives peuvent apparaitre, comme les niveaux de chlore pour I’eau potable, le nombre de
colonies aérobies pour les surfaces de travail, et les taux acceptables de perte par contamination
visible sur les carcasses réfrigérées. Le Code d’usages international recommandé (Principes
généraux d’hygic¢ne alimentaire) du Codex (FAO, 1999) fournit une base de BPH pour

1’¢laboration de programmes individuels d’hygiéne de la viande.

IV.1.2. HACCP

L’acronyme HACCP correspond a (Hazard Analysis Critical Control Point). En
francais, on le traduit par « analyses des dangers et des points critiques pour leur maitrise » Cet
outil permet de mettre en place un systéme qui vise a lutter et a prévenir les dangers pouvant
nuire a la sécurité du consommateur. Ce systeme est accepté internationalement comme le
systeme de choix pour la gestion de la sécurité alimentaire pour réduire la prévalence de
maladies d'origine alimentaire (Bas et al., 2007) en identifiant les risques tout au long du
processus de production et d'établir des mesures préventives (Featherstone, 2015 ; Garayoa et

al., 2011). Selon le Codex alimentarius, le systeme HACCP repose sur sept principes qui sont :

- Analyser des dangers ou risques,

- Déterminer des CCP,

- Fixer le ou les seuils critiques,

- Mise en place d’un systeme de surveillance des mesures de maitrises des dangers CCP,
- Déterminer les actions correctives,

- Appliquer des procédures de vérifications,

- Constituer un dossier.

1V.1.3. 1SO 22000

L'ISO 22000 spécifie les exigences relatives a un systeme de management de la sécurité
des denrées alimentaires dans la chaine alimentaire, lorsqu'un organisme a besoin de démontrer
son aptitude a maitriser les dangers liés a la sécurité des denrées alimentaires, afin de garantir
que la denrée alimentaire est sire au moment de sa consommation par I'nomme (ISO
22000:2018). Elle s'applique a tous les organismes, indépendamment de leur taille, qui sont
impliqués dans un aspect de la chaine alimentaire et veulent mettre en ceuvre des systemes

permettant de fournir en permanence des produits sdrs. Les moyens mis en ceuvre pour satisfaire
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toutes les exigences de la présente Norme internationale peuvent étre réalisés par l'utilisation

de ressources internes et/ou externes.
1V.1.4. FSSC 22000

La norme FSSC 22000 est une norme de securité alimentaire de la Global Food Safety
Initiative (GFSI). La norme FSSC 22000 est basée sur la norme 1SO 22000 pour les systemes
de management de la sécurité des denrées alimentaires, une norme largement reconnue, sur le
programme prérequis du secteur et les exigences supplémentaires définies par le FSSC. La
norme FSSC 22000 guide les exploitants alimentaires et leur fournit des outils précis pour les
aider a mettre en place les évaluations, les procédures et les mesures adéquates afin de garantir
le respect de la Iégislation alimentaire et des régles en matiere de sécurité alimentaire. Ce
programme utilise des normes internationales et indépendantes telles que ISO 22000, ISO 9001,
ISO/TS 22003 et des spécifications techniques pour des programmes prérequis (PRP)
specifiques au secteur, tels que 1ISO/ TS 22002-1. Le systeme fournit un modéle de certification
qui peut étre utilisé dans I'ensemble de la chaine d'approvisionnement alimentaire. Il peut
couvrir des secteurs ou une spécification technique pour les PRP sectoriels a été réalisée
(ISO/TS 22002-1, 2009).

IV.1.5. IFSet BRC

Il s'agit de référentiels privés. L’ International Food Standard (IFS), d’origine franco-
allemande, est une norme de sécurité des aliments commune, avec un systéme d’évaluation
uniforme établi pour qualifier et sélectionner les détaillants (IFS, 2012). Le British Retail
Consortium (BRC), d’origine anglo-saxonne, est également un référentiel privé préconisé par
la Global Food Safety Initiative. Il est destiné aux fournisseurs de produits alimentaires vendus
sous marques propres ou sous margues de distributeurs (MDD). Ces certifications permettent a
un fournisseur de s‘assurer qu'il répond aux exigences de sécurité des aliments ainsi qu'aux
spécifications de ses clients. Un audit réalisé pour analyser les dangers permettra la mise en
place des recommandations. Un organisme de certification contrélera alors sa conformité
(BRC, 2012).

IVV.2. Outils de management de la sécurité sanitaire pour les autorités : I’analyse

du risque alimentaire

L’analyse des risques sert a effectuer une estimation des risques pesant sur la santé et la

sécurité des personnes, afin de définir et de mettre en ccuvre des mesures appropriées visant a
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les maitriser et a communiquer avec les parties prenantes au sujet des risques et des mesures
appliquées. Les trois composants de 1’analyse des risques sont définis par le Codex comme suit:

évaluation des risques, gestion des risques et communication des risques (FAO, 1999).
IV.2.1. Evaluation des risques

La méthodologie d’évaluation quantitative du risque microbiologique comme outil
d’évaluation des risques liés aux denrées alimentaires est a 1’heure actuelle en plein
développement. L’évaluation du risque est une technique qui est utilisée pour estimer la
probabilité d’occurrence d’un danger et la sévérité de 1’effet adverse (EFSA, 2020 ; Khalid et
al., 2020). L’ensemble est fondé sur une base de données scientifique collectée a tous les
niveaux du processus de la production a la consommation du produit. A partir d’une
modélisation mathématique, elle définit les parameétres et les niveaux d’interventions pour
minimiser ou réduire le risque auquel est soumis le consommateur. Le Codex Alimentarius
définit une méthodologie de base pour mener une analyse du risque microbiologique. Elle
comprend quatre étapes a savoir (i) identification des dangers, (ii) caractérisation du danger,

(iii) évaluation de I’exposition (iv) caractérisation du risque (FAO, 1999).
IV.2.1.1. Identification des dangers

L’identification du danger consiste en 1’identification d’un agent biologique (micro-
organismes (MO) ou toxines), chimique ou physique présent dans un aliment ou dans un groupe
d’aliments causant un effet adverse sur la santé humaine (aliment, environnement, animal, sol)

lorsque les conditions lui sont optimales (FAO, 1999).
IV.2.1.2. Caractérisation du danger

La caractérisation du danger est une évaluation qualitative et ou quantitative de la nature
de D’effet adverse en relation avec 1’agent pathogene présent dans l’aliment. Cette étape
caractérise la nature, la sévérité et la durée du danger. Elle doit étre détaillée et toutes les
variables bien documentées (FAO, 1999). La séverité de la maladie est liée a I’interaction de
trois facteurs : I’hote, I’aliment et 1’agent pathogeéne. Lorsque toutes les données sont
disponibles, une évaluation dose-réponse peut étre menée. L’objectif du mod¢ele dose-réponse
est de déterminer la relation entre la magnitude de 1’exposition (dose) au pathogéne et la sévérité
de la réponse. Il y a quatre réponses possibles a considérer : la probabilité de I’infection (apres
ingestion), la probabilité de la maladie (morbidité), la probabilité des séquelles et la probabilité
de la mortalité (FAO, 1999 ; Coleman et Marks, 1999 ; Buchanan et al., 2000).
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La réponse est le résultat de I’interaction de différents parameétres : le microorganisme,
la voie de contamination, la dose ingérée, le type de population exposée, sa sensibilité, la
réponse de I’hdte, la durée et la multiplicité de I’exposition (Notermans et Teunis, 1996 ;
Coleman et Marks, 1999). L’ensemble des données épidémiologiques, expérimentales et leurs
effets respectifs sont introduits dans des modeles mathématiques pour estimer la probabilite de
I’apparition de 1’infection ou de la maladie suite a I’ingestion d’une dose d’un agent pathogene.
Dans ce contexte, les modéles mathématiques utilisés sont nombreux. Le modele dose-réponse
peut étre une simple relation exponentielle de type Béta-Poisson (Teunis et Havelaar, 2000).
Cette relation considére qu’en dessous d’une certaine dose (seuil), aucune réponse ne sera
observée et que la probabilité de survie et de croissance d’un seul MO est la méme quel que
soit la dose et ’agent pathogéne et les caractéristiques de 1’hdte. Cette relation définit un risque

moyen pour la population (Teunis et Havelaar, 2000).
1VV.2.1.3. Evaluation de I’exposition

L’évaluation de I’exposition est une évaluation qualitative et/ou quantitative de la
présence d’agents biologiques, chimiques et physiques dans un aliment qui correspond a
I’exposition du consommateur. Cette étape doit décrire les différentes possibilités par lesquelles
un agent pathogene entre dans la chaine alimentaire au niveau de la production, de la
distribution jusqu’a la consommation (FAO, 1999). Les modeéles décrivent le comportement de
I’agent pathogeéne a travers toute la chaine de la production jusqu’a la consommation pour
estimer le niveau d’exposition. Les effets de chaque étape sur la croissance du microorganisme
sont pris en compte pour quantifier deux parametres importants : La prévalence ainsi que la
concentration du pathogéne sur toute la filiere de production jusqu’au consommateur. Tous les
facteurs augmentant ou réduisant le nombre de MO sont analysés (type d’animaux, influence
des saisons, contamination des animaux par le cuir au cours du transport, facteurs de
contamination des carcasses, du conditionnement et de la température de stockage des viandes)
(Coleman et Marks, 1999 ; FAO/WHO,2008). Lorsque les informations a un niveau donne sont
manguantes ou insuffisantes, des modéles de microbiologie prédictive sont utilisés pour simuler
la croissance ou la survie des MO dans des conditions les plus proches de la réalité. Ces modeles
simulent la croissance et le déclin en fonction des différents parametres environnementaux
(température, pH, Activité hydrique). Des informations sur les habitudes alimentaires, la nature
et le type de population sont aussi nécessaires pour caractériser I’exposition (FAO/WHO,2008 ;
Lammerding et Fazil, 2000).
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IV.2.1.4. Caractérisation du risque

La caractérisation du risque est le résultat des trois premicres étapes. C’est I’étape finale
de I’évaluation du risque. Toutes les variables auront été analysées pour estimer la sévérité de
I’infection pour une population donnée. La réponse peut étre qualitative (faible, moyenne,
élevée) ou quantitative permettant une estimation du nombre de personnes atteintes
(FAO/WHO, 1999). Au niveau quantitatif, les modeles integrent deux notions celle de
I’incertitude lorsque les données sont manquantes et celle de la variabilité quand les données
ne sont pas constantes. Toutes les valeurs sont intégrées et analysées gréace a des simulations de
Monte Carlo. Cette méthode permet d’obtenir a différents points, une estimation compléete des
différentes possibilités du risque. Le moindre changement a un niveau donné nécessitera une

réévaluation du risque (Buchanan et al., 2000 ; Lammerding et Fazil, 2000).

IV.2.2. Gestion des risques

Un processus de mise en balance des différentes politiques envisageables aux vues des
résultats de 1’évaluation des risques et, si nécessaire, le choix et la mise en ceuvre des options
de contrble adaptées y compris des mesures réglementaires (FAO, 1999). L’objectif du
processus de la gestion des risques est d’établir I’importance des risques estimés, de comparer
les codts de réduction des risques avec les bénéfices obtenus, de comparer les risques estimeés
avec les benéfices pour la société de prendre le risque ou d’effectuer les démarches politiques
et institutionnelles pour réduire le risque. Le résultat du processus de gestion des risques est
I’élaboration de normes, de directives et d’autres recommandations pour la sécurité sanitaire

des aliments (FAO/WHO, 2003).
1VV.2.3. Communication des risques

Une méthode interactive d’échange d’informations et d’opinions entre les responsables
de I’évaluation des risques et les autres parties intéressées. La communication sur les risques
fournit aux secteurs prive et public les informations necessaires a la prévention, la réduction ou
la minimisation des risques alimentaires jusqu’a des niveaux acceptables grace a des systémes
de gestion de la qualité et de la sécurité sanitaire des aliments obligatoires ou volontaires (FAQ,
1999).
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Figure n°02. Interactions entre les processus d’évaluation, de gestion et de communication des risques
(Feinberg et al., 2006).

V. Méthodologie d’évaluation quantitative des risques

V.1. Mise en place d’une d’évaluation quantitative des risques

L'évaluation du risque microbiologique peut varier d'un seul jugement d'expert a une
procédure d'évaluation des risques qualitative et quantitative plus compléte fondée sur les
principes décrits par le Codex dans ses Principes et lignes directrices pour la conduite des
évaluations des risques (CAC, 1993). Les informations générées par une évaluation des risques,
telles que l'estimation des risques, le classement des risques, l'identification des principaux
facteurs déterminants ou générateurs de risques ou la mise en évidence des lacunes peuvent
aider les gouvernements a définir leurs politiques nationales, criteres ou conseils en matiére de
santé, et aussi aider I'industrie dans leur ambition de concevoir des aliments innovants et sans

danger pour les consommateurs (FAO/WHO, 2008).

L’utilisation des mod¢les pour décrire quantitativement la transmission des agents
pathogénes dans la chaine de production alimentaire est de plus en plus en progression dans
I'évaluation quantitative des risques microbiens (QMRA) (Choi et al., 2020 ; Pielaat et al.,
2018 ; Membré et al., 2015 ; Rosenquist et al., 2003 ; Lindqvist et al., 2002; Nauta et al., 2001,
Bemrah et al., 1998; Cassin et al., 1998; Whiting and Buchanan, 1997). Ces modéles peuvent
couvrir I’ensemble de la chaine alimentaire «de la ferme a la fourchette » ou seulement une
partie pertinente qui peut causer un probléme. Ils visent a évaluer I'exposition du consommateur

a l'agent pathogene présent dans les aliments. Les risques peuvent étre évalués en combinant



Synthése bibliographique

I'évaluation de I'exposition avec une relation dose-réponse. L’EQRM peut étre utilisé aussi pour

évaluer les mesures d'intervention et proposer des mesures correctives (FAO/WHO, 2009).

Les modeéles sont construits comme un outil pour évaluer les effets des mesures de
contréle ou, dans un contexte plus large, des « scénarios alternatifs ». Ces scénarios peuvent
représenter tous les changements possibles dans les processus tout au long de la chaine de
production d’un aliment, que ce soit par des interventions de gestion des risques ou par des
développements autonomes. La QMRA est également un outil utile pour identifier les lacunes
de données cruciales qui doivent étre comblées pour évaluer correctement les effets des mesures

de contrdle (Bassett et al., 2012 ; Zwietering et van Gerwen, 2000).
V.2. Processus modulaire du modele de risque

Un probléme général de la QMRA est que la transmission des agents pathogenes a
travers la chaine de production des aliments est souvent complexe (Nauta, 2002).
Premierement, il existe une grande variété de processus dans la chaine alimentaire (de la ferme
a la fourchette) qui nécessitent des modéles différents. Ces modéles peuvent étre utilise dans
des perspectives plus large et la description de la chaine alimentaire peut étre difficile. Ensuite,
pour certaines parties de la chaine alimentaire, les données peuvent étre abondantes, tandis que
pour d'autres, aucune donnée appropriée n'est disponible. En plus on peut tenter de modéliser
uniquement les parties de la chaine ou les données sont disponibles et de sauter les autres, ce
qui peut néanmoins étre tout aussi important (Nauta, 2008). Ces considérations soulignent la
nécessité d'une approche structurée et unifiée de I'évaluation de I'exposition dans la chaine
alimentaire. Le Processus modulaire du modéle de risque (MPRM) est une méthodologie

développée a cet effet (Nauta, 2001).

Le MPRM propose une approche structurée de I'évaluation de I'exposition dans le cadre
de I'évaluation des risques. Le concept MPRM divise la chaine de production d’un aliment en
modules. En definissant d'abord les modules, la collecte de données et la modélisation sont
guidées vers la construction efficace d'un modele de chaine. L’approche MPRM pour la
modélisation dans une EQRM peut étre décrite schématiquement comme le montre la figure
n°03,
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Figure n°03. Les sept étapes pour mener une QMRA avec 1’approche MPRM (Nauta, 2001).

V.3. Outils de PEQRM
V.3.1. La modélisation

Les modeéles décrivent I'évolution des niveaux de contamination des produits
alimentaires avec le danger microbien concerné. Les techniques appliquées dans le MPRM

visent a réaliser des simulations de maniére efficace, n'incluant que les détails jugés pertinents
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pour la description quantitative de la transmission microbienne et I'évaluation des effets de
scénarios alternatifs (FAO/WHO, 2009).

V.3.1.1. La simulation Monte Carlo

En pratique, le modéle est mis en ceuvre dans un programme informatique en utilisant
la simulation Monte Carlo, une technique largement utilisée dans I'évaluation quantitative des
risques. Cette technique permet de travailler avec des modeles stochastiques et de gérer la
variabilité et I’incertitude, qui sont importantes pour 1’évaluation des risques (FAO/WHO,

2009 ; Buchanan et al., 2000).

Un programme de simulation Monte Carlo exécute un grand nombre d'itérations. En
principe, chaque itération représente un événement potentiellement réel de transmission d’un
danger tout au long du processus de production d'un produit alimentaire (Lammerding et Fazil,
2000 ; Coleman et Marks, 1999).

Un échantillon aléatoire est tiré des distributions de probabilité utilisé comme donnée
pour les parametres du modeéle. Le résultat du modele est alors a nouveau une distribution de
probabilité qui permet d’évaluer les « probabilités » des événements et donc d’évaluer les
risques. La simulation Monte Carlo présente l'avantage d'étre largement applicable,
compréhensible, et relativement facile a utiliser (EFSA, 2010b ; Nauta, 2001). Elle présente
aussi des inconvénients importants car elle nécessite des distributions de probabilité précises
pour tous les parameétres d'entrée, elle nécessite un trés grand nombre d'itérations dans des
modeles plus complexes, elle est difficile a utiliser pour la modélisation de dépendances (non
lineaires) et peut ne pas é&tre un outil adéquat lorsque les événements rares ont un effet majeur
sur le résultat final. Si I'un de ces inconvenients est dominant dans I'analyse, d'autres techniques
(telles que l'analyse bayésienne, la logique floue et d'autres) peuvent étre appliquées (EFSA,
2010b ; FAO/WHO, 2009 ; Nauta, 2001).

V.3.1.2. Modélisation du deuxiéme ordre: variabilité et incertitude

Les modeles de I’évaluation des risques calculent les probabilités et utilisent des
distributions de probabilité décrivant la variabilité et I’incertitude (Nauta et al., 2007). La
variabilité représente 1’hétérogénéité de la population, c'est une conséquence du systéeme
physique et elle est irréductible par des mesures supplémentaires. Le caractére stochastique est
un type de variabilité, ou I'nétérogénéité est une conséquence du caractere aléatoire, comme le

nombre des piles ou faces apres avoir lancé a plusieurs reprises une piéce de monnaie. Cela
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peut étre considére comme différent de la variabilité interindividuelle, qui décrit les différences
entre les membres d'une population, comme la variabilité de la taille des enfants dans une classe
d'école (EFSA et ECDC, 2018 ; Nauta, 2000 ; Zwietering et van Gerwen, 2000).

L’incertitude représente le manque de connaissance qui peut étre réduite par des mesures
ultérieures. Ce manque de connaissances peut étre quantifié sur la base de certaines hypothéses.
Par exemple, I’intervalle de confiance résultant d’une analyse statistique, sert généralement a
quantifier I’incertitude. Il peut étre trés difficile de quantifier d'autres incertitudes, en particulier
si toutes les données d'une étape d’un processus ou d'un paramétre du modele ne sont pas
disponibles (EFSA et ECDC, 2018 ; Zwietering et van Gerwen, 2000 ; Buchanan et al., 2000 ;
Nauta, 2000).

Comme la variabilité et I’incertitude peuvent toutes les deux étre représentées par des
distributions de probabilité et que la différence entre les deux n’est pas toujours évidente, elles
peuvent se confondre facilement (Zwietering et van Gerwen, 2000). Une évaluation des risques
doit éviter la combinaison de la variabilité et de ’incertitude, car elle peut conduire a une
estimation erronée des risques. Si la variabilité et l'incertitude ne sont pas séparées, les
distributions de probabilité utilisées pour calculer le risque peuvent étre un mélange
d'incertitude et de variabilité et cela peut donner un apercu biaisé de I'estimation du risque
(EFSA et ECDC, 2018 ; Buchanan et al., 2000 ; Nauta, 2000).

V.3.2. Logiciels de modélisation des risques

Les logiciels de modélisation des risques peuvent étre divisés en trois catégories

principales:

1. logiciels basés sur des feuilles de calcul (Excel) ou un autre logiciel spécifique

d'évaluation des risques développé pour I'évaluation des risques et la simulation stochastique.

2. Logiciels de simulation générale, langages de programmation, logiciel de
modélisation mathématique et logiciel statistique. Ceux-ci nécessitent des compétences de
programmation plus avancées et ne sont pas spécifiquement developpés pour faire une

évaluation des risques.

3. Logiciels spécifiques pour I'analyse bayésienne ou autre.
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Synthése bibliographique

Tableau n°06. Logiciels utilisés pour 1’évaluation quantitative des risques microbiologiques

Logiciel Source Type Commentaires
@Risk Palisade Logiciel d'évaluation des largement utilisé pour
www.palisade.co | risques, complément a Excel | les EQRM publiées
m — simulation
Crystal Ball Oracle Logiciel d'évaluation des Rarement utilisé pour
risques, complément a Excel | 'EQRM
— simulation
Model Risk Vose Software | Logiciel d'évaluation des Sorti en 2009
BVBA risques, complément & Excel
www.vosesoftwar = — simulation
e.com
Analytica Lumina Outil visuel pour les modéles | Interface graphique
www.lumina.com | de décision claire, fréqguemment
utilisée
Extend Sim Imagine that Logiciel de simulation Fréquemment utilisé
www.extendsim.c dans I'évaluation des
om risques non
microbiologiques
Arena Rockwell Logiciel de simulation Utilisé pour la
Automation simulation et
www.arenasimula I'optimisation des
tion.com processus industriels
R Freeware Langage de calcul statistique = Fréquemment utilisé
pour la modélisation
WWW.T= mathématique, de
project.org plus en plus utilisé
dans I'évaluation des
risques
Mathematica Wolfram Modélisation, calcul, Fréquemment utilisé
www.wolfram.co = simulation, mathématiques pour la modélisation
m mathématique,
également pour
I'évaluation des
risques
MatLab Mathworks Langage informatique Fréquemment utilisé
www.mathworks. | technique pour la modélisation
com mathématique,

également pour
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I'évaluation des

risques
WinBugs MRC Analyse bayésienne, chaine -
Biostatistics Unit = de Markov Monte Carlo
WWW.mrc-
bsu.cam.ac.uk/
bugs
Hugin Hugin Expert Réseaux de croyances -

www.hugin.com | bayésiennes

V.3.3. Outils d'identification des dangers et de classement des risques
— Risk Ranger

Le Risk Ranger est un outil simple de calcul des risques pour la sécurité alimentaire. Il
est destiné a aider a déterminer les risques relatifs aux différentes combinaisons de produits,
d'agents pathogénes et de processus de transformations. 1l fournit un moyen simple et rapide
d'élaborer une premiere estimation du risque. En plus de classer les risques, Risk Ranger attire
I'attention des utilisateurs sur l'interaction des facteurs qui contribuent aux maladies d'origine
alimentaire. Le modele peut étre utilisé pour explorer I'effet de différentes stratégies de
réduction des risques, ou l'ampleur du changement requis pour provoquer une réduction
souhaitée du risque. Le modele peut étre utilisé par des gestionnaires de risques et méme par
d'autres personnes sans expérience approfondie de la modélisation des risques. Comme il peut
étre utilisé pour aider a former les gestionnaires de la sécurité sanitaire des aliments a

comprendre les risques. Son téléchargement est gratuit (Ross et Sumner, 2002).
— sQMRA

L'outil SQMRA (s pour « swift » QMRA) peut étre utilisé pour obtenir rapidement des
estimations du risque relatif aux combinaisons agent pathogene-aliment, et peut servir de guide
pour la gestion des risques ou pour la sélection des combinaisons pour l'application d'une

EQRM traditionnelle. Son téléchargement est gratuit (Evers et Chardon 2010).
— FDA’s fresh produce risk ranking

Il s'agit d'un outil semi-quantitatif de classement des risques permettant d'identifier les

combinaisons prioritaires « pathogene-aliment » sur la base des criteres de risque explicites
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fondés sur des données. Il fournit un moyen personnalisable et systématique permettant de
hiérarchiser les « pathogene-aliment » pour des efforts d'’ARM quantitatifs plus rigoureux. Son
téléchargement est gratuit, mais il nécessite 1’acces via Microsoft Office (US Food and Drug

Administration).
V.3.4. Outils de modélisation prévisionnelle
— Pathogen Modeling program

Le Pathogen Modeling Program (PMP) est un ensemble de modeles qui peuvent étre
utilisés pour prédire la croissance et l'inactivation de certains agents pathogénes d'origine
alimentaire dans diverses conditions environnementales. Les prédictions sont basées sur des
articles spécifiques, principalement d'auteurs américains. Son téléchargement est gratuit (US
Food and Drug Administration) (Lee et al., 2015).

— ComBase

ComBase est une base de données qui comprend des milliers de courbes de croissance
et de survie microbiennes qui ont été collectées des établissements de recherche et a partir des
publications scientifiques. lls forment la base des modéles microbiens présentés dans ComBase
Predictor. ComBase contient également le prédicteur Perfringens, une application pour prédire
la croissance de Clostridium perfringens pendant le refroidissement des viandes. Il est possible
d'adapter les modéles prédictifs aux données définies par l'utilisateur. L’accés a ComBase est

libre (http://www.combase.cc).
— Sym’previus

Sym'Previus est une collection d'outils pour les inspections de sécurité sanitaire des
aliments concgus pour les entreprises du secteur alimentaire pour aider a renforcer les plans
HACCP, développer de nouveaux produits, mieux comprendre et quantifier le comportement
microbien, déterminer les durées de conservation et améliorer la sécurité alimentaire.

Sym'Previus est accessible aprés abonnement (http://www.symprevius.net).

— Seafood Spoilage and Safety predictor

Ce logiciel a été développé pour faciliter [I'utilisation pratique des modeéles
mathématiques pour prédire la durée de conservation ainsi que la croissance des bactéries

pathogenes dans les fruits de mer. Aussi, pour évaluer I'effet de changement des conditions de


http://www.symprevius.net/
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stockage a des températures constante ou fluctuante. Le téléchargement de ce logiciel est gratuit
(http://sssp.dtuaqua.dk).

— Forecast

Forecast est un outil de modélisation prédictif développé par Campden BRI pour la
croissance des organismes de détérioration alimentaire. Il comprend des modeles sur le poisson,
la viande, les produits frais et les levures dans les fruits et les boissons, ainsi qu'une gamme de
modeles pertinents pour les aliments acidifiés. L’utilisation de ce logiciel est payante

(http://www.campden.co.uk/services/predictive-microbiological-models).

— GlnaFit

C’est un outil pour tester différents modéles de survie microbienne sur des données
expérimentales spécifiques a I'utilisateur concernant la croissance de la population microbienne
en fonction du temps. Il peut aider l'utilisateur a communiquer les performances des processus
de conservation des aliments en termes de réduction de cycles logarithmiques. Le

téléchargement est gratuit (Geeraerd et al., 2005).
— DMRI predictive models for meat

Danish Meat Research Institute (DMRI) est un leader centre international de recherche
et d'innovation pour les aliments d'origine animale. Les outils de prédiction sont congus pour
fournir un apercu rapide et facile de la sécurité microbienne et de la durée de conservation des
produits d'origine animale. Cela signifie des économies de temps et des ressources pour les tests
concernant la documentation de la sécurité microbienne et de la durée de conservation. Tous
les outils de prédiction du DMRI sont basés sur des données obtenues a partir d'expériences

avec des produits carnés (http://dmripredict.dk/Default.aspx).



http://sssp.dtuaqua.dk/
http://www.campden.co.uk/services/predictive-microbiological-models
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I. Echantillonnage

Dans cette étude, 30 points de vente de doner kebab situés dans la ville de Tlemcen ont
été visités dans une période allant du mois de mars 2014 au mai 2016. Ces restaurants sont de
type fastfood ou le doner kebab pourrait é&tre consommeé sur place ou emporté. 96 prélévements
ont éte effectués. Chaque prélevement est constitué d’un plat de kebab tel que servi aux
consommateurs. Les échantillons sont transportés au laboratoire en glaciere et leur analyse a
été aussi rapide que possible. Dans tous les cas, des températures supérieures a 20 °C ou
inferieures a 0 °C ont été évitées. Au laboratoire, les échantillons ont été maintenus a
température ambiante pendant de courtes périodes. La ville a été divisée en quatre grands
secteurs a savoir : Imama, Kiffane, Grand-Bassin et le centre-ville. La figure n°05 représente la
répartition des sites de prélévements des échantillons de doner kebab a Tlemcen

Par ailleurs, 204 échantillons de viande de poulet ont été prélevés au niveau de deux
abattoirs, quatre restaurants et 16 boucheries situées dans les quartiers les plus populaires de la
ville de Tlemcen. Tous les échantillons ont été transportés au laboratoire dans une boite

réfrigérante et traités des leur arrivée.

¢ ]

iescrigtion pour vatre carte

Figure n°05. Carte représentant la répartition des sites de prélevements des échantillons de déner kebab
dans la vile de Tlemcen (Algérie)
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I1. Recherche et dénombrement des différentes microflores

Les analyses microbiologiques ont pour objectif de nous permettre d’avoir une idée sur
la charge et la diversité microbiologique du déner kebab dans la région de Tlemcen. Les
analyses microbiologiques ont consisté en le dénombrement et/ou la recherche des flores

suivantes :

- La flore mésophile aérobie totale,

- La flore psychrophile aérobie

- Les coliformes totaux et coliformes thermotolérants
- E. coli sorbitol négatif

- Les Salmonelles

- Les Staphylocoques

- Clostridium sulfito réducteurs

- Campylobacter thermotolérants

- Bacillus spp.

I1.1. Dénombrement de la flore mésophile aérobie totale (FMAT)

Le dénombrement de cette microflore est réalisé par la méthode d'ensemencement en
profondeur sur le milieu gélosé pour numération PCA (Plate Count Agar) selon la norme 1SO
4833-1:2013. On préleve 1ml de différentes dilutions décimales de notre échantillon, on les
verse dans des boites de Pétri vides stériles puis on ajoute le milieu de culture PCA. On
homogénéise le contenu et on laisse sécher le milieu. On incube & une température de 30 °C
pendant 72 heures. Les dénombrements sont exprimés en unités formant colonies par gramme

(UFC/g) a I’aide de la formule suivante :

XC
N=——"2""
(ny + 0.1n,)d

Ou:
Y. C : La somme des colonies comptées sur toutes les boites retenues

n, : Le nombre de boites retenues a la premiére dilution
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n, : Le nombre de boites retenues a la deuxieme dilution

d : est le taux de dilution correspondant a la premiére dilution

11.2. Dénombrement de la flore psychrophile aérobie

Le dénombrement de la flore psychrophile aérobie est réalisé par la méthode
d'ensemencement en profondeur sur la gélose PCA. L’incubation se fait a une température de
6,5°C pendant 10 jours. Les colonies bactériennes ont été dénombrées et le nombre total de
psychrotrophes pour chaque gramme des échantillons examines a été calculé et enregistré (1SO
17410 :2001).

11.3. Dénombrement des coliformes totaux

Le dénombrement des coliformes a été effectué conformément a la norme 1SO 4832 :
2006. On transfere 1 ml des différentes dilutions décimales dans des boites de Pétri stériles,
puis on coule le milieu gélosé au rouge violet et aux sels biliaires VRBA (Violet Red Bile Agar),

on homogénéise délicatement et on laisse solidifier sur une surface froide. L’incubation a lieu

a 37°C pendant 24 h.

11.4. Recherche d’E. coli sorbitol négatif

On préléve 1 ml de la dilution 10, pour la verser dans une boite de Pétri contenant déja
la gélose Mac Conkey-Sorbitol (SMAC). On étale 1’inoculum sur toute la surface a I’aide de
I’anse de platine en faisant des stries. On incube a 37°C pendant 24h (March et Ratnam, 1986 ;
Miiller et Ehlers, 2005).

La gélose SMAC est un milieu sélectif utilisé pour I’isolement et la différenciation du
sérotype O157:H7 d Escherichia coli a partir de I’eau, du lait, de la viande et des autres produits
alimentaires. La polypeptone favorise la croissance. Les MO sorbitol-négatifs (notamment
0157:H7) présentent des colonies incolores. Les bactéries capables de fermenter le sorbitol sont
mises en évidence par le virage au rouge du rouge neutre. La microflore secondaire est inhibée
par I’association entre les sels biliaires, le cristal violet, le céfixime et le tellurite de potassium
(March et Ratnam, 1986).
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11.5. Recherche de Salmonella spp.

La recherche de Salmonella spp nécessite trois étapes successives selon la norme (ISO
6579): 2002 :

— Pré-enrichissement : se fait dans I'eau peptonée tamponnée (25 g de 1’échantillon dans
225 ml d’EPT), puis incubation a I’étuve a 37 °C pendant 24 heures.

— Enrichissement : Pour cela, le bouillon sélénite - cystine est utilisé. On préléve a 1’aide
d’une pipette graduée stérile 1 ml du pré-enrichissement qu’on introduit dans un tube a essai
contenant 9 ml du bouillon sélénite - cystine. On homogénéise puis on incube a 37°C pendant
24 h.

— Isolement : réalisé sur deux milieux gélosés Hektoen et Salmonella — Shigella SS. On
préléve 10uL a partir du milieu d’enrichissement et on ensemence la surface de la gélose SS et
la gélose Hektoen par des stries serrées et espacées. Les boites ainsi isolées sont incubé a 37°C
pendant 24h (Humbert et al., 1998 ; Ruiz et al., 1992).

Les boites considérées comme positives, sont celles présentant des colonies ayant des
aspects caractéristiques des Salmonelles. Sur le milieu Hektoen des colonies fermentant
rapidement un des 3 sucres (virage du bleu au rouge-saumon) et/ou produisant de 1’H>S (centre
noir). Sur le milieu SS, les colonies caractéristiques de Salmonella (lactose négatif) sont
opaques, translucides ou transparentes et généralement avec un centre noir (HzS positif). On les
différencie des colonies de Shigella (lactose négatif) qui sont incolores et des coliformes qui

qui sont rose-rouge (lactose positif).
11.6. Dénombrement des Staphylococcus aureus

Le dénombrement des Staphylococcus aureus a été effectué selon la norme 1SO 6888-1
Iégerement modifiée. On préléve 0.1 ml de I’échantillon et des dilutions pour les transférer dans
des boites de Pétri contenant déja la gélose Baird Parker (additionné de 10% d’émulsion de
jaune d’ceuf et 0.1% de tellurite de potassium), et d’autres boites contenant la gélose Chapman
bien séchée. On étale la dilution sur les surfaces des milieux a I’aide d’une pipette Pasteur en

forme de rateau. L’incubation se fait a 37°C pendant 24 a 48h.

Les colonies noires (reduction du tellurite en tellurite noir), brillantes et convexes (1.5

a 2.5 mm de diameétre apres 48 heures d’incubation) entourées d’une auréole d’éclaircissement
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(hydrolyse des protéines de jaune d’ceuf) avec un liseré blanc opaque (hydrolyse des 1écithines)

sont dénombrées.
I11.7. Recherche des anaérobies sulfito-réducteurs

Pour la destruction des formes végétatives, les tubes contenant les dilutions 10 et 1072
des échantillons ont été soumis a un chauffage a 80°C pendant au moins 10 min puis a un

refroidissement immédiat sous 1’eau du robinet.

Ces prélévements sont incorporés dans des tubes longs et a section étroite contenant les
milieux VF (viande foie additionné de sulfite de sodium et de sels de fer) et TSC (tryptone
sulfite cycloserine) qui ont été régénérés par ébullition. Apres incubation a 37 °C, les colonies

noires ayant poussé en profondeur sont comptées apres 18 h, 48 h et 72 h (Guiraud, 2003).
11.8. Détection des Campylobacter thermotolérants

Pour la détection des Campylobacter, les échantillons ont été analysés selon la méthode
ISO 10272-2 (2006) légérement modifiée. L’ensemble de la procédure d’isolement des
Campylobacter est schéematisée sur la figure n°06

Les Campylobacter sont sensibles au stress oxydatif, donc les milieux utilisés pour leur
culture contiennent des ingrédients qui les protegent des effets toxiques des oxydants. Les plus
utilisés sont le sang défibriné ou lysé, le charbon de bois, des combinaisons de sulfate de fer,

de métasulfite de sodium et de pyruvate de sodium (FPB) et I’hématine (Corry et al., 1995).
Pour augmenter la chance de détection, nous avons utilisé trois milieux de culture:

o Le milieu CFA (CampyFood Agar) (BioMérieux Marcy-1’Etoile France Ref : 43471)

o Le milieu de Karmali (17780 Fluka Sigma Aldrich) additionné d’hémine.

o Le milieu mCCDA (modified Charcoal Cefoperazone Deoxycholate Agar) (Diagnolab
Barcelone Spain, Ref : 711675). La composition de ces milieux est indiquée en annexe 01.

-Enrichissement : Tous les échantillons ont été soumis a une phase d’enrichissement
avant I’isolement des Campylobacter. L’enrichissement c’est fait sur le bouillon Preston
complémenté avec le supplément sélectif pour Campylobacter et du sang de cheval ou de
mouton préparé au laboratoire selon la formule décrite par Bolton et Robertson (1982) (Annexe
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01). Les échantillons sont placés dans des sacs stomacher stériles avec 90 ml de bouillon
d’enrichissement de Preston. Les sacs sont agités en vitesse lente, avec un stomacher
(Biomaster 80, Blender), pendant une minute. Ensuite, les sacs sont placés dans une jarre
d’anaérobiose (BD Gas pack EZ) avec des sachets générateurs de CO, (GenBox Microaer,
Biomérieux, Marcilly I’Etoile, France), créant un milieu microaérophile (5% d’02, 10% de CO-
et 85% d’N2), et sont mis a incuber dans une étuve d’abord menée a 37°C pendant 4 h a6 h
puis prolongée 40 a 44 h a 41.5 £ 0.5°C.

-Isolement : 10 ul des bouillons d’enrichissement sont ensemencés sur les trois milieux
sélectifs cités ci-dessus. Les boites sont ensuite placées et incubées en condition microaérophile
(5% O3, 10% CO: et 85% N>) dans la jarre d’anaérobiose avec des sachets générateurs de CO>
pendant 48 ha41.5+ 0.5 °C.

11.9. Recherche et dénombrement des Bacillus spp.

Pour isoler les bactéries appartiennent au genre Bacillus, les échantillons préparés ont
été soumises a un traitement thermique sélectif dans un bain marie réglé a une température de
80°C + 2°C pendant 10 a 12 min, ce qui permet de tuer les formes végétatives et 1’isolement
sélectif des formes sporulées. Apres une série de dilutions, 0.1ml de chaque dilution a été
ensemencé en surface sur la gélose nutritive et la gélose Mossel a 1’aide d’un riteau en verre
stérile. L’incubation a été effectuée a 30°C pendant 24 a 48h (ISO 7932 :2004).
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Echantillon (Xg ou X ml)

2

9 * X gou9* X mlde bouillon Preston

2

ENRICHISSEMENT : Incubation en atmosphére microaérophile a 37°C pendant 4 h & 6 h puis
a41,5°CPendant44h+4h

2

ISOLEMENT sur milieu gélose mMCCDA + Milieu Karmali

2

Incubation en atmosphére microaérophile a 41,5°C pendant44 h+4 h

2

Repérage des Colonies caractéristiques

2

Repiquage sur milieu gélosé Columbia

2

Incubation 24 a 48 h en atmosphére microaérophile a 41,5°C

I 1

Confirmation Identification

Expression des résultats

Figure n°06. Procédures de détection des Campylobacter Thermotolérants selon la norme 1SO 10272-
2 (avril 2006).
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I11. Identification des isolats
I111.1. Obtention des isolats

Apreés incubation des boites de différents groupes bactériens precédemment décrits dans
le chapitre 11, un suivi quotidien a été effectué afin de repiquer les colonies d’intérét qui
apparaissent sur les boites. La purification des souches est réalisée par plusieurs repiquages
successifs dans les conditions appropriées de chaque isolat. Le repiquage se poursuit jusqu’a
I’obtention d’une culture homogéne ou toutes les colonies paraissent identiques entre elles et

identique au type de bactéries initialement ciblées.

111.2. Observation macroscopique et microscopique
111.2.1. Observation macroscopique

Les colonies des coliformes apparaissent sur le milieu VRBA, rondes, de couleur rouge
pourpre, de 1 a 2 mm de diametre, entourées d’un halo pourpre, alors que pour celles des germes

qui ne fermentant pas le lactose sont incolores.

Sur le milieu SMAC, les microorganismes qui fermentent le sorbitol produisent des
colonies de couleur rose, tandis que celles qui ne fermentent pas le sorbitol, comme E. coli
0157:H7, sont incolores.

Sur le milieu Hektoen des colonies fermentant rapidement un des 3 sucres (virage du
bleu au rouge-saumon) et/ou produisant de I’H2S (centre noir). Les colonies vertes ou bleuétres
(absence de fermentation des sucres) indiquent la possibilité de Shigella ou Salmonella non
productrices d’H2S. Les colonies vertes a centre noir indiquent la possibilité de Salmonella. Les
colonies saumon ou jaunes éliminent la possibilité de Salmonella ou Shigella (sauf Shigella
sonnei). Sur le milieu SS, les colonies caractéristiques de Salmonella (lactose négatif) sont
opaques, translucides ou transparentes et généralement avec un centre noir (H.S positif). On les
differencie des colonies de Shigella (lactose négatif) qui sont incolores et des coliformes qui

qui sont rose-rouge (lactose positif).

Les colonies de Staphylococcus aureus apparaissent noires sur le milieu Baird Parker,
(réduction du tellurite en tellurite noir), brillantes et convexes (1.5 a 2.5 mm de diametre apres
48 heures d’incubation) entourées d’une auréole d’éclaircissement (hydrolyse des protéines de

jaune d’ceuf) avec un liseré blanc opaque (hydrolyse des l1écithines).
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Les colonies de Campylobacter apparaissent grisatres sur les milieux Karmali et
mCCDA, souvent avec un reflet métallique, plates et humides et ayant tendance a s’étaler si le
milieu de culture gélosé n’est pas assez sec dans la boite de Pétri. D’autres formes atypiques de

colonies peuvent apparaitre également (Dromigny, 2007).

Tandis que sur le milieu CFA, les colonies de Campylobacter apparaissent rouges avec

un centre foncé, de petite taille.
111.2.2. Identification microscopique
111.2.2.1. Examen a I’état frais

On préléve la colonie sélectionnée a partir de la culture sur milieu gélosé qu’on
incorpore progressivement en remuant trés délicatement a une goutte d’eau stérile
préalablement déposée sur une lame. La suspension homogéne obtenue est recouverte d’une

lamelle. On observe a I’objectif x40 ou X100 sous huile d’immersion.
111.2.2.2. Examen apres Coloration au bleu de Méthylene

On procede comme pour I’examen a I’état frais puis on ajoute du bleu de

méthyléne avant de recouvrir par la lamelle. On observer a I’objectif 40 puis 100 a I’immersion.
111.2.2.3. Coloration de Gram

Une fois les bactéries fixées, nous avons commencé par ajouter le violet de gentiane sur
le frottis pendant 1min. Aprés ringage a I’eau distillée, on recouvre la lame avec le Lugol
pendant 1min. On rincer de nouveau a 1’eau distillée puis a 1’éthanol pendant 30 sec,
immédiatement on rince a 1’eau. Enfin, nous avons ajouté la Fuschine pendant 1min. On rince

de nouveau a I’eau distillée et on séche. On observe a I’objectif 100 a immersion.

Au terme de la coloration de Gram, les bactéries dites « Gram Négatif » apparaissent

roses tandis que les bactéries dites « Gram Positif » sont colorées en bleu foncé/violet.
111.2.2.4. Test de KOH a 3%

Ce test repose sur la résistance différentielle a la KOH entre les bactéries Gram positif
et Gram négatif. Une colonie est melangée avec un petit volume de KOH (3% W/V) sur une
lame de verre pendant 60 secs au maximum. Si la paroi des cellules est lysee, I'ADN cellulaire
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libéré rend le mélange visqueux ou filandreux. Le test positif indique une bactérie a Gram
négatif. Si aprés 1 minute, le mélange n’est pas visqueux et ne ficelle pas alors la bactérie est

dite Gram positif (Halebian et al., 1981 ; Gregersen, 1978).
111.3. Identification biochimique des isolats
111.3.1. Recherche de la Catalase

La catalase est une enzyme catalysant la décomposition de I’eau oxygénée en eau et en
0xygeéne gazeux. Sur une lame propre contenant une partie d’une colonie, 1’eau oxygénée a 10
Volumes est déposée. Si la bactérie posséde cette enzyme, un dégagement gazeux sera observé
(Leyral et Vierling, 2007).

111.3.2. Test d’Oxydase

Sur une lame, on écrase avec une pipette Pasteur une colonie de germes puis on dépose
un disque pré-imprégné par le réactif. Apres 20 secs. Si la colonie prend une teinte rose,
violette. Le germe possede une oxydase : le test est positif. Si la colonie reste incolore, le germe

ne posséde pas d’oxydase et le test est négatif (Leboffe et Pierce, 2011).
111.3.3. Test Mannitol-Mobilité

La gélose Mannitol- mobilité est semi-solide (molle) conditionnée en tubes. Elle permet
d’étudier la fermentation du mannitol et la mobilité des bactéries. L’ensemencement a été
réalis¢ par piqlre centrale jusqu’au fond des tubes a I’aide d’une pipette Pasteur. La
fermentation du mannitol se matérialise par un virage du milieu au jaune. Les bactéries mobiles
diffusent a partir de la ligne d’ensemencement, créant un trouble dans le milieu alors que les

bactéries immobiles poussent uniquement le long de la strie d’ensemencement (Gerhardt et al.,

1994).
111.3.4. Test TSI (Triple Sugar Iron)

Le milieu TSI contient trois sucres : le glucose, le lactose et le saccharose. Il permet une
différenciation des entérobactéries basée sur la production de H2S et la fermentation des
glucides. Le milieu est préparé comme une gélose inclinée peu profonde avec un culot profond,
offrant ainsi a la fois un milieu aérobie et anaérobie. 1l est inoculé par une piqure centrale suivie

d’une série de stries au niveau de la pente de la gélose. Aprés une incubation de 18 a 24 h pour
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la fermentation des glucides et jusqu'a 48 h pour des réactions de H»S. Si la pente est rouge et
que le culot est jaune, cela indique que le glucose a été utilisé mais pas le lactose-saccharose.
Un noircissement dans les parois indique une production de H>S (Leboffe et Pierce, 2011).

111.3.5. Test de la coagulase

Le test de coagulase est généralement utilisé pour différencier Staphylococcus aureus
des autres cocci a Gram positif. Les bactéries sont transférées sur une lame contenant une petite
quantité de plasma. L'agglutination des cellules sur la lame dans les une & deux minutes indique

la présence de coagulase (Kateete et al., 2010).
I11.4. Identification par les galeries API
111.4.1. Api 20E

Pour I’identification des bacilles a Gram négatif dont les Entérobactéries, les autres tests
biochimiques : recherche de la -galactosidase (ONPG), de I’ornithine décarboxylase (ODC),
de la lysine décarboxylase (LDC) et de I’arginine dihydrolase (ADH), production d’H2S,
utilisation du citrate, production d’indole et réaction de Voges-Proskauer, liquéfaction de la
gélatine et la dégradation des sucres ont été réalisés en utilisant la plaque Api 20E (Biomérieux,
2010).

111.4.2. Api Staph

Pour I’identification des genres Staphylococcus, Micrococcus, nous avons utilisé les
galeries Api Staph qui est un systéme standardisé comprenant 20 tests biochimiques
miniaturisés. Les réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des
virages colorés spontanés ou révélés par I'addition de réactifs. La lecture de ces réactions se fait
a l'aide du Tableau de lecture, et I'identification est obtenue a I'aide du Catalogue Analytique

ou d'un logiciel d'identification (Biomérieux, 2009).
111.4.3. Api Campy

Concernant I’identification des Campylobacter, nous avons utilisé le systeme Api
Campy qui comporte comme les galeries précédemment citées 20 tests biochimiques. Celle-ci
est composée de deux parties, la premiere partie de la galerie (tests enzymatiques et

conventionnels) est inoculée avec une suspension dense qui réhydrate les substrats, les réactions
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produites pendant la période d'incubation (en aérobiose) se traduisent par des virages colorés
spontanés ou réveélés par l'addition de réactifs. La deuxieme partie de la galerie (tests
d'assimilation ou d'inhibition) est inoculée avec un milieu minimum, incubée en atmosphere
microaérophile. Les bactéries croissent si elles sont capables d'utiliser le substrat correspondant

ou si elles sont résistantes a I'antibiotique testé (Biomérieux, 2012).
111.5. Identification moléculaire des isolats

Cette partie du travail a été réalisé dans le CNR (Consiglio Nazionale delle Ricerche),

ISPA (Istituto di Scienze delle Produzioni Alimentari), Bari, Italie.
111.5.1. Extraction de PADN

L'extraction de I'ADN a été réalisée a partir d'une seule colonie de chaque isolat en
utilisant le kit InstaGene Matrix (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) suivant les

recommandations du fournisseur. Le protocole passe par les étapes suivantes :

Apres la suspension de la colonie bactérienne isolée dans 1 ml de 1’eau distillé stérile,
on centrifuge a 12000 rpm pendant 1 min et en retire le surnageant. On ajoute 200 ul de
InstaGene Matrix au culot et on incube a 56 °C pendant 20 min. Les tubes sont homogénéisés
au vortex a haute vitesse pendant 10 secondes et ensuite placés dans un bloc chauffant agitateur
(Eppendorf® Thermomixer R) a 100°C pendant 8 min. On agite de nouveau au vortex a haute
vitesse pendant 10 secondes et on centrifuge a 12000 rpm pendant 3 min. 20 ul du surnageant
résultant est utilisé pour 50 ul de chaque réaction PCR, le reste de ’ADN des souches est
conservé a -20 °C pour d’autres utilisations. Afin de vérifier la fiabilit¢ de la méthode

d’extraction, I’ADN est visualis¢ par électrophorése sur gel d’agarose pour toutes les souches.
111.5.2. Identification des Isolats par la technique ERIC PCR
111.5.2.1. Réactifs et conditions de la technique

L’ERIC PCR est une approche qui consiste a multiplier par la réaction de polymérisation
en chaine, des régions d'’ADN génomique bactérien situées entre des séquences de types ERIC
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus). Ces sequences sont hautement répétées et
conservées dans le génome de la plupart des genres bactériens. Elles sont donc utilisees comme
amorces pour l'amplification par PCR de régions de I'ADN génomique bactérien (Soni et al.,
2014 ; Riveraetal., 1995 ; de Bruijn,1992 ; Versalovic et al., 1991).
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L'approche ERIC PCR permet de rendre compte de la variabilité de I'ensemble du
génome bactérien (Versalovic et al.,1991), d’analyser le génome des bactéries appartenant a
des groupes phylogénétiquement proches ou éloignés et de rendre compte de la dispersion des

séquences ERIC caractéristiques de chaque souche bactérienne (Schneider et de Bruijn, 1996).
111.5.2.2. Amorces utilisées

Le tableau n°07, représente les séquences nucléotidiques des amorces utilisées pour
I’ERIC PCR:

Tableau n°07. Séquences nucléotidiques et caractéristiques des amorces ERIC.

Nom d’amorce Séquence 5°-3’ Taille (pb) | Tm® de fusion
ERIC R1 ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC 22 67,6
ERIC2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 22 66,4

La réaction de I’amplification a été réalisée dans des tubes PCR de 0,2 ml avec un

volume final de 25pl. les constituants sont cites dans le tableau n°08.

Tableau n°08. Composition du milieu réactionnel utilisé pour amplification par ERIC-PCR

Constituants ADN Mégamix ERICR1 ERIC 2 | Volume final
Volume 5ul 19 ul 0.5 ul 0.5 ul 25 |

111.5.2.3. Condition de I’amplification

L’amplification par PCR en utilisant les amorces ERIC nécessite les conditions citées

dans le tableau n°09

Tableau n°09. Etapes d’amplification utilisées pour la méthode ERIC PCR.

Etapes de PCR | Dénaturation 30 cycles Elongation
initiale Dénaturation | Hybridation | Elongation finale
1 cycle 1 cycle

Température/durée | 95°C/7min | 90°C/30sec | 52°C/1min | 72°C/8min | 72°C/16min
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111.5.2.4. Visualisation et traitement du produit PCR sur gel d’agarose

Apres achévement de 1’amplification, le produit PCR de chaque microtube est chargé
dans un gel d’agarose préalablement préparé & une concentration de 1,8%. Le gel est ensuite
placé dans la cuve d’électrophorése et I’appareil ou il est immergé dans le tampon TAE (1x),
est mis en marche sous une tension de 100 V pendant 3-4 heures. A la fin de la migration, le
gel d’agarose est coloré avec GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium Inc., Hayward, CA,
USA). Les tailles des produits ont été estimées en utilisant ExcelBand 100 bp (SmoBio) comme

marqueur de taille moléculaire.

Enfin, on visualise le gel sous la lumiére UV dans un Transilluminateur, et on le
photographie. Les photos du gel sont analysées par le logiciel BioNumercis 7.6 (Applied Maths.
Belgium,2016) et un dendrogramme de similarité est réalise.

111.5.3. Identification des souches de Staphylococcus aureus par PCR

67 isolats de Staphylococcus ont été utilisés dans cette étude. Les isolats ont été
récupérés a partir des géloses Baird Parker (Liofilchem, Roseto degli Abruzzi (Te), Italia) et
Chapman Agar (Liofilchem, Roseto degli Abruzzi (Te), Italia) aprés incubation a 37°C pendant
24 a 48 h. Les colonies sélectionnées sont positives pour la coloration de Gram, la catalase, la
coagulase et identifiées biochimiquement par le systeme Api Staph (BioMérieux, Geneve,

Suisse).

Les souches de Staphylococcus aureus produisent une nucléase thermostable
extracellulaire (Thermonucléase [TNase]) a une fréquence similaire qu’elles produisent la
coagulase (Madison et Baselski, 1983). La TNase est une protéine de masse moléculaire de
17000 Da (Tucker et al., 1978). C'est une endonucléase qui dégrade a la fois 'ADN et I'ARN,
et l'activité enzymatique peut résister a 100 °C pendant au moins 1 h. La protéine TNase a été

bien caractérisée et son géne, le géne nuc, a été cloné et séquencé (Brakstad et al., 1992).

Tableau n°10. Séquences nucléotidiques et caractéristiques des amorces ERIC.

Nom d’amorce Séquence 5°-3’ Taille (pb) Reéférence

nuc F GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT 21 Brakstad et al.(1992)

nuc R AGC CAAGCC TTG ACG AAC TAA AGC 24 Brakstad et al.(1992)
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Les génes de la nucléase thermostable (nuc) ont été amplifiés en utilisant les ensembles
des amorces décrites par Brakstad et al. (1992). Les analyses PCR ont été effectuées comme
indiqué dans le tableau n°11, dans les conditions décrites dans le tableau n°12. Les produits de
PCR ont été résolus par electrophorése sur gel d'agarose 1.7% avec du TAE 1x a 100 V pendant
1h.

Tableau n°11. Composition du milieu réactionnel utilisé pour amplification

Constituants ADN Mégamix ERICR1 ERIC 2 | Volume final
Volume 5ul 18 ul 1l 1l 25 ul

Tableau n°12. Les étapes d’amplification utilisées pour la méthode PCR

Dénaturation 37 cycles Elongation
Etapes de PCR initiale finale
1 cycle Dénaturation | Hybridation Elongation 1 cycle
Température
idurée 94 °C/5 min 94 °C/1 min 55°C/30sec | 72°C/1.5 min | 72°C/5 min

Les produits de PCR ont été révélés par électrophorese sur gel d'agarose 1.7% avec du
TAE 1x a 100 V pendant 1 h. A la fin de la migration, le gel d’agarose est colore avec le
GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium Inc., Hayward, CA, USA). Les tailles des produits
ont été estimées en utilisant ExcelBand 100bp (SmoBio), comme marqueur de taille
moléculaire.

IVV. Caractérisation sanitaire des souches
IV.1. Thermorésistance des souches

1V.1.1. Bacillus

IV.1.1.1. Préparation de la suspension sporale

Des pré-cultures des Bacillus spp conservées sur la gélose nutritive inclinée sont
préparées dans 5ml de BHIB et incubées a 37°C pendent 24 h. Une gélose nutritive fortifiée est
préparée en lui ajoutant 50 mL/L de MnSQO4 et 60 mg de CaCl,. Aprés incubation des pré-
cultures, 0,3 mL de chaque tube est étalé sur la GN fortifiée. L’ensemble des tubes est incubé

a 37°C pendant 10 jours. Ensuite, le tapis formé a la surface de la gélose est raclé dans une eau
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distillée stérile et transféré dans un tube cylindro-conique. La suspension sporale est centrifugee
a 6500 tours/min pendant 5 minutes. Le surnageant est jeté et les spores sont lavées par I’eau
distillée stérile. Une seconde centrifugation a 6500 tours/min pendent 15 minutes est réalisée.
Le surnageant est jeté et le culot est conservé dans 3 mL d’eau distillée stérile additionnée
d’éthanol (50/50, V/V) a 4 °C (Benamara et al., 2016 ; Couvert et al., 2005).

IV.1.1.2. Traitement thermique

Trois souches de Bacillus spp représentatives des différents échantillons et secteurs ont
été sélectionnées pour évaluer leur thermorésistance. Il s’agit des souches ES6-1, EM14-1,
ES23-2, pc4, mc,et kw2 . 1 mL de chaque suspension sporale est transféré dans 9 mL de BHIB
stérile. Le traitement thermique est réalisé dans un bain glycérol a 90, 95 et 100 °C pendant 5,
10, 15 et 20 minutes. Aprés chaque traitement, les tubes sont refroidis immédiatement dans
I’eau glacée afin d’arréter I’effet du traitement thermique. Une série de dilutions décimales est
effectuée par la suite. De chaque dillution, 1 mL est transféré dans une boite contenant la gélose

nutritive et les boites sont incubées a 30 °C pendant 48 h pour récupérer les spores survivantes.
IV.1.1.3. Détermination des parametres Dt et Z de la thermorésistance

Les caractéristiques de la résistance a la chaleur d’un microorganisme donné sont
définies par 2 paramétres Dt et Z (Benamara et al., 2016 ; Couvert et al., 2005 ; Nauta, 2001).
Dt exprime le temps nécessaire pour reduire au dixiéme de sa valeur initiale la population d'une
souche bactérienne a une température donnée. Plus la valeur Dt est élevée, plus la

thermoreésistance de la souche considérée est grande.
Dr est liée la population bactérienne initiale par I’équation (1):

logY = L
09N = 5 &

On peut également écrire 1’équation (1) de la maniére suivante :

— = 10°r (2)

L’équation de la courbe de survie peut donc s’écrire sous cette forme :
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-t

N = N, * 10°r (3)
Avec N = population bactérienne au temps t et No = population bactérienne au temps to

Le paramétre Z, appelé facteur d’inactivation thermique, est I’¢lévation de température
qui permet de diviser par 10 le temps de chauffage t ou le temps de réduction décimal Dt pour
une méme efficacité de destruction microbienne. Plus Z sera eleveé, plus la souche sera résistante

aux augmentations de température. Z est lié a T et Dy par la relation :

T;

Tt log Dy, (4)

lOg DTl == 7

— D71 temps de réduction décimale a Ty

— Dr2temps de réduction décimale a T

Les courbes N=f(t) et log N = f(t) sont appelées courbes de survie ou cinétiques de
destruction microbienne. La courbe log N = f(t) est linéaire, (les micro-organismes exposés a
une température Iétale constante, suivent une loi de destruction d’ordre 1 en fonction du
temps). Cette courbe permet de calculer les temps de réduction décimale a différentes

températures. Dt est égal a I'inverse de la valeur de la pente de la droite de régression :

log(N) = f(T)

La courbe log Dt en fonction de T, permet de calculer Z pour chaque souche étudiée. Z

est égal a l'inverse de la valeur de la pente de la droite de régression :

log(Dr) = f(T)

Pour calculer les parametres de la thermorésistance, nous avons utilisé le logiciel
GraphPad Prism V7 et Excel, Office 2016.

IV.1.2. Staphylococcus et Campylobacter
IV.1.2.1. Préparation de la suspension bactérienne

A partir des géloses inclinées, une fraction de chaque souche de Staphylococcus aureus
est ensemencée dans 5 mL de BHIB (Liofilchem, Italie). Les tubes sont incubés a 37°C pendant

24 heures.
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Concernant les Campylobacter, a partir des milieux gélosés, une fraction de chaque
souche est ensemencee dans 5 mL du bouillon Preston complémenté avec le sang de cheval ou
de mouton. L’incubation se fait dans des conditions microaérophile (5% d’0O2, 10% de CO- et
85% d’N2), & 37°C pendant 4 h a 6 h puis prolongée 40 a44 ha41.5 + 0.5°C.

IV.1.2.2. Traitement thermique

Deux souches (PC6, PC8) de Staphylococcus aureus et trois souches de Campylobacter
thermotolérants (B46, B49 et B78l1) ont été sélectionnées pour évaluer leur thermorésistance.
Le traitement thermique des suspensions bactériennes de Staphylococcus aureus est réalise dans
un bain marie régler préalablement a des températures de 57.5, 60, 62 et 65 °C a différents
temps de traitement approprié, alors que la thermorésistance des souches de Campylobacter a
été mesurée a 50, 55 et 60 °C.

Aprés la réalisation d’une série de dilutions décimales, le nombre de souches ayant
survécu au traitement thermique a été déterminé par dénombrement sur la gélose Baird Parker
pour les Staphylocoques et par dénombrement sur gélose Karmali et sur gélose Columbia
additionnée de 5% du sang de cheval ou de mouton, puis incubées en atmosphere

microaérophile a 41.5 £ 0.5 ° C pendant 48 h pour les Campylobacter.
1VV.1.2.3. Détermination des parametres Dt et Z de la thermorésistance

Les parametres Dt et Z sont ainsi déterminés pour chaque souche comme décrits
précédemment dans la section IV. 1. 1. 3.

IV.2. Sensibilité aux antibiotiques des isolats obtenus

Le test de sensibilité aux antibiotiques par la méthode de diffusion des disques est réalisé
pour les souches en utilisant des disques d'antibiotiques commercialisés sur de la gélose Muller-
Hinton. L’antibiogramme est effectué selon le protocole décrit par le Comité Antibiogramme de la
Société Francaise de Microbiologie, (CA-SFM, 2015). Les antibiotiques testés sont choisis selon
les recommandations du Comité de I’ Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie
CA-SFM (2015). L’ensemble des antibiotiques testés sont indiqués dans le tableau 1 de
1I’Annexe 02.
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IV.3. Evaluation de la capacité des isolats a former un biofilm
IVV.3.1. Origine des souches

Dans cette partie, 31 souches ont éte évaluées de leur capacité a former des biofilms. 20
souches appartiennent au genre Bacillus proviennent de la viande de poulet crue, alors que les
souches restantes sont des Staphylococcus aureus, isolées du doner kebab. Les expériences de

cette partie ont été menée au niveau du Laboratoire LAMAABE, Université de Tlemcen.

IV.3.2. Caractérisation phénotypique de la formation de biofilm par les
microplaques de titration a 96 puits en Polychlorure de Vinyle (PVC)

IVV.3.2.1. Principe de la technique

La technique des microplaques de titration au cristal violet, mise au point par O’Toole
et Kolter, (1998) est utilisée pour étudier la capacité des souches a former le biofilm. 1l s’agit
d’une technique colorimétrique basée sur le principe que le cristal violet se lie de maniére
proportionnelle a la biomasse du biofilm (Niu et Gilbert, 2004). En effet, cette technique permet
de visualiser les cellules qui s’attachent a la surface du PVC et se colorent en pourpre avec le

cristal violet, alors que les surfaces abiotiques ne sont pas colorées (Pratt et Kolter, 1998).
1VV.3.2.2. Préparation de la suspension sporale

La suspension sporale des souches de Bacillus est réalisée selon le protocole décrit

précédemment dans la section IV.1.1.1.
1V.3.2.3. Préparation de la suspension bactérienne

La suspension bactérienne des souches de Staphylococcus aureus est réalisée comme

décrit précédemment dans la section 1V.1.2.1.

IV.3.2.4. Protocole de la caractérisation de la formation de biofilm par les
microplaques de titration

5 mL de BHIB (Liofilchem, Italie) a 0.5 % de glucose sont ensemencés par les souches
a tester. Les souches de Staphylococcus aureus sont incubées a 37°C pendant une nuit puis
ajustée a une concentration finale de ~ 108 ufc / ml, alors que celles de Bacillus sont passées

directement la mesure de la densité optique.
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Chaque puits de la plaque est rempli par 200 pL de BHIB a 0.5 % de glucose et 10 pL
culture bactérienne. Chaque souche est inoculée dans 2 puits et les puits servant de contrdle ne
contiennent que le BHIB a 0.5% de glucose. Les microplaques de titration sont incubées a 37°C
pendant 24 h. Par la suite, les cultures sont éliminées et les puits sont lavés 2 fois par le tampon
phosphate salin (ou PBS pour Phosphate Buffered Saline) pour éliminer les cellules non
adhérées. Les plaques sont séchées a 1’air libre pendant 15 min. Chaque puits est alors rempli
par 250 pL de cristal violet & 1% qu’on laisse agir 15 min a température ambiante. Ensuite, les
puits sont rinces plusieurs fois avec le PBS et laissés sécher a I’air libre pendant 15 min. 200

ML d’acide acétique a 33% sont versés dans chaque puits. On laisse agir 1’acide pendant 30 min.

La densité optique est mesurée a 595 nm a I’aide d’un spectrophotométre lecteur de
microplaque (BioTek). Les souches sont alors classées comme suit (Stepanovic et al., 2000) :

— DO < DOremoin : SOuche non formatrice de biofilm ;
— DOrémoin < DO < 2x DOremoin : SOuche faiblement formatrice de biofilm;
— 2X DOrémoin < DO < 4x DOrémoin : SOUChe & capacité modérée ;
— DO > 4x DOr¢moin: Souche fortement formatrice du biofilm.
Pour chaque souche, cette technique a été réalisée en duplicate

IV.3.3. Caractérisation phénotypique de la formation de biofilm par la production
de slime sur la gélose au Rouge Congo

La gélose au Rouge Congo est un milieu convenable pour la détection des souches
productrices de slime. Sur ce milieu les souches exprimant le PI1A (Polysaccharide Intercellular
Adhesion) donnent des colonies noires avec une surface rugueuse contre des colonies de

couleur rouge et a surface lisse pour les souches PIA négatives (Ziebuhr et al., 2001).

Le milieu gélosé au Rouge Congo a été préparé selon la formule de Freeman et al.,
(1989). Pour un Litre de ce milieu, nous avons utilisé 37 g de bouillon BHI (Merck, Germany),

50 g de saccharose, 10 g de 1’agar-agar bactériologique et 0,8 g de Rouge Congo (Fluka, India)

Les boites contenant milieu gélosé au Rouge Congo sont inoculées par les souches a
tester a partir du milieu BHIA et incubées a 37 °C pendant 24 a 48 h. Les souches productrices

de slime donneront des colonies noires a surface rugueuse alors que des colonies rouges a
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surface lisse indiqueront un resultat négatif. Les souches de phénotype variable donneront des
colonies & centre noir et contour rouge ou a centre rouge et contour noir.

IV.3.4. Evaluation de la capacité a former les biofilms sur les surfaces en acier
inoxydable

1VV.3.4.1. Préparation des surfaces

Des surfaces en acier inoxydable de type AISI 304 et de taille 2.5 cm x 1 cm ont été
utilisées. Ces surfaces solides sont utilisées pour examiner in vitro la capacité de nos souches a
former des biofilms. Les lames d’acier sont nettoyées et stérilisées selon la méthode décrite par
Rossoni et Gaylarde (2000). Elles sont d’abord rincées a 1’acétone (Merck, Germany) pur puis
lavées par immersion dans de la soude a 1% (p/v) a pH = 13.2 pendant 1 h, elles sont alors
rincées a I’eau distillée stérile puis mises a sécher. Ensuite les lames sont lavées avec 1’alcool a
70% (v/v), rincées avec I’eau distillé stérile (EDS) et séchées pendant 2 heures a 60°C. Placées

dans des boites de Pétri en verre, les lames sont autoclavées a 121°C pendant 20 minute.
1VV.3.4.2. Préparation des suspensions sporales et des suspensions bactériennes

Les suspensions sporales de Bacillus ont été préparées selon le protocole décrit
précédemment dans la section IV. 1. 1. 1 alors que les suspensions de Staphylococcus aureus

ont été realisées selon le protocole décrit dans la section 1V.1.2.1.
1VV.3.4.3. Protocole

Le protocole appliqué est celui décrit par Paytubi et al., (2014) avec quelques
modifications. Les lames sont placées dans des boites de pétri stériles. Un volume de 20 ml de
la culture bactérienne est coulé dans les boites. L’incubation est faite a 37 °C pendant 24, 48 et
72 h. Aprés chaque période d’incubation les lames sont rincées 3 fois avec le PBS pendant 10
secondes pour éliminer les cellules non adhérées. Les biofilms ainsi formés sont fixés par
incubation & 80 °C pendant 30 minutes. Les lames sont ensuite immergées dans le cristal violet
a1l % (p/v), aprés 15 minutes, elles sont rincées avec I’eau et séchées a 1’air. Une fois séchées,
les lames sont placées dans 5 mL de 1’acide acétique a 30% et agitées vigoureusement pendant
30 minutes. Pour une évaluation quantitative, la densité optique est mesurée a 545 nm comme
étape finale. Les souches sont classées comme décrit par Stepanovic et al., (2000) et cité dans
la section 1V.3.2.4.
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IV.4. Inhibition des biofilms par des molécules naturelles

Dans cette partie, nous avons essayé de mettre en évidence ’activité de certaines
molécules naturelles qui ont un lien direct avec les ingrédients utilisés dans la préparation du
doner kebab et les différentes préparations de la viande de poulet vis-a-vis des biofilms formés

par des bactéries isolées a partir du méme produit.

IV.4.1. Evaluation de I’effet du poivre noir et du poivre blanc sur des biofilms a
Staphylococcus aureus

IV.4.1.1. Préparation des extraits du poivre noir et blanc (Piper nigrum)

Des extraits aqueux de poivre sont obtenus selon le protocole élaboré par Pérez et
Anesini (1993). Des grains de poivre secs sont broyés jusqu’a 1’obtention de poudres. 500 mg
de poudre de chacun des deux poivres sont mélangés avec 8 mL d'eau bouillante. Chaque extrait
est stocké dans un récipient fermé a 5°C pendant 7 jours (Figure n°07). L’extrait est filtré avant

son utilisation.
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Figure n°07. Photos de la préparation des extraits du poivre noir et blanc. (Al), les grains du poivre

noir et blanc séchés a l'air et broyés (A2), les deux extraits de poivre noir et blanc (B)
1V.4.1.2. Développement du biofilm de Staphylococcus aureus en systeme batch
1V.4.1.2.1. Préparation du systéeme utilisé pour la formation de biofilm

Le modéle expérimental utilisé dans cette étude pour la formation des biofilms est
inspiré des systémes utilisés par Gram et al., (2007) et par Bagge et al., (2001). Le systeme est
constitué de deux cercles en acier inoxydable (AISI, 304), dans lesquels 12 coupons de la méme
matiere sont tenus en position verticale et radiale (voir figure n°08). Les lames font 2.5 cm de

longueur et 1 cm de largeur et ont une épaisseur de 1 mm. L’ensemble du systéme est nettoyé
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comme décrit précédemment (section 1V.3.4.1.) et placé dans un bécher stérile et couvert par

du papier aluminium avant son autoclavage.

Figure n°08. Le modele expérimental utilisé pour la formation de biofilm de Staphylococcus aureus. 2
anneaux d’acier sur lesquels 12 lames sont disposées verticalement en position radiale (A), ce dispositif
est mis dans un bécher stérile puis stérilisé (B), Le Bouillon BHI et la suspension bactérienne introduits

dans le bécher contenant le dispositif d’acier (C).
1V.4.1.2.2. Préparation de la suspension bactérienne

Les suspensions des souches de Staphylococcus aureus ont été réalisées selon le
protocole décrit dans la section 1V.1.2.1.

1VV.4.1.2.3. Protocole

200 mL du bouillon BHI (Liofilchem, Italy) et 50 mL de la culture bactérienne de
Staphylococcus aureus sont versés dans le bécher. Incubation du systeme est faite a 37°C
pendant 10 jours, sans renouvellement du milieu et sous agitation de 100 rpm.

1V.4.1.3. Traitement des biofilms

Des tubes sont remplis par 1’extrait du poivre noir et du poivre blanc a trois
concentrations différentes : 1, 2 et 3%. Les lames sont retirées aseptiqguement des systemes et
rincées avec le PBS. Chaque lame est plongée dans le tube de I’extrait de poivre approprié, on
laisse agir pendant 5, 10 et 15 minutes. Les lames sont rincées avec PBS aprés le temps de

traitement. Les lames du contrdle sont soumises directement au dénombrement.
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1V.4.1.4. Dénombrement des bactéries attachées sur les lames apreés les traitements

Les lames sont transférees dans des tubes contenant 10 ml de PBS. Les tubes sont ensuite
placés dans le bain a ultrason & 100 kHz (WiseClean) pendant 2.5 minutes. Une
homogénéisation au vortex pendant 30 secondes est réalisée. L opération est répétée une autre
fois. Une série de dilutions décimales allant jusqu’a 102 a été réalisée. 100 ul de chaque dilution
sont ensemencés sur gélose PCA. L’incubation est faite a 37°C pendant 24 heures. Chaque

souche est testée en duplicate.

Aprés I’incubation le dénombrement est réalisé et les résultats sont exprimés en ufc/cm?

selon la formule suivante :
N(ufc/cm?) = [nV/d]/S (5)
— n: nombre de colonies compteées sur la boite retenue ;
— d: taux de dilution ;
— V :volume de la dilution qui a servi au dénombrement

— S : surface de la lame délimitée ici a 5 cm?.

Pour les lames témoin, le nombre est noté No, tandis que pour les lames traitées, le
nombre est noté Nr. La réduction logarithmique des cellules de biofilm récupérées a partir de

coupons de I’acier inoxydable a ¢été¢ déterminée de la manicre suivante :
Red log = logN, — logNg (6)
— No : nombre de cellules témoins non traitées ;
— Nr: nombre de cellules récupérées apres traitement.
IV.4.2. Evaluation de I’effet I’ail sur des biofilms & Staphylococcus aureus
1V.4.2.1. Préparation de I’extrait de I’ail (Allium sativum)

L'ail utilisé dans cette partie a été acheté d’un marché local de Tlemcen. Les bulbes d’ail
ont été pelées, rincées a 1’eau courante et coupées en petits morceaux, puis séchées au soleil

pendant 07 jours. Ensuite, les bulbes d’ail séchées ont été broyées en poudre fine a I'aide d'un
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broyeur électrique. Le protocole appliqué est celui élaboré par Gull et al., (2012) et rapporté par
Al Bayati en (2017) avec quelques modifications, indiqué dans la figure n°09. On a fait tremper
1 g de poudre d'ail dans 300 mL d'éthanol pur. Le bécher contenant le mélange est mis sous
agitation a une température ambiante pendant 5 jours. L'extrait brut est alors filtré puis
concentré dans un évaporateur rotatif. L’extrait brut séché est dissous dans Ie

diméthylsulfoxyde (DMSO) a la concentration finale de 300 mg/mL.
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Figure n°09. Préparation de 1’extrait de I’ail, (A) : fines tranches de 1’ail séchées pendant 7 jours ; (B)
poudre fine de 1’ail obtenue aprés broyage ; (C) : mélange de 1’ail et de 1’éthanol ; (D) : concentration

de I’extrait brut par évaporateur rotatif et (E) : extrait pur obtenu
1V.4.2.2. Développement du biofilm a Staphylococcus aureus en systéme Batch

Les protocoles suivis dans la préparation du systéeme, préparation de la suspension
bactérienne, traitement des biofilms et dénombrement des bactéries attachées sur les lames
apres traitement sont les mémes que ceux décrits ci-dessus dans la section 1V.4.1.2.
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IV.4.3. Evaluation de I’effet de I’acide acétique et I’acide citrique sur des biofilms

a Staphylococcus aureus

Les protocoles suivis dans la préparation du systeme et la préparation de la suspension

bactérienne, sont les mémes que ceux décrits ci-dessus dans la section 1V.4.1.2.

Pour le traitement des biofilms, les tubes sont remplis par 5 mL d’acide acétique (Sigma-
Aldrich, Germany), ou d’acide citrique (Sigma-Aldrich, Germany) avec des concentrations de :
1;15;2;25et3%etdel, 2, 3,4 et5% respectivement. Les lames sont retirées aseptiquement
des béchers et rincees avec le PBS. Chaque lame est plongée dans le tube approprié, on laisse
agir pendant 5, 10 et 15 minutes. Apres les temps de traitement, chaque lame est rincée par le

PBS. Les lames servant de contrdle sont soumises directement au dénombrement.

Le dénombrement des bactéries attachées sur les lames apres traitement est realisé

comme décrit ci-dessus dans la partie 1V.4.1.

V. Evaluation quantitative des risques de Campylobacter dans le déner kebab

Cette partie a été effectuée en collaboration avec le National Food Institute, Technical
University of Denmark (DTU). L’objectif est 1’estimation du risque associé & Campylobacter
auquel est exposeée la population de la ville de Tlemcen en consommant du déner kebab a travers

la construction d’un modeéle QMRA pour I’évaluation de ce risque.

A cette fin, nous avons utilisé le processus modulaire du modéle de risque (MPRM)
proposée par Nauta (2008) comme outil de modélisation de 1’évaluation quantitative des
risques. L’objectif du modele décrit et discuté ici est de réaliser une évaluation quantitative du
risque lié a Campylobacter (danger biologique) dans le déner kebab consommé par la
population de la ville de Tlemcen. L’objectif final du modéle est la determination de la
probabilité de contracter une campylobactériose ou le nombre probable de cas de
campylobactériose par an due a la consommation du doner kebab. La chaine de production du
doner kebab est illustrée dans la Figure n°10. La structure du MPRM, dans laquelle les modules
sont définis, est basée sur la description de la chaine de production et sur les caractéristiques

physiologiques de Campylobacter. Le processus de base dominant était l'inactivation.
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Les informations et les données pour I'élaboration du modeéle ont été obtenues a partir

de cette étude et de la littérature lorsqu'elles n'étaient pas disponibles.

La majorité des parameétres étaient représentées par des distributions probabilistes plut6t
que des valeurs discretes fixes. Le logiciel @Risk (version 7.5.0., Palisade Corporation,
Newfield, NY, Etats-Unis) associé a la plateforme Excel 2016 (Microsoft, Etats-Unis) ont été

utilisés pour I’exécution et les simulations Monté Carlo du modele.
V.1. Identification du danger

Campylobacter représente 1’une des principales causes de toxi-infections alimentaires
et d'infections entériques dans les pays développés (Crotta et al., 2017 ; Sabike et al., 2017 ;
Stella et al., 2017 ; Zhu et al., 2016 ; Chapman et al., 2016 ; EFSA, 2013 ; WHO, 2001). En
2011, la campylobactériose était la zoonose la plus fréquemment diagnostiquée en Europe, avec
plus du double de cas confirmés que la salmonellose (EFSA, 2013). Campylobacter est
principalement associé a la volaille (Messad et al., 2014 ; WHO/FAO, 2009 ; EFSA, 2006 ;
Nauta et al., 2005). 1l est généralement isolé de la viande fraiche, mais peut étre aussi transmis
par une contamination croisée lors de la préparation de 1’aliment (Nauta et al., 2009).
L'incidence rapportée des infections a Campylobacter a nettement augmenté dans de nombreux
pays au cours des 20 derniéres années bien que les taux d’incidence ne reflétent que le nombre
des cas confirmés en laboratoire (WHO/FAO, 2009 ; Samuel et al., 2004). Le nombre réel
d'infection est certainement supérieur au nombre des cas signalés. En effet, dans 1’Union
Européenne le nombre de cas de campylobactérioses survenant chaque année a été estimé a 2,4
millions par an d’apres le Centre européen de prévention et de contr6le des maladies (EFSA et
ECDC, 2015), tandis qu’Havelaar et al. (2013) ont estimeé & 9,8 millions le nombre de cas
survenus dans 1’Union Européenne en 2009 (Thépault et al., 2018). Les cas d’infection
humaines sont généralement causés par C. jejuni, et dans une moindre mesure, par C. coli
(WHO/FAOQ, 2009 ; EFSA, 2006, Gilpin et al., 2012).

Les bactéries appartenant au genre Campylobacter sont des bacilles mésophiles a Gram
négatif, non sporulantes, mesurent entre 0,5 et 5 um de long et entre 0,2 et 0,5 um de large
(Anses, 2020a), de forme spiralée ou incurvée, pouvant évoluer vers une forme coccoide,
certainement dégénérative, possédent un ou deux flagelle(s) polaire(s) et sont trés mobiles. C.
jejuni et C. coli se distinguent de la plupart des autres Campylobacter spp. par leur température

optimale de croissance plus ou moin élevée de 42°C. Leur croissance est favorisée dans une



Matériel et Méthodes G

atmosphére appauvrie en oxygene et enrichie en CO2 5a10% d'0z et 1 a 10% de CO>). Plusieurs
espéces ou sous-espéces, appartenant au genre Campylobacter sont souvent dénommées
Campylobacter thermotolérants, car elles sont capables de se développer également de maniére

optimale a 41,5 °C. Ces bactéries ne se multiplient pas dans les aliments.
V.2. Caractérisation des dangers

Campylobacter peut causer une entérocolite aigué et les principaux symptémes sont :
un malaise, une fiévre et des douleurs abdominales suivis d'une diarrhée, parfois sanguinolente.
Les séquelles incluent des désordres neurologiques tels que le syndrome de Guillain-Barré
(WHO/FAO, 2009). Un petit nombre de ces bactéries peut provoquer des symptdmes gastro-
intestinaux cliniques (Habib et al., 2008). La probabilité de développer la maladie aprés
ingestion d'une cellule est de 1/200 pour la population générale. Les enfants présentent une
probabilité de campylobactériose 2,5 fois plus élevée que la population générale pour une dose
ingérée de 100 cellules (Anses, 2020a).

La probabilité d'infection par les cellules de Campylobacter consommées, r, est la valeur
décrite par la distribution béta :

[~ béta (a, p)] (7

Le modele béta-Poisson développé par Teunis & Havelaar (2000) a été utilisé pour
estimer la probabilité d'infection a partir de la consommation d'une dose D de cellules de

Campylobacter et a été mis en ceuvre comme Suit:
Pin¢(D;a,B) = 1 — Gamma(a + f) X Gamma (B + D)/Gamma(a + B + D)/Gamma(p) (8)

Les valeurs de o et g chez Campylobacter sont respectivement de 0,145 et 7,59 (Nauta

et al.,2009). Selon Nauta et al. (2007), 1/3 des personnes infectées développent la maladie.
V.3. Evaluation de I’exposition
V.3.1. Schéma général du modéle d’évaluation des risques

Le résultat de 1’évaluation de 1’exposition est une estimation de la probabilité qu’un
consommateur soit expos¢ a 1’agent pathogene présent dans 1’aliment et la concentration de ce
pathogene (dose) dans une portion individuelle au moment de la consommation (FAO, 1999).

La premiére étape consiste a réaliser une description de la chaine de production du produit, qui
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peut inclure toutes les étapes (ou une partie) de la transformation, distribution, manutention, et
de la consommation (Lammerding et Fazil, 2000 ; Coleman et Marks, 1999). Toutes ces étapes
peuvent étre identifiées comme I'un des six processus de base (modules) : soit I'un des deux
processus microbiens, croissance et inactivation, ou lI'un des quatre processus de manipulation

du produit : mélange, séparation, élimination et contamination croisée (Nauta, 2002).

La chaine de production du doner kebab est ainsi divisée en une série d'étapes de
traitement et un processus de base (module) est attribué a chacune de ces étapes. La
transmission de Campylobacter est décrite par étapes en modélisant le changement du nombre

de microorganismes par unité U.

La figure n°10 représente le schéma utilisé comme point de départ pour cette étude
d'évaluation des risques. Le kebab est fabriqué a partir de poulets désossés qui sont
potentiellement contaminé par Campylobacter. Les morceaux de viande de poulet sont
assaisonneés et marinés, et assemblés sur une grande brochette pour la confection du kebab. La
brochette de kebab est ensuite congelée pendant une durée variable, puis mise a la cuisson et
enfin consommeée. Les facteurs pertinents pour les modes de préparation et de consommation
(la cuisson, la marinade, la congélation, la quantité d'aliments consommeés dans une portion et

la fréquence de consommation) sont pris en compte.

La multiplication de Campylobacter n'est pas prise en compte lors de la transformation
a l'abattoir, et lors du transport. Cette hypothese est confortée par le fait que Campylobacter ne
se développe pas a des températures inférieures a 30 °C, ce qui signifie en principe gu'ils ne se

développent et ne proliferent que dans chez un héte (Solow et al., 2003).

Le modele proposé ne prétend pas étre final car plusieurs voies de contamination
possibles ont été omises. Par contre, le modeéle proposé se veut comme le premier élément
constitutif qui pouvant étre étendu a d’autres voies de contamination dans une version ultérieure

plus compléte du modéle EQRM.
V.3.2. Présentation et description du modeéle

La plupart des évaluateurs des risques préferent les méthodologies stochastiques car
elles integrent la variabilité présente dans 1’agent pathogene, 1’hdte et 1’aliment et permettent

de représenter l'incertitude de nos connaissances. (Haas et al., 2014 ; Coleman et Marks, 1999).
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Figure n°10. Représentation schématique de la chaine de production du doner kebab telle que modélisée

dans I'évaluation de I'exposition. Les facteurs qui influencent ou modifient la prévalence et/ou la

concentration de Campylobacter au cours de la préparation du doner kebab sont décrits dans I'exposition.
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La structure du modéle stochastique et les données sont présentées dans le tableau n°...

et detaillée étape par étape ci-dessous :
V.3.2.1. Etape 1: Contamination de la viande de poulet crue

La prévalence de contamination par Campylobacter dans la viande de poulet crue Praw
meat €St SUPpPOSEée constante dans tout ce modéle. Son impact sur le modele de risque a été calculé
dans la section (analyse des scénarii). La distribution de la concentration de Campylobacter

Craw meat, dans les échantillons positifs a été décrite par une distribution normale :

CRaW meat Normal ( mCRaW meat’ SdCRaw meat) (9)

(M ¢ raw meat) €tant la valeur moyenne ou attendue et (sd c.rawmeat) €St la deviation standard

(écart type) décrivant la variation de la moyenne.
V.3.2.2. Etape 2: Mélange

Le poids d'une brochette du doner kebab (Ukeban) est supposeé étre de 10 kg. Pour décrire
la variabilité du poids du poulet desossé (Uchicken,i) utilisé pour la préparation du doner kebab,

une distribution normale a été utilisée:

UChicken,i ~ Normal ( Mchicken Units Sdchicken Unit) x 1000 (10)

Uchicken,i st le poids du poulet i (g), Mchicken unit €St le poids moyen et Sdchicken unit €St
I'écart type. Les données sur le poids du poulet désossé utilisées dans le modéle de base sont
présentées a l'annexe A. pour faire passer ’unité du Kg au g, la distribution a été multipliée x
1000.

Pour obtenir le nombre (en log cfu) de Campylobacter par chaque poulet désossé
(Cchicken,i) dans un lot du doner kebab, (Craw meat) €n (log cfu/g) a été additionne au logarithme

d’un échantillon de la distribution normale du poids du poulet désossé (Uchicken,i)

CChicken,i = lOg UChicken,i + Craw meat (11)



Matériel et Méthodes

Le nombre de poulets désosses (nkeb) qui entre dans la composition d’un lot de déner
kebab (Ukebab) a été calculé par simulation, comme le nombre total d'échantillons obtenus lors
de la sommation des échantillons de Uchicken,i jusqu'a ce que le poids total soit égal ou supérieur
a 10 kg.

Ukebab = Qi=1.nkeb Uchicken,i (12)

L'état de contamination de chaque poulet désossé inclus dans le lot (Pchicken, i) a été

obtenu ainsi :

Pchicken,i ~Binomial (1' Praw meat) (13)

OU Pechicken, i =1 si le poulet est contaminé, et 0 dans le cas contraire.

Le nombre total de bactéries qui contamine un doner kebab (Ckebab) a été simulé pour
chaque poulet désossé positif i (i=1... nkeb) inclus dans le lot (en prenant un échantillon
aléatoire de Cchicken,i pour chaque poulet positif). Les concentrations de Campylobacter pour
chacun des poulets positifs ont été additionnées pour déterminer le nombre total de

Campylobacter dans un lot de Doner kebab:

— Cchi i
Ckebab - 2i=1...nkeb PChicken,i X 10Q%Chicken;i (14)

Tous les poulets désossés utilisés dans un lot du Déner Kebab sont supposeés étre issus
d'un abattage du méme jour, donc, Le délai entre I'abattage, le refroidissement et la préparation

est supposé constant pour tous les poulets désossés du méme lot.

Par aileurs, nous avons supposé que la réduction de Campylobacter par la marinade
(Mmar) et la manutention durant 1’assaisonnement (Hseas) sont des valeurs fixes : Mmar = -2,
Hseas= 0,5.
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V.3.2.3. Etape 3: Stockage (congélation)

La variabilit¢ du temps de congelation (Stime) a €té ajustée par une distribution
triangulaire, avec un temps minimal de 0, tres probable 1 jour et un maximal de 3 jours, sur la

base de données observées.

La réduction de la concentration de Campylobacter dans I'étape de congélation du doner
kebab (Srreezing) a été calculée en ajustant les données de (Bhaduri et Cottrel, 2004) qui ont
trouvé une réduction de 0,56 log aprés une journée de congélation a -20 ° C et une réduction de

0,75 log apreés trois jours:

Srime ~Triang (0,1,3)
If Stime < 1: SFreezing = —0.56 X Stime (15)
otherwise: Spreezing = —0.465 — 0.095 X Syime

V.3.2.4. Etape 4: Cuisson

Le principal défi était de décrire et d'inclure la variabilité des barémes temps-
température et leur impact sur la variabilité de I'inactivation thermique de Campylobacter. A
notre connaissance, il n'y a aucune étude concernant I'inactivation thermique de Campylobacter
pendant la cuisson du doner kebab. Par conséquent, les données de la littérature ont été
appliquées a l'aide d'un modele log (D) dérivé des données liées aux études d'inactivation
thermique de Campylobacter spp. dans la viande de poulet de Blankenship et Craven, (1982).

Tableau n°13. Données utilisées pour modéliser 1’étape de cuisson du doner kebab (valeurs D+ pour

I'inactivation thermique de Campylobacter mesurées par Blankenship et Craven (1982).

Température (°C)  Valeurs Dt (min) pour Campylobacter

49 20,5
51 9,27
53 4,89
55 2,25

57 0,98
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Les durées de réduction décimale D49 & Ds7 ont été déduites de la valeur Z obtenue avec
des DT allant de Deo a Dgo de Campylobacter en utilisant I'équation de la courbe de tendance

linéaire (figure n°11):

log Dy = (=0.16 X T) +9.29 (16)

Pour la température de cuisson du doéner kebab, nous avons appliqué une fourchette
assez large de 50°C a 70°C. Cette plage de températures a été rapportée par Todd et al. (1986)
et Yuksek et al. (2009) comme température moyenne de cuisson du kebab a base de viande de
poulet. Nous choisissons une large plage de température car la variabilité des profils de
température n'est pas connue. La distribution des valeurs Dt a été décrite par une distribution

uniforme :

log Dr.~Uniform(logD,y; logDs) 17)

Les temps de cuisson pour le doner kebab (theating) Ont été observés entre 15 et 35
minutes, selon la demande, et mis en ceuvre sous la forme d'une distribution triangulaire avec

une valeur trés probable de 25 minutes.

theating~TTiang(15;25; 35) (18)

La probabilité que Campylobacter survit a la cuisson (Hsurv cooking) €St comme décrite
par (Nauta, 2001):

Hgyry Cooking = _tHeating/DTr (19)
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Figure n°11. Effet de la température sur les temps de réduction décimale (Dag a Dgo) de Campylobacter
dans la viande de poulet collectée de (Blankenship et Craven, 1982). Les données (+) ont été ajustées
par la régression linéaire : log (D) =-0.16 x T + 9.29, donnant : Z= 6.14°C.

V.3.2.5. Etape 5: Exposition

La concentration des Campylobacter dans le doner kebab servi (au moment de la

consommation) est calculée par 1’équation ci-dessous:

Ckebab prep = Ckebab X 1OHseas X 10Mmar X 105Freezing X 10HSurv Cooking (20)

Pour notre étude, nous supposons que le poids moyen d’une portion de doner kebab
servie est de 150 g, introduite dans le modeéle comme une valeur fixe. La dose ingérée (Ding)
sur une portion de doner kebab consommeée par portion est un échantillon d'une distribution

binomiale avec les paramétres :

{ n = Crepab prep
p = UEaten/Ukebab

Ding ~Binomial (Ckebab prep; UEaten/Ukebab) (21)
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En outre, nous supposons que la population qui consomme le déner kebab dans la ville
de Tlemcen représente environ un million par an méme si le nombre réel est probablement plus

grand.
V.4. Caractérisation du risque

Afin d'estimer la probabilité des cas de campylobactériose par an dus a la consommation
du doner kebab, un modele de simulation a été développé sur une feuille de calcul Excel®
(Microsoft Excel 2016, Microsoft Corp.) (Tableau n°14) basé sur les données de prévalence,
de concentration de la viande de poulet crue, distribution de la température de congeélation et de
cuisson, quantités consommées, modele dose-réponse et opinion des experts, et analysé a I’aide

du programme @Risk paramétré pour 100 000 itérations.
V.5. Analyse des scénarii

Plusieurs scénarii hypothétiques ont été construits et comparés en calculant le
logarithme des risques relatifs, le quotient des estimations de risque d’un scénario alternatif et
d’un scénario de référence. Cela a été fait, d’une part, pour analyser la sensibilité de 1’estimation
du risque pour certains parametres incertains du modéle. D’autre part, pour évaluer I’impact sur
le risque de différentes pratiques de préparation du doner kebab en Algérie et tester I'effet de
certaines decisions sur la gestion du risque en intervenant sur des étapes précise de la chaine de

production.

Tableau n°14. Structure du modéle permettant d'estimer le nombre de cas de campylobacteriose dus a

la consommation du déner kebab dans la ville de Tlemcen

Etapes/paramétres Abréviation Données/équations Unité Références
Prévalence de Campylobacter dans la PARSwimeat (s=176) échantillons positifs parmi (n=204) testés: % Données de cette étude
viande de poulet crue 86.3%
concentration moyenne de Campylobacter M ¢ rawmeat 3.816 log cfu/g Données de cette étude

dans la viande crue

écart type de la concentration de SA ¢ Rawmeat 1.474 log cfu/g Données de cette étude

Campylobacter dans la viande crue

Concentration de Campylobacter dans la © Rewmzs ~ Normal (M c.rawmeat; SA cRawmeat) log cfu/g

viande crue
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Poids moyen du poulet désossé M chicken Unit 1.928 Kg Données de cette étude
Ecart type du poids du poulet désossé S chicken Unit 0.178 Kg Données de cette étude
Poids du poulet du poulet i Uchicken;i ~ Normal(m chicken unit; S chicken unit) X 1000 g Calculé
Statut de contamination poulet i (1=oui, Ptz i ~ Binomial (1, Prawmeat)
0=non)
Nombre de poulets dans > 10Kg de nkeb obtenu par échantillonnage dans la simulation Calculé
brochette de kebab
Poids de la brochette du kebab Ukebab = S Ui g Calculé
Nombre de Campylobacter dans le pouleti  Cchickeni = log Uchicken,i + C Rawmeat log Cfu/ Calculé
chicken
Nombre de Campylobacter dans le kebab Crebab =31 nkeb Peticken i X10°Cohicken cfu (Nauta, 2005)
Manipulation (assaisonnement) Al gzes 0.5 fixée log
Marinade M mar -2 fixée log (Birk et al., 2010)
Temps de conservation du doner kebab S Time ~ Triang (0;1;3) day Observé
(congélation)
Stockage (congélation), basé sur une S Freezing If Stime <1: Skreezing = -0.2656% S Time , log Calculé
tendance linéaire
otherwise: Sgreezing = -0.455 - 0.095% S time

Inactivation thermique: calcul de Drsurla  Log Dr =-0.16%x T +9.29
base d'une tendance linéaire
Inactivation par la chaleur : Dy de Log D+, ~ Uniform (log D7o; log Dso) min (Blankenship and
Campylobacter Craven, 1982)
Temps de cuisson passé theating ~ Triang (15 ;25 ;35) min Observé

D =107(-0.16 x T + 9.29) min ((Blankenship and

Craven, 1982) Calculé

Survie apres la cuisson H surv Cooking = - theating/ Drr log Calculé
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Charge finale en kebab Chebab prep = C iebab X 10™H geas X10"M mar X10"S reezing X10"H surv cfu/kebab  Calculé
Cooking
Portion de kebab consommeée par personne U gqen 150 g Estimé
Dose (ingérée) D ing ~ Binomial (Ciebab prep; Ueaten/ Nkeb/1000) cfu/serving  Calculé
Modéle dose-réponse P inf =1- Gamma(a + f) x Gamma(f+ Ding)/ Gamma(a + S (Teunis and Havelaar,
+ Ding) / Gamma(p) 2000)
o 0.145 (EFSA, 2011; Teunis

and Havelaar, 2000)

p 7.59 (EFSA, 2011; Teunis
and Havelaar, 2000)

Probabilité moyenne d'infection M.P it = Mean (P ) Calculé

Probabilité de maladie en cas d'infection P iujint =1/3 (Black et al., 1988;
Havelaar et al., 2000;
Nauta et al., 2007)

Probabilité de maladie Pin = M.P X P g Calculé
Nombre des consommateurs du kebab par N served 1000000 Estimé
an

Cas paran = Pin XN served Calculé

V.6. Validation du modéle

Afin de valider notre modele EQRM, nous avons décidé de construire un autre modele,
basé directement sur les données de contamination des portions du déner kebab « prét a manger
» par Campylobacter pour vérifier la robustesse de 1’estimation du modéle et pour apprendre

davantage sur nos hypothéses de départ (voir tableau n°15).
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Tableau n°15. Structure du modéle de validation permettant d’estimer le nombre de cas de
campylobactériose dus a la consommation du doner kebab dans la ville de Tlemcen directement a partir
des données de contamination des portions du Doéner kebab par Campylobacter

Etapes/parametres Abréviation Données/équations Unité Références
Prévalence de Campylobacter dans le déner Peban (s=37) échantillons positifs parmi (n=96) testés % Données de cette étude
kebab
concentration moyenne de Campylobacter dans MC kebab 1.165 log cfu/lg  Données de cette étude

le doner kebab

écart type de la concentration de Campylobacter  sdc, kebab 0.258 log cfu/lg  Données de cette étude

dans le déner kebab

Concentration de Campylobacter dans le Doner  Cyeban ~ Normal (M cebab; S c. kebab) log cfu/lg  Données de cette étude

kebab

Exposition du modéle de validation VESS = Cyebab Calculé

Portion de Kebab consommeée par personne Ukaten 150 g Estimé

Dose (ingérée) VDing = Round (Ugaen X10" VEjp0;0) cfu Calculé

Modele dose-réponse VP 1 =1- Gamma(a + ) x Gamma(f+ VDing)/ (Teunis and Havelaar,
Gamma(a + S + VDing) / Gamma(p) 2000)

Probabilité moyenne d'infection M.VP = Mean (VP i) Calculé

Probabilité de maladie en cas d'infection P iiint =1/3 (Black et al., 1988;

Havelaar et al., 2000;
Nauta et al., 2007)

Probabilité de maladie VP = M.VP 1 P i Calculé

Nombre des consommateurs du kebab par an N served 1000000 Estimé

Cas par an = VPiy X Pkebap XN served Calculé
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I. Analyses microbiologiques

Les analyses microbiologiques que nous avons effectuées sur le doner kebab commercialisé
dans la ville de Tlemcen ont porté sur la FMAT, la flore psychrophile, les coliformes, E. coli,
Salmonella, Staphylococcus aureus, Campylobacter thermotolérants, Clostridium sulfito-réducteur

et Bacillus spp.

Apres incubation des cultures, nous avons procédé au dénombrement des colonies
caractéristiques de chaque groupe de microorganismes. Les résultats aprés déenombrement des germes
sont synthétises dans le tableau n°16 et répartis par secteur dans quatre figures ; figurel2 a figure 15.

La moyenne des taux de contamination dans la ville de Tlemcen est représenté dans la figure n°16.

L’analyse microbiologique montre que le dénombrement réalisé sur les restaurants du secteur
1 (S1) est fortement contaminé par la flore mésophile aérobie totale (FMAT) avec une moyenne de
6,343 log ufc/g et un taux maximal de 6,698 log ufc/g, les Staphylococcus spp. avec un taux moyen
de 4,118 log ufc/g, 3,639 log ufc/g des Staphylococcus aureus, 3,631 log ufc/g des coliformes, 1,661
log ufc/g des Campylobacter thermotolérants, ainsi que 1,579 des Clostridium sulfito-réducteurs et
3,175 log ufc/g pour les Bacillus spp. Il est a noter la présence de la flore psychrophile avec une
concentration moyenne de 1,12 log ufc/g (voir figure n°12). A propos de la recherche des Salmonella

spp., deux préléevements dans le secteur 1 étaient positifs.
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Figure n°12. Résultats de 1’analyse microbiologique du doner kebab dans le secteur 1 (S1).
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Les résultats de 1’analyse microbiologique du secteur 2 (S2) ont montré que le taux moyen de
la FMAT est de 6,020 log ufc/g. Pour les Staphylococcus spp. 4,137 log ufc/g et 3,221 log ufc/g pour
les Staphylococcus aureus, 2,956 log ufc/g des Coliformes, 1,724 log ufc/g des Campylobacter
thermotolérants, 2,233 log ufc/g des Clostridium sulfito-réducteurs et 3.142 log ufc/g pour les
Bacillus spp. Pour ce qui concerne la flore psychrophile, le taux moyen est de 0,580 log ufc/g (voir
figure n°13).
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Figure n°13. Résultats de I’analyse microbiologique du doner kebab du secteur 2 (S2)

Les résultats dans le secteur 3 (S3) ont montré que la flore totale dans le déner kebab est
présente avec une concentration moyenne de 6,128 log ufc/g, les Staphylococcus spp. avec 5,205 log
ufc/g et les Staphylococcus aureus avec 3,961 log ufc/g. le taux moyen des coliformes est de 1,2 log
ufc/g, 2,392 log ufc/g des Campylobacter thermotolérants, 3,257 log ufc/g des Clostridium S.R.,
3,174 log ufc/g pour les Bacillus spp. et 1,220 log ufc/g de la flore psychrophile (voir figure n°14). 1l

est a noter la présence de Salmonella spp. dans deux échantillons prélevés du secteur 3.

D’aprés les résultats obtenus du secteur 4 (S4), la FMAT était présente avec un taux moyen
de 6,235 log ufc/g, les Staphylococcus spp. avec 4,300 log ufc/g et les Staphylococcus aureus avec
2,915 log ufc/g. La concentration moyenne des coliformes était de 2,329 log ufc/g, 1,501 log ufc/g
des Campylobacter thermotolérants, 1,247 log ufc/g des Clostridium S.R., 4,182 log ufc/g pour les
Bacillus spp. et 1,872 log ufc/g de la flore psychrophile (voir figure n°15).
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Figure n°14. Résultats de I’analyse microbiologique du doner kebab du secteur 3 (S3)
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Figure n°15. Résultats de I’analyse microbiologique du doner kebab du secteur 4 (S4)
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Tableau n°16. Importance des contaminations par groupe de flore microbienne des 96 échantillons du Kebab

prélevés dans la ville de Tlemcen

<10 10-10? | 10%-10% | 10%-10* | 10%-105 | 10°-10° >108 Total
Prévalence
FMAT 4 34 58 96
(5%) (35%) (60%) (100%)
Flore psychrophile 86 10 96
(90%) | (10%) (100%)
Coliformes 57 5 29 5 96
(60%) (5%) (30%) (5%) (100%)
Staphylococcus spp. 33 29 30 4 96
(35%) | (30%) | (31%) (4%) (100%)
Staphylococcus aureus 19 58 10 4 91
(20%) | (64%) | (11%) (5%) (94,8%)
Campylobacter 8 26 2 36
(22%) | (75%) (3%) (37,5%)
Clostridium S. R. 15 43 23 81
(18%) (53%) | (29%) (84,3)
Bacillus spp. 21 39 6 66
(32%) | (51%) | (17%) (68.7%)
Salmonella spp. 4
(4,1%)
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Figure n°16. Moyenne de contamination microbienne des échantillons du doner kebab des quatre secteurs

analysés
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Les résultats des dénombrements microbiens montrent que la flore psychrophile, les
Staphylocoques et les coliformes sont présents dans 100% des échantillons analysés. Ceux-ci sont
suivi par les Staphylocoques a coagulase positif qui sont présentes 94,8% des prélévements, les
Clostridium S.R. dans 84,3%, les Campylobacter thermotolérants dans 37,5% et les Bacillus spp.
dans 68.7% de I’ensemble des prélevements. Alors que salmonella était présente dans 4,1% des
échantillons analyses, uniquement au niveau des secteurs (S1 et S3).

La flore psychrophile se définit par son aptitude a se développer a des températures inférieures
a +7°C (Bornert, 2000). Les agents psychrotrophes d’altérations sont nombreux et variés, mais la
famille des Pseudomonadaceae est souvent la plus représentée. Le genre Pseudomonas possede une
bonne aptitude de développement et d’activité enzymatique jusqu’a une température de +2°C (Gill.
et Newton, 1977). Listeria monocytogenes, bactérie psychrotrophe, peut, également, croitre aux
températures de réfrigération et possede la capacité de persister dans les ateliers et sur les équipements
agro-alimentaires (Anses, 2020b). Elle peut survivre et se multiplier activement a des températures
qui peuvent arriver a -2°C (Anses, 2020b ; Bucur et al., 2018).

La présence des agents de toxi-infections alimentaires ou d'altération dans les échantillons du
doner kebab conservés a +4°C peut étre due a une mauvaise conservation de 1’aliment : durée de
stockage importante par rapport a la durée de vie du produit et manque de maitrise de la chaine de
froid. Certains auteurs ont souligné que 1’ajout d'oignon et d’épices pour le marinage du déner kebab,
provoque une diminution du pH (Kruger et al., 1993 ; Kayahan et Welz, 1992). Ceci favoriserait le
développement de Listeria monocytogenes (Bornert, 2000).

Les coliformes fécaux ne sont généralement pas pathogéenes mais comme ils se trouvent,
généralement, dans le tube digestif des animaux supérieurs et de ’homme (Ulukanli et Cavli, 2006),
ils sont indicateurs de contamination fécale. La présence des coliformes fécaux dans un aliment prét
a la consommation est un signe d’une présence potentielle de pathogenes entériques dans cet aliment.
Les coliformes fécaux sont plus thermorésistants que d’autres indicateurs de contamination fécale
non formateurs de spores (CECMA, 2009). La présence des coliformes fécaux dans le déner indique
un traitement thermique insuffisant, une contamination postérieure au traitement ou a un défaut de
maitrise des bonnes pratiques d’hygiéne (mauvais nettoyage, mauvaise désinfection des locaux et des
équipements). La concentration moyenne des coliformes dans nos échantillons est de 2,53 log ufc/g.
5% des échantillons contiennent plus de 10* ufc /g. Le transfert de chaleur dépend de la composition,
la forme et la taille du produit. En raison de ces facteurs le centre du doner peut rester froid ou tiede
alors que I'extérieur de la masse est déja cuit, ce qui peut entrainer la multiplication des bactéries au
cceur du produit (Bryan et al., 1980). D’apres Todd et al., (1986), il peut ne pas étre possible de

détruire les microorganismes pathogénes a l'intérieur du doéner et que les tranches servies, peuvent
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étre insuffisamment cuites. De ce fait, ce dernier constitue donc un risque pour la consommation
humaine. Il ne devrait pas étre détecté dans un aliment prét a étre consommé méme si une tolérance
est permise (CECMA, 2009).

Le genre Salmonella revét une importance considérable pour 1’industrie agroalimentaire (Li
etal., 2019 ; Moller et al., 2015 ; Osaili et al., 2013 ; Grimont et Bouvet, 1995). En effet, il fait partie
des genres responsable des fievres typhoides et paratyphoides et de toxi-infection alimentaire se
manifestant le plus souvent par des gastroentérites (Gledel, 1985). L’isolement de cette bactérie dans
nos échantillons peut étre di a la présence des épices et des herbes qui contiennent des nombres tres
élevés de ces bactéries y compris les C. perfringens, B. cereus. En effet, ce genre doit étre considéré
comme un danger potentiel pour la santé du fait que la volaille, est la source principale des cas
humains de salmonellose (Efsa, 2021 ; Li et al., 2019). L’intoxication alimentaire est favorisée
lorsqu’aucune des conditions temps-température n’est respectée additionné par 1’ajout des épices
contaminées. De plus, Salmonella spp. se fixent a la peau de la volaille et sont difficiles a retirer
(Kotula et Davis, 1999). Un grand risque peut étre produit par ces agents pathogénes, lorsque la peau
de poulet est ajoutée au poulet doner kebab.

Les Staphylococci sont saprophytes. Leur principal habitat est la muqueuse nasale, la bouche,
la gorge, les cheveux et la peau d’individus sains et sont abondants dans les coupes, les pustules, et
les abcés (Bergdoll, 1989). Dans I’environnement, les staphylocoques ont une dissémination facile et
peuvent ainsi contaminer les aliments. En revanche, la présence de S. aureus montre une indication
de contamination humaine et la possibilité de mauvaises pratiques d’hygiéne (Rosec, et al., 1997).
Elle peut aussi indiquer une re-contamination par des matieres premiéres ou des mauvaises conditions
d’entreposage (Pepe et al., 2006). A la température ambiante, S. aureus & une concentration de 10*
ufc/g est capable de produire une toxine, quelle que soit la concentration de NaCl. Cependant, d'autres
chercheurs ont signalé que la production des toxines ne peut se produire qu'a des niveaux de
population supérieurs a 10° ufc/g ou mL (Dupre et et al., 2019 ; Hennekinne et al., 2012 ; Bhatia et
Zahoor, 2007 ; Balaban et Rasooly, 2000). Dans les deux cas, dans cette étude, nous avons trouvé
que 16% des échantillons dépasse le seuil de 10* ufc/g, et que 5% dépasse les 10° ufc/g, ce qui peut
présenter un probléme sérieux pour la santé des consommateurs si des actions correctives ne seront
pas appliquées. De plus, les températures normales utilisées dans la cuisine ne peuvent pas détruire
les toxines, et surtout que le consommateur ne pourra pas faire la différence, sur les plans aspect et
gout, entre un aliment contenant I'entérotoxine staphylococcique et un autre qui n’en contient pas
(Aycicek, 2005 ; Bergdoll, 1989; Bryan, 1988).

Le genre Campylobacter est une bactérie a Gram négatif, non sporogene, oxydase positive, et

microaérophile. Les espéces les plus souvent impliquées comme agent causal de la campylobacteriose
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sont : Campylobacter jejuni et Campylobacter coli, et relativement rare, Campylobacter upsaliensis
et C. lari (Labarca et al., 2002 ; Prasad et al, 2001 ; Vandamme, 2000). Le taux de campylobactériose
a augmenté dans le monde entier, avec le nombre de cas dépassant souvent ceux de la salmonellose
et la shigellose (Efsa, 2021). La présence de ce genre dans nos échantillons concorde avec certaines
études qui ont montré que les volailles peuvent étre des réservoirs de ces agents pathogenes (Efsa,
2020 ; Allen et al., 2007 ; Oosterom et al., 1983). Cette présence révéle une faible cuisson de nos
échantillons kebab. Aussi, elle peut étre di & la contamination de ceux-ci par I'eau utilisée lors de la
marinade (Butzler, 2004 ; Friedman et al., 2004). Comme elle peut étre due a une contamination
croisée ou le transfert ultérieur des Campylobacter peut avoir lieu des ustensiles de cuisine ou des

mains aux aliments préts a consommer (Luber et al., 2006).
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Figure n°17. Comparaison entre le niveau de contamination entre la matiere premiere (viande cru) et le
doner kebab

Les Clostridium S.R., ont été détectés dans les 4 secteurs. Ceci peut s’expliquer par le fait que
le chauffage abaisse la teneur en oxygéne de l'aliment, fournissant ainsi un environnement plus
anaérobie pour le Clostridium. Le gain de chaleur en profondeur est lent, et le refroidissement
ultérieur est lent ce qui rend les conditions trés favorables a la croissance et la survie des Clostridium
S.R. dans le doner kebab (ElKadri et al.,2020). D’aprés certains auteurs, les aliments contenant une
haute teneur en protéines possedent un risque de croissance des Clostridium, ce qui a été confirmé

par Kupeli (1996), Seeger et al., (1986) et pour les échantillons doner cuits (Kayisoglu et al., 2003).
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Les Bacillus, dont 1’habitat naturel est le sol, sont des contaminants fréquents des aliments
d’ou ils sont transmis a I’Homme (Anses, 2021). En effet, de par leur abondance dans le sol et la
résistance de ses spores, Bacillus peut contaminer pratiquement toutes les matieres premieres. Ainsi,
on le retrouve dans des aliments trés diversifiés (Yu et al., 2020). Dans cette étude, 67.8% des
prélevements étaient positifs pour Bacillus spp. Cette prévalence de contamination observé est plus
élevée que ce qui a été rapporté par Merzougui et al., (2013) au Maroc et par Cho et al. (2011) en
Corée du Sud. Ce taux est, cependant, plus faible que celui rapporté par Sudershan et al., (2012) en
Inde.

B. cereus peut provoquer une intoxication alimentaire a partir d’un taux de contamination de
10° ufc/g et ’aliment est considéré impropre a la consommation (Yu et al., 2020 ; Granum et Lund,
1997). Environ 17 % de nos échantillons dépassent 10* ufc/g, ce qui indique que certaines portions
du doner kebab peuvent causer une intoxication alimentaire en raison de ce niveau élevé de
contamination. Les études ont montré que la cuisson de I’aliment en plein air augmente les risques de
de sa contamination par la flore environnementale (Ng et al., 2013). Par exemple, le doner kebab cuit,
manipulé et vendu en plein air peut étre expose a la poussiére contenant des spores de B. cereus, ce
qui augmente le risque de contamination. Cela pourrait expliquer la forte prévalence et méme la
concentration en Bacillus spp. dans nos échantillons du déner kebab. Il existe peu de données
concernant la production des toxines par B. cereus dans les conditions environnementales. Cependant,
ces toxines étant produites dans 1’intestin aprés ingestion de I’aliment contaminé (Anses, 2021). Par
conséquent, le taux de contamination élevé en Bacillus spp. dans nos échantillons de déner kebab et

ses dangers potentiels ne peuvent pas étre ignores.

Du point de vue des bactéries étudiées, le secteur 1 est celui qui présente le taux de
contamination le plus élevé en FMAT (6,70*10° ufc/g), suivi du secteur 4 (6,25*10° ufc/g), ensuite
viennent les secteurs 2 et 3 avec des taux de 5,90*10° et 5,50*10° ufc/g respectivement. Pour les
Entérobactéries, les coliformes et Staphylococcus aureus, le secteur 1 présente les taux de
contamination les plus élevés avec successivement 3,45*103 ; 3,40*103 et 3,78* 103 ufc/g. En ce
qui concerne les Staphylocoques et les Clostridium S.R, c’est le secteur 3 qui est le plus touché
(4,24* 10* et 3,31* 103) suivi par les secteurs 2, 1 et 4 (voir le Tableau N°1).

En conclusion, plusieurs facteurs influencent la prolifération et la contamination du doner
kebab a base du poulet et les pratiques de préparation des kebabs vendus sur le marché de Tlemcen
ne semblent pas permettre la maitrise de la qualité hygiénique. Par conséquent, il y a un risque
potentiel sur la santé publique dans la région. Selon les valeurs microbiologiques, le risque de maladie

d'origine alimentaire peut étre réduit grace a la mise en ceuvre de pratiques basées sur les principes
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du systeme HACCP. Ce systeme reste le moyen le plus efficace d'y parvenir est de maintenir I'accent
sur la prévention des risques et I'amélioration des processus. A la lumiére des résultats présentés, il
est nécessaire de disposer de normes microbiologiques et chimiques disponibles pour la production

de doner kebab de poulet.

I1. Identification des isolats

11.1. Identification macroscopique et microscopique

L’utilisation de différents milieux de cultures sélectifs nous a permis d’isoler 364 souches.
Sur la base de leurs caracteres phénotypiques, 166 isolats ont été identifiés comme appartenant a la
famille des Enterobacteriaceae, 98 isolats comme étant de la famille des Micrococcaceae et 100

souches suspectées appartenir au genre Campylobacter spp.

Figure n° 18. Campylobacter observée au microscope photonique (objectif 100) aprés coloration de Gram.

11.2. Identification biochimique

11.2.1. Identification des isolats par la galerie Api20e

Dans le but d’identifier les entérobactéries, nous avons procédé a une identification
préliminaire par des tests biochimiques classiques (voir Section Ill. 3. partie Materiel et méthodes)
suivie par une identification via les galeries Api 20e. Au total 125 souches ont été identifiés. Les
résultats sont présentés dans la figure n°19.

Sur les 125 souches testées et présumées appartenir a la famille des entérobactéries, 41% ont

été identifiées comme E. coli (E. coli 1, 27% et E. coli 2, 19%), 35% comme Enterobacter.
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Salmonella spp., Citrobacter freundii, Serratia liquefaciens, Klebseilla oxytoca, Erwinia spp,
Providencia alcalifaciens et Proteus mirabilis ont également été identifiées au taux de 3% pour
chacune d’elles.

Nous avons également identifié des isolats comme étant Pseudomonas aeruginosa bien que

celle-ci ne fait pas partie des entérobacteries

mE. colil
= E. coli 2
= Enterobacter cloacae
Enterobacter gergoviae
= Salmonella ser. Gallinarum
\ = Citrobacter freundii

m Pseudomonas aeruginosa

7%

m Serratia liquefaciens

m Klebsiella oxytoca

= Erwinia spp

m Providencia alcalifaciens

m Proteus mirabilis

Figure n°19. Diagramme représentant les espéces bactériennes de la famille des Enterobacteriaceae isolées du
doner kebab dans la ville de Tlemcen

11.2.2. Identification des isolats par la galerie Api Staph

L’identification, par la galerie Api Staph, des 98 isolats présumés de la famille des
Micrococcaceae, indique la prédominance des Micrococcus spp (33%) et de Staphylococcus aureus
(27%). Les reste a été identifié comme étant de Staphylococcus capitis (13%) et Staphylococcus
lentus (13%) et enfin 7% appartenant a Staphylococcus epidermidis et Staphylococcus saprophyticus
(voir figure n° 20).
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4 N

W Staphylococcus aureus

m Staphylococcus epidermidis

W Staphylococcus capitis

= Staphylococcus lentus

W Staphylococcus saprophyticus

B Micrococcus spp

- J

Figure n°20. Diagramme représentant les especes bactériennes de la famille des Micrococcaceae isolées du
doner kebab dans la ville de Tlemcen

11.2.3. Identification des isolats présumés Campylobacter par la galerie Api Campy

Sur les 100 Isolats présumés Campylobacter identifiés par la méthode conventionnelle basée
sur I’apparence des colonies, 1'examen microscopique et biochimique et par ’utilisation des plaques
Api Campy, 87% étaient apparentés a C. jejuni. Les sous especes appartenant a C. jejuni identifiées
sont C. jejuni subsp jejuni 1 (49%) ; C. jejuni subsp doylei, (29%) ; C. jejuni subsp jejuni 2 (6%) et
C. jejuni subsp jejuni 3 (3%). 11% des éechantillons étaient contaminés par C. coli et 2% avec C.

upsaliensis. (Voir la Figure n°21).

Les résultats obtenus dans cette étude sont en accord avec ceux signalés dans plusieurs études
(Efsa, 2021, Sabike et al., 2017 ; Sallam, 2007 ; Whyte et al., 2004 ; Jgrgensen et al., 2002 ;
O'Sullivan et al., 2000 ; Nielsen et al., 1997). Dans ces études, C. jejuni était toujours I’espece la plus
fréguemment identifiée a partir de produits de viande de poulet (> 75%), tandis que C. coli a été

souvent moins présente (<25%).
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M C. jejuni ssp doylei
B C. jejuni ssp jejunil
m C. jejuni ssp jejuni2

C. jejuni ssp jejuni3
mC. coli

H C. upsaliensis

- )
Figure n°21. Fréquence de la distribution des isolats de Campylobacter identifiés.

11.3. Identification moléculaire

11.3.1. Identification des souches par ERIC-PCR

Dans d’avoir d’illustrer la diversité génétique des souches isolées du Déner Kebab, nous avons
sélectionnés 65 souches appartenant a la famille des Enterobacteriaceae auxquels nous avons
appliqueé la technique ERIC-PCR. Aprés amplification dans le thermocycleur et aprés visualisation
des produits de la PCR, nous avons obtenus les résultats présentés dans la figure n°22. Ces résultats
sont ensuite analysés par le logiciel BioNumerics v 7.6 (Applied Maths. Belgium, 2016). Un
dendrogramme a été obtenu par la méthode UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean) en se basant sur le coefficient de similarité « Pearson correlation » (Voir figure n°
23). L’analyse du dendrogramme de la figure n°® 23, indique la présence de 11 ERIC types, regroupés
en 11 clusters différents, symbolisés dans la méme figure de C1 a C11. Les 65 souches étudiées ont
produit entre 1 amplicon, pour la souche LMB65H, jusqu’aux 8 amplicons pour la souche LMB14M.
La taille des amplicons générés par les différentes souches, varient entre 100 et 1000 pb. Les clusters
C3 et C5, sont les plus larges parmi les clusters : ils regroupent 12 et 11 souches respectivement. Le
cluster C11 est le plus faible groupe en nombre de souches, puisqu’il ne renferme qu’un seul isolat,
LMB3M. Ce dernier forme une branche distincte qui révele qu’il est est different génétiqguement par
rapport aux autres isolats d’entérobactéries étudiés. La similarité entre les isolats étudiés, allant de
14% entre les souches LMB3M et LMB14H, jusqu’a 98.8% pour les souches LMB60H et LMB61H
qui sont donc trés proches génétiguement. La technique ERIC PCR utilisée dans cette étude révele
que les isolats criblés preésentent une grande diversité genétique parfois au sein de la méme espéce.

La salubrité des produits cuits a base de viande tel le doner kebab, devient de plus en plus, un

sujet de préoccupation. Cette flore microbienne qui contamine le déner kebab pourrait provenir du
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contenu intestinal de la carcasse de poulet qui passe dans la chair pendant I'éviscération, le processus
de plumage, la manipulation et la contamination croisée pendant I'entreposage. L’efficacité de la
méthode de cuisson est fortement discutée. Cependant, la cause la plus probable de cette
contamination serait liée aux mauvaises pratiques d’hygiéne, de stockage et de manipulation par les
restaurateurs pendant et aprés la cuisson. Durant toute la période de prélévements, nous avons
remarqué que les restaurateurs n’observaient pas les régles strictes d’hygiéne. Plusieurs publications
faisant état d'enquétes aupres des restaurateurs montrent que des contaminations croisées peuvent se
produire régulierement dans leurs cuisines. Gilbert et al. (2007) ont estimé a partir d'une enquéte sur
les pratiques de manipulation des aliments en Nouvelle-Zélande que 41% et 28% des répondants
utiliseraient respectivement les couteaux et les surfaces de cuisine d'une maniére qui pourrait
permettre une contamination croisée. Cependant, comprendre et modéliser le transfert bactérien vers

les aliments reste un défi de taille, comme l'ont décrit Pérez-Rodriguez et ses collaborateurs en 2008.

Notre compréhension du risque lié aux contaminations croisées des produits cuits a base de
viande tel le déner kebab, devraient bénéficier d'études de recherche plus précises (quantitatives)

portant sur ce phénomene.
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Figure n°22. Empreintes génétiques des souches isolées du doner kebab généré par amplification ERIC-PCR

sur gel d’agarose (photo visualisée par le Transluminateur-UV BioPrint TX4). La piste 1 est le PerfectSize 100

bp XL ladder” (SPRIME, Gaithersburg, Maryland, USA).
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Figure n°23. Dendrogramme UPGMA généré par analyse de similarité (application de ‘Pearson
correlation” comme coefficient de similarité) des empreintes digitales des souches a Gram - obtenues
par ERIC-PCR.
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11.3.2. Identification moléculaire des Staphylocoques

La confirmation de [I’identification de 56 souches présumées appartenir au genre
Staphylococcus a été effectuée par PCR spécifique ciblant le géne de la thermonucléase (nuc). 17
souches étaient positives (figure n°24), ce qui signifie une prévalence de 30.5% en S. aureus dans le
doner kebab.

La recherche des Staphylocoques dans le doner kebab et autres aliments préts a manger a base
de poulet, ont fait I’objet de beaucoup d’études. Au Nigeria, 100 % des plats préparés a base de viande
de poulet analysés ont été trouvés contaminés par S. aureus (Ire et Imuh, 2016). Une prévalence
élevée de S. aureus a, également, été trouvée en Egypte, dans la ville de Benha, 50.8% pour les
produits préts a manger a base de viande de poulet prélevés dans des restaurants et des vendeurs de
rue (Saad et al., 2019) et en Algérie dans la ville d’Alger 38.2% (21/55) dans les aliments & base de
viande (Mekhloufi et al., 2021). Yuksek et al. (2009), ont trouve que 20% des plats du kebab prét a
servir sont contaminés par S. aureus a Bursa en Turquie. Une prévalence de 33.26 % a été rapportée
dans les produits carnés préts a consommer collectés dans les provinces d'Afrique du Sud (Madoroba
et al, 2021). Par contre, les travaux de Nemati et al. (2008), Aycicek et al. (2005) et Vazgecer et al.
(2004) ont abouti a des résultats négatifs concernant S. aureus dans le doner kebab.

Il est a noter que les manipulateurs d’aliments sont reconnus comme la principale source de
contamination des aliments par S. aureus, celle-ci étant une bactérie commensale présente sur la peau,
le nez et les muqueuses de I’Homme et de 1’animal (Titouche et al., 2020 ; Chaalal et al., 2018 ;
Lozano et al., 2016 ; Argudin et al., 2010). Ainsi, la présence de S. aureus dans les aliments constitue
un risque important et peut étre utilisée comme indice de contamination croisée et de mauvaises
pratiques d'hygiéne concernant le personnel comme le soulignent Plaza-Rodriguez et al. (2019) et
Mossel et van Netten (1991).

Les résultats de la présente étude confirment 1’importance de I'hygiene personnelle des
manipulateurs d'aliments, l'utilisation d'ustensiles propres et de moyens de protection lors de la
transformation (masque, gants, etc.) et les bonnes pratiques de fabrication (BPF) devraient étre
surveillées dans les cuisines et unités de service. A titre indicatif, Yuksek et al. (2009), ont procedé a
la recherche des S. aureus sur les couteaux a découper du doner kebab, pinces de service et mains du

personnel des restaurants. Les résultats étaient 102, 10? et 7.110° log ufc/cm? respectivement.

Une négligence importante en terme d’hygiene a ét€ observé par la plupart des restaurateurs.
Malheureusement, le systéme HACCP n'a pas encore été mis en ceuvre dans ces établissements. A la
lumiere des résultats présentés dans cette étude, une attention particuliére doit étre portée sur les BPH,
les BPF et sur le HACCP au détail, qui devraient étre mis en ceuvre pour améliorer la sécurité

alimentaire dans ces établissements.
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Figure n°24. Image sur gel de produits de PCR amplifiés a partir d'isolats d'étude avec des amorces
congues pour le géne nuc. La piste 1 est le PerfectSize 100 bp XL ladder” (SPRIME, Gaithersburg,
Maryland, USA); tandis que les autres voies sont le géne nuc (267 pb) amplifié a partir des souches

de S. aureus.

I11. Caractérisation sanitaire des souches
I11.1. Thermorésistance des souches
111.1.1. Bacillus

Les caractéristiques de thermorésistance des microorganismes sont définies par les deux
parameétres Dt et Z. Les courbes avec les droites de régression log ufc = f(temps) représentées dans
les figures 25, 26 et 27 pour les spores des souches (ES6-1), (EM14-1) et (ES23-2), respectivement,
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nous ont permis de déterminer les valeurs Dr. Ces valeurs déterminées a 90, 95 et 100°C pour les 3

souches étudiées sont notées dans le tableau n°17.
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Figure n°25. Détermination des valeurs Dt de la thermorésistance des spores de Bacillus spp.ES6-1 aux
températures :(A) :90°C, (B) :95 °C et (C) :100°C.
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Figure n°26. Détermination des valeurs Dt de la thermorésistance des spores de Bacillus spp. EM14-1
aux températures :(A) : 90°C, (B) :95 °C et (C) : 100°C.
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Figure n°27. Détermination des valeurs Dt de la thermorésistance des spores de Bacillus spp. ES23-2 aux
températures :(A) : 90°C, (B) :95 °C et (C) : 100°C.
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Tableau n°17. Temps de réduction décimale (Dr) des spores des 3 souches étudiées a différentes températures

Souches Température (°C) Valeurs Dt (min)

90 12,45

Bacillus spp. (ES6-1) 95 3,654

100 1,343

90 8,725

Bacillus spp. (EM14-1) 95 8,819
100 1,072

90 13,05

Bacillus spp. (ES23-2) 9% 5,325
100 3,236

Dans le but de déterminer les valeurs Z qui correspondent a I'élévation de température
nécessaire pour réduire Dt de 90%, les droites de régression log Dt = f(Température) sont tracées
(figures 28, 29 et 30 des 3 souches ES6-1, EM14-1 et ES23-2, respectivement). La valeur Z est
I'inverse de la pente de cette droite de régression. La valeur Z obtenue pour la premiere souche (ES6-
1) égale a 10,34 °C, alors que celle obtenue pour la seconde souche (EM14-1) est de 10,98 °C.

Z=16,51 °C est la valeur de la troisiéme souche.

1.5
1.0
()]
o>
°
0.5
0.0 T T T 1
85 90 95 100 105
T°C

Figure n°28. Détermination de la valeur Z du traitement thermique de la souche Bacillus spp. ES6-1 aux
températures 90, 95 et 100°C.
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Figure n°29. Détermination de la valeur Z du traitement thermique de la souche Bacillus spp. EM14-1 aux
températures 90, 95 et 100°C.
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Figure n°30. Détermination de la valeur Z du traitement thermique de la souche Bacillus spp. ES23-1 aux
températures 90, 95 et 100°C.

La thermoreésistance est un caractere important des spores de Bacillus. Elle varie d’une souche
a une autre et selon les conditions expérimentales. Cette proprieté est liee a plusieurs facteurs
notamment, la teneur en eau et la présence d’enveloppe comme le cortex amorphe et les tuniques
sporales protéiques. Alors que Doyle et Mazzotta ont rapporté en 2000 que d’autres facteurs influent

sur la thermorésistance des spores telles que 1’age de la culture, les conditions de croissance et le
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milieu de recouvrement. La resistance aux fortes températures est due a trois facteurs principaux, la
déshydratation du protoplaste, la minéralisation et 1’adaptation thermique (Cazemier et al., 2001). La
thermorésistance des spores de trois souches de Bacillus spp. testées est étudiée a trois différentes
températures, 90, 95 et 100°C pendant 5, 10 et 15 minutes. Les temps de réduction décimale
mentionnés dans cette ¢tude sont variables d’une souche a une autre. Les valeurs Do obtenus pour
les trois souches sont 12,45 ; 8,725 et 13,05 min, les valeurs Dgs pour les souches sont de 1’ordre de
3,654 ; 8,819 et 13,05 min tandis que les Dioo sont 1, 343 ; 1,072 et 3,236 min. Les valeurs Z obtenus
a partir des droites de régression log Dr= f(Température) sont 10,34 °C pour la premiére souche
testée, 10, 98°C pour la seconde souche et 16, 51°C pour la derniére. Ces valeurs sont en désaccords
avec les résultats obtenus par Gonzalez et son équipe en 1999 car nos résultats sont beaucoup plus
élevés. lIs ont trouvé des valeurs de Dgo varient entre 0,324 a 0,42 min, alors que les valeurs de Dos
varient entre 0,15 et 1,21 min et a 100°C, les valeurs D varient entre 0,065 min et 0,42 min.
Concernant les valeurs Z, les valeurs de notre étude sont plus élevées que celles obtenues par 1’auteur
cité et qui sont 7,63 °C et 8,53 °C. Nos valeurs sont aussi plus élevées que celles déterminées dans
I’étude menée par Byrne et al., en 2006 et qui sont 8 et 8,6 °C. Tandis que nos résultats sont conformes

aux données de I'agence francaise Anses (2011a) qui varient entre 7,4 a 15, 7°C.

On a constaté également que le traitement thermique appliqué aux spores de Bacillus spp.
isolées du doner kebab a des températures 90 °C, 95 °C et 100 °C pendent 15 min a diminué la charge
des spores jusqu’a 4,64 log. Cela reste insuffisant pour tuer la quasi-totalité des spores des Bacillus
spp. Elles sont résistantes a une large gamme des températures et constituent un grand probleme dans
le domaine agro-alimentaires, plus particulierement dans le secteur de la volaille. La résistance a la
chaleur des spores a été attribuée, en plus des facteurs cités précédemment, a son architecture unique
et sa composition. En particulier, la déshydratation relative du noyau de spores en raison de sa haute
teneur en acide dipicolinique (DPA) (environs 10% du poids sec des spores) qui a été identifié comme
étant le facteur le plus important de la thermorésistance (Margosch et al., 2004 ; Moir et al. ,2002).
Ibarraetal., (2008) ont montré que 1’augmentation de la température & 120 °C peut diminuer la charge
des spores des Bacillus spp. jusqu’a 6 log avec D120= 0,53 minutes et Z =12,1 °C mais peut provoquer
des changements de la qualité organoleptique de la viande telle que I'odeur, la fermeté, la tendreté et

la saveur.
111.1.2. Staphylococcus aureus

Les courbes avec les droites de régression log ufc = f(temps) représentées dans les figures 31
et 32 pour les souches S. aureus PC6, PC8 respectivement, nous ont permis de déterminer les valeurs

Ds755, Deo, De2.s et Des. pour les deux souches.

100
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Figure n°31. Détermination des valeurs Dt de la thermorésistance des souches de S. aureus pc6é aux
températures :(A): 57.5°C, (B):60°C, (C):62.5°C et (D) 65°C.
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Figure n°32. Détermination des valeurs Dt de la thermorésistance des souches de S. aureus pc8 aux
températures :(A): 57.5°C, (B):60°C, (C):62.5°C et (D) 65°C.
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Dans le but de determiner les valeurs Z qui correspondent a I'élévation de la température
nécessaire pour réduire la charge microbienne par ordre d’un Log décimal, les droites de régression
log Dt = f(Température) sont tracées figures 33 et 34, pour les deux souches S. aureus PC6 et PC8
respectivement. La valeur Z est I'inverse de la pente de cette droite de régression. La valeur Z obtenue
pour la premiére souche (PC6) égale a 10.67 °C, alors que celle obtenue pour la seconde souche (PC8)
est de 10.23°C. Le tableau n°18 résume les caractéristiques de la thermorésistance des deux souches
étudiées.

Tableau n°18. Les caractéristiques de la thermorésistance des deux souches de S. aureus PC6 et PC8.

Souches Température(°C) Dt Z
575 6,14
60 2,43
Souche PC6 10,67 °C
62.5 0,75
65 0,80
575 7,08
60 1,44
Souche PC8 10,23 °C
62.5 1,29
65 0,88
1.0 7
0.8 1 ®
0.6
[a)
g’ 0.4 ®
0.2 1
b °
0.0 T T T 1
55 60 65 70
-0.2 -

Température (°C)

Figure n°33. Détermination de la valeur Z du traitement thermique de la souche S. aureus PC6 aux
températures 57.7, 60, 62.5 et 65°C.
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Figure n°34. Détermination de la valeur Z du traitement thermique de la souche S. aureus PC8 aux
températures 57.7, 60, 62.5 et 65°C.

Les valeurs de Dt trouvées dans cette étude sont variables d’une souche a une autre. Les
valeurs Ds7.5 obtenues pour les deux souches sont 6.14 ; et 7.08 min, les valeurs Deo pour les souches
sont de 2.43 et 1 .44 min, les valeurs De25 pour les souches 0 .75 et 1.29 min tandis que les Des sont
0.80 et 0.88 min.

Charafeddine (1994) a rapporté une Dsg = 6.8 min pour une souche de Staphylococcus aureus
et Amado et al. (2014) ont obtenu une valeur de Ds75 = 2-3 min. Dans ce travail, Deo de la souche
PC6 est de 2.43 min. A cette méme température, Charafddine (1994) a trouvé une valeur
inférieure :1.5 min. Cette derniere est par contre similaire a celle trouvée, dans ce travail, pour la
souche S. aureus PC8 : 1.44 min. Spencer (1967), a obtenu des temps de réduction décimale a 60°C
compris entre 2.2 et 5.45 min. Par contre, Amado et al. (2014) ont obtenu, toujours, a 60°C une valeur
D, de 1.32 min. Pour la souche PC8, les valeurs De2.5 sont supérieures a celle rapportée par Amado et

al. (2014) qui ont obtenu une valeur de 0.74 min.

Nos valeurs Des sont nettement supérieures a celles déterminées par Charafddine (1994) qui
a obtenu 0.20 minute, et aussi supérieures a celles déterminées par Amado et al. (2014) 0.41 min.

Firstenberg et al. (1977) a trouvé une valeur Des de 0.16 min.

A propos des valeurs Z, nous avons obtenu pour la souche PC6 10.66 °C, et 10.22 °C pour la
souche PC8. Ces valeurs sont proches de celle determinée par Charafddine (1994) qui est de 10.3 °C.
Selon Firstenberg et al. (1977), la valeur Z était de 9.46 min. Par contre, selon Amado et al. (2014) la
valeur Z obtenue était de 13.11 °C. Nous pouvons dire que nos souches de S. aureus étudiées, sont

legerement plus thermorésistantes par rapport aux souches objet d’autres études.
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111.1.3 Campylobacter

La thermorésistance des souches de Campylobacter B46, B49 et B7811 a été mesuree a 50, 55
et 60 °C. Le tableau n°19 résume les resultats de la thermorésistance de ces souches. Pour
Campylobacter B46, Dso = 4.7 min, Dss = 1.0 min et Dgo = 0.16 min (Figure n°35), avec une valeur
Z de 6.89 °C (Figure n°38). Pour la souche Campylobacter B49 les valeurs de D étaient de 5.1 min a
50°C, 1.1 min a 55°C et 0.155 min a 60°C (voir Figure n°36), avec une valeur Z de 6.80 °C (Figure
n°39). Concernant la souche Campylobacter B78l1, les valeurs étaient : Dsg = 4.9 min, Dss = 1.0 min
et Deo = 0.19 min (Figure n°37), et la valeur Z était de 6.91°C (Figure n°40).

Les résultats de la thermorésistance montrent que les trois souches de Campylobacter étudiées
B46, B49 et B78II. présentent relativement la méme thermoreésistance. Leurs valeurs D et Z ont été

trés proches.

Tableau n°19. Les valeurs D et Z de la thermorésistance des souches de Campylobacter B46, B49 et B78lI.

Souches Température Valeur D Valeur Z
(°C) (Min) (°C)
50 47
C. jejuni B46 55 1.0 6.89
60 0.165
50 5.1
C. jejuni B49 55 1.1 6.80
60 0.155
50 4.2
C. coli B7811 95 1.0 6.91
60 0.19
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Figure n°35. Détermination des valeurs D de la thermorésistance de la souche C. jejuni B46 aux températures

a (50), b (55) et ¢ (60)°C.
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Figure n°36. Détermination des valeurs D de la thermorésistance de la souche C. jejuni B49 aux températures

a (50), b (55) et ¢ (60)°C.
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Figure n°37. Détermination des valeurs D de la thérmorésistance de la souche C. coli B78I1 aux températures
a (50), b (55) et ¢ (60)°C.
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Figure n°39. Détermination de la valeur Z de la souche C. jejuni B49
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Figure n°40. Détermination de la valeur Z de la souche C. coli B78lI
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Les valeurs D obtenues dans ce travail étaient proches de celles citées par Sérqvist (1989) qui
a rapporté que la souche C. coli N139 avait une Dss°C = 4.19 min était plus résistante a la chaleur que
la souche C. coli C165 (Ds5°C = 1.51 min). Des variations de la résistance a la chaleur ont été
observées par Christopher et al. (1982) et Waterman (1982) avec des Dss variant de 1 min a 3 min.

Bien que la valeur D est sensible a la variation des conditions d'essai, la valeur de Z, c'est a
dire, la température nécessaire pour réduire la valeur de D d’1 log décimal est relativement constante
pour un organisme donné. Les valeurs Z obtenues dans notre travail pour les 03 souches de
Campylobacter testees étaient, 6.89, 6.80 et 6.91°C respectivement pour les souches C. jejuni B46,
C. jejuni B49 et C. coli B78Il. Ces valeurs de Z étaient similaires a celles citées par Sérqvist
(1989) ; Waterman (1982) ; Doyle et Roman (1981) et Hong et al. (2006) 5.6°C, 5.30, 8.02 et 6.3°C
respectivement.

Bien que I'expérience a été repétée 03 fois avec un inoculum dérivé d'une colonie unique de
Campylobacter B78Il, la courbe de destruction thermique de Campylobacter coli B781l a la
température de 60 °C n'était pas logarithmique, et a montré un effet de trainée « tailing effect» aprés
une phase de déclin rapide initiale (Figure n°38 C). La population bactérienne avait diminué d'environ
2 log, puis restée constante pendant la période de chauffage restante, ce qui suggere I'existence d'une
sous-population résistante a la chaleur a I'intérieur de cette souche sauvage. D’apreés 1’étude de Moore
et Madden (2000), il a été conclu que la courbe non logarithmique représente une véritable réponse
physiologique au stress thermique. Une souche de Campylobacter exposée a un tress change sa
morphologie d'une forme de spirale, prédominante dans les cultures jeunes, a une forme coccoide,
prédominante dans les cultures vieillissantes. La formation de ces coccoides peut représenter une
réponse physiologique au stress y compris le stress thermique et fournir un mécanisme de protection
aux cellules, en contribuant a I’augmentation de leur thermorésistance. Konkel et al. (1998) ont
caractérisé la réponse de C. jejuni au stress thermique et ont montré la présence de 24 protéines de
choc thermique (heat shock proteins). D’apres Moore et Madden (2000), il ne faut pas tenir compte
de la queue d’une courbe non logarithmique, elle traduit, en fait, la persistance d'une petite population
thermorésistante. A notre avis, I'effet de queue de courbes de survie est extrémement important en
termes de persistance quand il s’agit d’agents pathogenes dans les aliments qui sont traités
thermiguement. A ce titre, on doit en tenir compte.

Dans ce cadre, I’extrapolation des résultats du traitement thermique, nécessite un facteur de
sécurité. Dans notre cas, on peut dire que 12.6 minutes a 50 °C est suffisante pour détruire une charge
de 3 log en Campylobacter B7811, 14.1 minutes pour I’élimination des Campylobacter B46 et 15.3

minutes pour les Campylobacter B49.
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Bien-sdr, il vaut mieux privilégier I’utilisation des températures plus élevées et des temps lus
courts temps afin de garder la qualité organoleptique du doner kebab telle I'apparence visuelle,
I'odeur, la fermeté, la jutosité, la tendreté et la saveur.

111.2. Etude de I’antibiorésistance

111.2.1. Entérobactéries

Selon les résultats obtenus et rapportés dans la figure n°41, on remarque une fréquente
résistance des souches aux céphalosporines (plus de 80%), et aux ampicillines (84,37%). Nous
constatons aussi une résistance inférieure a 16% aux aminosides. Aucune résistance n’a été observée

en ce qui concerne la gentamicine et la ciprofloxacine.
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Figure n°41. Résistance aux antibiotiques des souches des Entérobactéries isolées a partir du doner kebab

dans la ville de Tlemcen

Figure n°42. Images d’un antibiogramme réalisé sur deux souches de la famille des Enterobacteriaceae sur

milieu Muller-Hinton.
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Dans cette étude, nous avons constaté qu’une résistance des souches aux fluoroguinolones
(acide nalidixique 18,75%, et norfloxacine 28,13%) mais aucune résistance n’a été observée Vvis-a-
vis de la ciprofloxacine. L’importante proportion d’isolats résistants a 1’acide nalidixique, n’est pas
trés surprenante, au regard de ’augmentation des résistances a cette molécule observée dans
beaucoup de pays au cours des derniéres annees. Par contre, la présence d’isolats résistants aux
fluoroquinolones est plus inquiétante car ces molécules sont parmi les derniers recours pour le
traitement des salmonelloses humaines severes (Bager et Helmuth, 2001). Cela pourrait étre lié a leur
utilisation non prudente contre d’autres affections ou a leur usage illicite comme additif alimentaire
dans les élevages. Fort heureusement, aucune résistance aux ciprofloxacines de troisieme géneration
(C3G) n’a été mise en évidence. Concernant les aminosides, une absence de la résistance a été
observée a la gentamicine, comme signalé par Garcia-Graells et al. (2013), par contre 25% et 21,87%
des souches ont été résistantes aux kanamyecines et tobramycines respectivement. Pour la famille des
B- lactamines, plus de 70% des souches ont été résistantes aux céphalosporines (céfiximes,
céphalosporines, céfotaxines, ceftazidimes), puis 84,37% pour les penicillines (ampicillines).
L’expansion de la résistance des entérobactéries aux céphalosporines de 3™ et 4°™ génération
(C3G/CA4G) constitue probablement 1’un des faits les plus marquants des deux dernicres décennies en
matiere d’antibiorésistance humaine et animale (Madec, 2020). Cette résistance est principalement
dle a la production de béta-lactamases a spectre étendu (BLSE) et dans une moindre mesure de
cephalosporinases plasmidiques (AmpC). Ces enzymes conférent une résistance élevée a la plupart
des béta lactamines thérapeutiques (a I’exception des carbapéneémes chez ’Homme).

Du fait de la localisation plasmidique de leurs génes, les céphalosporinases diffusent trés
facilement entre les bacteéries.

L'ampicilline, antibiotique du groupe A des pénicillines de la famille des bétalactamines, est
souvent utilisé pour le traitement des infections chez les animaux. Elle est bactéricide et son spectre
d’activité comprend des germes & Gram negatif et des germes a Gram positif. L'ampicilline est
classiquement indiquée pour les affections gastro-intestinales chez les volailles d’ou I’augmentation
de la résistance a cet antibiotique. 56,25% des souches sont résistantes aux tétracyclines. Les
tétracyclines ont un large spectre d’activité : bactéries a Gram+ et Gram- et mycoplasmes (Villemin
et al., 1984). Elles sont largement utilisées en premiére intention comme traitement des affections
respiratoires (Mangin, 2016). La résistance a ces molécules serait généralement due a un gene
plasmidique qui peut étre acquis assez facilement par les bactéries. Pour ces raisons le recours a ces
molécules (notamment les plus anciennes) doit étre réfléchi et adapté.

Enfin, 34,37% des souches sont résistantes aux fosfomycines et 21,87% aux

chloramphénicols. On peut noter que certaines souches résistantes montrent une résistance croisée
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avec les aminoglycosides, le chloramphénicol, les fluoroquinolones, les tétracyclines et le
triméthoprime, probablement car elles possédent une perméabilité réduite et des pompes a efflux. Le
ceftiofur a montré son efficacité dans les infections respiratoires et peut étre associé a un

aminoglycoside (synergie) chez les poulains septicémiques.

111.2.2. Staphylococcus spp.

La figure n°43, montre que les staphylocoques présentent un haut degré de résistance a la
streptomycine (100%) et a I’oxacilline (78,57%), cependant 30% des staphylocoques résistent aux a
I’érythromycine, la lincomycine, la rifampicine et la pénicilline. Enfin, on observe une sensibilité

totale des staphylocoques testés vis-a-vis de la norfloxacine.
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Figure n°43. Résistance (%) aux ATB des souches des Staphylococcus spp. isolés & partir du doner kebab

dans la ville de Tlemcen

Figure n°44. Image d’un antibiogramme réalisé sur deux souches de Staphylococcus spp. sur milieu Muller-
Hinton.

113




Résultats et discussion

Dans cette étude toutes les souches de staphylocoques étaient résistantes aux aminosides
(streptomycines) et 78,57% a 1’oxacilline. S. aureus peut étre résistant a certains antibiotiques qui
sont habituellement utilisés pour traiter une infection dont il est la cause : c’est ce qu’on appelle les
SARM ou les SARO (S. aureus résistants a la méthicilline ou a ’oxacilline). Dans ce cas, les
infections deviennent plus difficiles a traiter.

Par ailleurs, on observe 28,57% de résistance a 1’érythromycine. Cet antibiotique de nature
bactériostatique appartenant a la famille des macrolides est souvent employé, il est a spectre étroit
surtout dirigé vis-a-vis des bactéries a Gram positif (Madigan et Martinko ,2004 ; Gogny et al., 2001).

En aviculture, ces macrolides sont synonymes de traitement des maladies respiratoires
chroniques (Brugere, 1992).

21,42% des souches de staphylocoques étaient résistantes aux lincosamines (lincosamides).
Les lincosamides tels que la clindamycine et la lincomycine sont hydrophobes et capables de diffuser
dans les tissus, ainsi, elles fournissent un moyen pour tuer les staphylocoques responsables des
infections profondes.

La résistance de certaines souches de staphylocoques a 1’érythromycine peut étre exprimée
par un mécanisme constitutif ou induit par la présence de I’antibiotique. Cette résistance est médiée
soit par une pompe a efflux, msrA, soit par l'activité d'une enzyme de méthylase qui modifie le site
de liaison ribosomique, en ce qui confere une résistance aux macrolides-lincosamides-streptogramine
B et que I'on appelle MLSB résistants (Molineri et al., 2021).

35,71% des souches de staphylocoques étaient résistantes aux pénicillines, cette résistance
peut étre due au fait que la pénicilline est I’antibiotique le plus abusivement utilisé depuis sa
découverte par Alexander Fleming dans les années 40 (Rice, 2006)

Enfin, 7,14% des souches de staphylocoques ont résisté aux rifampicines et aucune résistance

aux fluoroquinolones (Norfloxacines) n’a été, par contre, observée.

111.2.3. Campylobacter

Dans cette étude, d’apres les résultats illustrés par la figure n°45, on constate que 100% des
souches de Campylobacter spp. étaient résistantes a I’Erythromycine, a la Tétracycline, a
I’ Ampicilline et a I’ Acide Nalidixique tandis que le taux de résistance est moindre a la Ciprofloxacine
(14,28%), la céphalotine (42,85%) et a la gentamicine (14,28%).

114




Résultats et discussion E¥S

s
100
90
80
70
60
50 M (%) Résistance des
40 Campylobacter
30
20
di = |
0
E CIp TE CEP  AMP CN NA

- /
Figure n°45. Résistance (%) aux antibiotiques des souches de Campylobacter spp. isolés a partir du déner

~

kebab dans la ville de Tlemcen.

Figure n°46. Image d’un antibiogramme réalisé sur une souche de Campylobacter spp. sur milieu Muller-
Hinton au sang.

En Europe, une augmentation rapide du nombre de souches résistantes aux quinolones, a été
constatée depuis le début des années 1990. Des enquétes écologiques ont li¢ 1’évolution de la
résistance aux quinolones a 1’augmentation de 1’utilisation de ces antibiotiques en médecine
vétérinaire. L’apparition rapide de souches résistantes a été mise en évidence chez les poulets recevant
de quinolones en supplément nutritionnel (Gallay et al., 2005 ; Moore et al., 2006).

Selon un rapport de ’OMS (WHO, 2001), I’apparition des résistances a ces antibiotiques chez
les souches de Campylobacter animales et humaines coinciderait avec 1’introduction de
I’enrofloxacine dans I’alimentation animale en 1987 (Laidouci, 2013 ; Lehours, 2005). Depuis, la
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fréquence des souches résistantes aux quinolones serait en constante augmentation. Les
fluoroquinolones sont considérés comme « critique » « trés » important pour la médecine humaine
par I'Organisation mondiale de la santé et la Direction des médicaments vétérinaires (DMV), Santé
Canada (Health Canada, 2011). Une étude portant sur l'utilisation des médicaments antimicrobiens et
I’antibiorésistance dans deux unités de santé de I'Ontario au Canada a conclu que la ciprofloxacine
¢tait ’antibiotique le plus fréquemment utilisé pour traiter la campylobactériose humaine. Ainsi, les
infections @ Campylobacter résistantes aux fluoroquinolones constituent un risque avéré pour la santé
humaine. Chez la volaille, cette résistance serait liée a 1’usage abusif des antibiotiques dans les
élevages. La sélection de bactéries résistantes peut se produire pendant ou aprés un traitement
antimicrobien (Payot et al., 2004), cependant, 1’environnement peut aussi jouer un rdle dans le
phénomeéne d’antibiorésistance.

Dans la présente étude, toutes les souches étaient également résistantes a la tétracycline. En
revanche, kassa et al. (2007) ont observé de plus faibles pourcentages (de 1.5 a 5.9%) de souches
résistantes aux tétracyclines en Ethiopie. La résistance aux tétracyclines est enzymatique par
acquisition du gene plasmidique tetO (Manavathu et al., 1990) et dépend de I’utilisation des
antibiotiques qui est différent d’un pays a un autre. Comme pour les macrolides, il semble que des
résistances par efflux existent également pour ces molécules.

L’augmentation rapide de ces résistances est inquiétante. Deux hypothéses ont été avancées
pour expliquer ce phénomeéne. D’abord, I’utilisation dans 1’alimentation animale, de dérivés proches
des fluoroquinolones utilisés en clinique humaine comme I’enrofloxacine, qui a probablement exercé
une pression de sélection chez des réservoirs animaux (Endtz et al., 1991).

La résistance aux aminosides (gentamicine) est apparue faible (14,28%) La résistance aux
aminosides est rare et de nature plasmidique également. Selon Mégraud et Bultel en 2004, la
gentamicine resterait le seul antibiotique pour lequel aucune résistance des Campylobacter n’est
enregistrée dans le monde mais cependant Rodrigo et al. (2007) ont reporté 30% de résistance des
Campylobacter a la streptomycine et 5.4% a la gentamicine a Trinidad. Enfin, la fréquence de
résistance aux b-lactamines (1’ampicilline) des souches de Campylobacter isolées dans cette étude
(100%) a été supérieure a celle précédemment établie par Gallay et al. en 2007 (40 a 50% de
résistance). Pris dans leur ensemble, I’antibiogramme des Campylobacter montre I’existence d’un
pourcentage parfois tres élevés de souches a I’encontre de certains antibiotiques fréquemment utilisés
en medecine humaine et animale (quinolones, b-lactamines). Selon le bilan de la surveillance de la
résistance antimicrobienne sur la période 2014-2020 de 1’ Anses en France, pour C. jejuni et C. coli,

les taux de résistance ont été jugés élevés a trés élevés vis-a-vis des fluoroquinolones et des
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tétracyclines mais la sensibilité aux macrolides, antibiotiques de premier choix dans le traitement des
campylobactérioses chez I’homme, est conservée. (Anses, 2020a).

En conclusion, les résistances enregistrées au cours de cette étude, refletent une situation
alarmante vis-a-vis du phénoméne d’antibiorésistance et témoigne, le plus souvent, d’une utilisation
anarchique et incontr6lée des antibiotiques en élevage avicole a des doses sub-thérapeutiques
généralement. Ainsi, la flore intestinale des animaux peut constituer un réservoir de bactéries
antibiorésistantes capables d’infecter ou de coloniser ’Homme a travers la chaine alimentaire. Cette
antibiorésistance limitera les choix thérapeutiques aux vétérinaires comme aux médecins a I’encontre

de formes cliniques des infections

111.3. Caractérisation phénotypique de la formation de biofilm par les microplaques de
titration a 96 puits en Polychlorure de Vinyle (PVC)

Des souches de Bacillus cereus (20 souches) et de Staphylococcus aureus (11 souches) isolées
du doner kebab ont été testées quant a leur capacité a former un biofilm par la technique des

microplaques de titration en PVC. Le tableau n°20, résume les résultats obtenus pour ce test.

Les résultats obtenus montrent que sur les 20 souches de Bacillus cereus testées, 18 soit 90%
n’ont pas formé de biofilm et seulement deux souche sot 10% 1’ont été faiblement avec une DOsgsnm
comprise entre 0,36 et 0,47, (Figure n°47). Toutes les souches de Staphylococcus aureus testées ont

été faiblement formatrices de biofilm (Figure n°48).

Tableau n°20. Capacité de souches bactériennes isolées de viande de poulet cru et de Doner Kebab prét a
manger a former un biofilm par la technique des microplaques de titration a 96 puits (PVC)

Capacité de formation de biofilm
Souches
Négative (-) Faible (+) Modérée (+ +) Forte (+ + +) Total
Bacillus cereus 18 2 0 0 20
Staphylococcus 0 11 0 0 1
aureus
Total 18 13 0 0 31
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Figure 47. Détection et quantification de la formation de biofilm sur les plaques de titration a 96 puits en PVC
pendant 24 heures par la technique du cristal violet de 20 souches de Bacillus cereus.
DOsgsnm < 0,35 = souche non productrice de biofilm, 0,35 <DOsgsnm < 0,7 faiblement, 0.7<DOsgsnm < 1,4

modérément et DOsgsnm> 5,6 fortement productrice de biofilm.
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Figure 48. Détection et quantification de la formation de biofilm sur les plaques de titration a 96 puits en PVC
pendant 24 heures par la technigue du cristal violet de 11 souches de staphylococcus aureus
DOsgsnm < 0,35 = souche non productrice de biofilm, 0,35 <DOsgsnm < 0,7 faiblement, 0.7<DOsgsnm < 1,4

modérément et DOsgsnm> 5,6 fortement productrice de biofilm.
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I11.4. Caractérisation phénotypique de la formation de biofilm par la production de

slime sur la gélose au Rouge Congo

31 souches ont été soumises a 1’évaluation de la production de slime sur la gélose au Rouge
Congo. Le tableau n°21, résume les résultats obtenus par cette technique. La recherche de la
production de Slime sur le milieu au rouge Congo a révélé que (9.67 %) des souches de
Staphylococcus aureus sont productrices de slime (Figure n°49) et (25.80 %) souches sont non

formatrices. Toutes les souches de Bacillus cereus présentent un phénotype négatif sur le milieu

Rouge Congo (Figure n°50).

A

Figure n°49. Aspects des colonies des souches S. aureus 8C, 25C et 12C indiquant la Production de "slime"
sur la gélose au Rouge Congo
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Figure n°50. Aspects de colonies de souches de B. cereus indiquant ’absence de production de "slime" sur la
gélose au Rouge Congo
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Tableau n°21. Capacité a former le biofilm par la production de slime sur la gélose au Rouge Congo de

souches bactériennes isolées a partir de viande de poulet cru et de déner kebab prét a manger

Espéces Productrice Non . Total
productrice n
Bacillus cereus 0 20 20
Staph. aureus 3 8 11
Total 3 28 31

I11.5. Evaluation de la capacité des souches de B. cereus et de S. aureus a former des
biofilms sur I’acier inoxydable

Une quantification de la biomasse des biofilms formés sur des surfaces en acier inoxydable a
été réalisée par un protocole de coloration au Cristal Violet (CV) a 1%. La solubilisation du CV est
faite par I’acide acétique a 33%. L’évaluation de la capacité de formation de biofilm aprés 24, 48 et
72 h d’incubation des souches testées est exprimée par la valeur de la DO a 595 nm relativisée par

celle du témoin (Voir tableau n° 22 et figures n°51 et 52).

Tableau n°22. Classement des souches B. cereus et de S. aureus testées pour leur capacité a former le biofilm
sur les surfaces d’acier inoxydable

NI : non formatrice de biofilm ; Fb : faible capacité a former le biofilm ; Md : capacité modérée & former le biofilm ; Fr :
forte capacité a former le biofilm

capacité a former Temps d’incubation (h)

le biofilm sur
I’acier inoxydable 24 48 72
Nulle (NI) DOsgsnm <0.18 DOsgsnm <0.44 (DOsgsnm <0.62
Faible (Fb) DOsgsnm <0.36 DOsgsnm <0.88 DOsgsnm <1.24
Modérée (Md) DOsg5nm <0.72 DO595nm <1.76 DOsgsnm <2.48
Forte (Fr) DOsg5nm > 0.72

Les resultats obtenus par les souches de Bacillus cereus montrent que 80% sont classées non

formatrices de biofilm sur I’acier inoxydable apres 24 h et 20% sont faiblement formatrices. Apres
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48 heures d’incubation, 35% sont non formatrices de biofilm et 65% ont une faible capacite a le faire.
Apres une incubation de 72 heures 45% sont toujours non formatrices, 50% sont faiblement
formatrices et une seule souche (soit 5%) est classée modérément formatrice de biofilm. Aucune
souche ne peut étre considéree fortement formatrice de biofilm. Il est a signaler que la formation de
biofilm sur I’acier inoxydable par les souches de B. cereus dans notre étude était réalisée a partir de

leur forme sporulée et non végétative.

Concernent les souches de Staphylococcus aureus, apres 24 heures 27.27% sont classées
comme non formatrices de biofilm, 27.27% modérées et 45.45% le sont faiblement. Aprés 48 heures
54.54% sont considérées faiblement formatrices de biofilm et 45.45% ne forment pas de biofilm.
Apreés 72 heures d’incubation, 72.72% n’ont pas formé de biofilm et 27.27% peuvent étre classées

faiblement formatrices de biofilm. Aucune souche n’a été fortement formatrice de biofilm.

Sur les 31 souches appartenant aux deux espéces de Bacillus cereus et Staphylococcus aureus

testées, aucune n’a été trouvée fortement formatrice de biofilm sur I’acier inoxydable.

Aprés 72 heures d’incubation, la plus grande valeur de DO a 595 nm obtenue a été de 1.28

pour Bacillus cereus et 0.77 pour Staphylococcus aureus.
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Figure n°51. Quantification de la formation de biofilm exprimée par les valeurs de la densité optique a 595
nm sur des surfaces d’acier inoxydable de 20 souches de Bacillus cereus a 37°C dans le milieu BHIB aprés
24, 48 et 72 heures d’incubation.
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Figure n°52. Quantification de la formation de biofilm exprimée par les valeurs de la densité optique a 595
nm sur des surfaces d’acier inoxydable de 11 souches de Staphylococcus aureus a 37°C dans le milieu BHIB
aprés 24, 48 et 72 heures d’incubation.

Les biofilms formés sur les surfaces en contact avec les aliments présentent un intérét
considérable dans le contexte de I'hygiene alimentaire, car ils peuvent entrainer une contamination
aprés le traitement et contenir a la fois des bactéries responsables de la détérioration des aliments et
des bactéries pathogenes (Giaouris, 2018). D’aprés plusieurs auteurs, Bacillus cereus et
Staphylococcus aureus ont la capacité de se lier aux surfaces abiotiques et d’y former des biofilms,
notamment sur I’acier inoxydable, le polystyréne, le PVC, Le caoutchouc et méme le verre, (Reen,

2019 ; Thiran et al., 2018 ; Soni et al., 2016 ; Di Ciccio et al., 2015 ; Hayrapetyan et al., 2015).

Le développement de biofilms est un processus complexe, régulé par diverses caractéristiques
telles que les conditions environnementales (pH, disponibilité des éléments nutritifs, température,
protéines (adhésines) hotes, dynamique des fluides, etc..), les morphologies de surface (chimie,
topographie, physicochimie) et facteurs microbiologiques (especes a Gram négatif ou a Gram positif,
forme microbienne, structure, composition moléculaire, physicochimie, phase de croissance, age,

présence de flagelles, pili, capsules ou substances exopolymériques) (Speranza et Corbo, 2017).

Aussi, il est généralement impossible de prédire le degré de formation de biofilms sur un
matériau donné, car en plus des facteurs cités ci-dessus, les caractéristiques démographiques des
populations bactériennes jouent un réle important dans le changement phénotypique des cellules : les
cellules planctoniques deviennent sessiles quand les nutriments commencent a étre limités, c'est alors

qu'elles adhérent a une surface et changent leur phénotype ; ceci les différencie de leurs homologues
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planctoniques. Les propriétés physicochimiques de surface bactériennes sont modifiées, telles que
leur caractere hydrophobe ou hydrophile et leur charge nette (Speranza et Corbo, 2017 ; VanHoudt
et Michiels, 2010). La production de substances polymériques extracellulaires (EPS) et la présence

des flagelles et des fimbriae (Imberty et al., 2004) sont également des facteurs importants.

Les deux méthodes classiques les plus couramment utilisées pour identifier phénotypiquement
les souches productrices de biofilm sont le test des microplaques de titration et le test de la plaque de
gélose au rouge du Congo (RCA) (Arciola et al., 2002). En effet, parmi les 31 souches testées lors de
cette étude, 13 se sont avérées faiblement formatrices de biofilm bien que 18 se sont avérées
incapables de former un biofilm sur la microplaque de titration. A l'inverse, la recherche de la
production de Slime sur le milieu au rouge Congo a révélé que trois souches sur les 31 testées ont

produit du Slime, 28 souches ne I’ont pas fait.

Les 11 souches de Staphylococcus aureus étaient faiblement formatrices de biofilm sur le
PVC, alors que, 3 souches ont produit le Slime sur milieu rouge Congo. Ces résultats sont en accord
avec ceux trouves par Stepanovi¢ (2000). L’étude de Zorica (2010) a révélé que 57,14% des
Staphylococcus aureus responsables de mammites sub-cliniques et cliniques ont été trouvés
faiblement producteurs de biofilms par le test de microplaque de titration et la coloration au cristal
violet. De méme, 1’étude de Thiran et al., en 2018 a montré que sur 24 souches de Staphylococcus
aureus isolées de produits laitiers, 11 soit 45,8% ont été classés comme faibles producteurs de
biofilms. Dans le travail de Vasudevan et al., (2003), parmi les 35 souches de Staphylococcus aureus
testées, 32 ont donné des colonies noires typiques aprés 24 a 48 heures d’incubation. Les trois souches

restantes n'ont pas donné de colonies noires méme aprés 72 h d'incubation.

La plupart des souches de Bacillus cereus étaient classées comme non productrices ou ayant
une faible capacité de formation de biofilm sur les microplaques de titration et avec la méthode de

Rouge Congo. Nos résultats sont en accord avec ceux d’Hayrapetyan et al. (2015).

L’étude d’ Auger et al. (2009) a montré que la capacité de Bacillus cereus a former des biofilms
sur des microplaques de titration en PVC a 30 °C et dans un milieu LB dépend fortement de l'origine
des souches. Par ailleurs, une souche de référence, Bacillus cereus ATCC 14579 n’a pas formé de
biofilm dans des microplaques de titration en PVC (Auger et al., 2009). En plus de son caractére
souche-dépendant, la formation de biofilm par Bacillus cereus sur les microplaques de titration peut,
également, étre affectée par les propriétés de surface (la nature de PVC), le temps et la température

d’incubation, et la nature du milieu, (Kwon et al., 2017 ; Wijman et al., 2007).
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En outre, la motilité bactérienne est un facteur important qui declenche la formation de biofilm
ou la fixation de cellules planctoniques a des surfaces propices. La motilité basée sur les flagelles
influence la formation de biofilm de Bacillus cereus en lui permettant d'atteindre un substrat propice
a la formation de biofilm (Park et al., 2019).

L’étude de Di Ciccio et al. (2015) a montré qu’une souche de Staphylococcus aureus a été
classée comme producteur modéré de biofilm sur du polystyréne et faible producteur de biofilm sur
de Il'acier inoxydable a 37°C. Pagedar et al. (2010) ont suggéré que le caractére hydrophobe était un
facteur important dans la formation de biofilms par les souches de Staphylococcus aureus. Certaines
études ont montré que la formation de biofilms sur les substrats hydrophobes était plus importante

que sur les substrats hydrophiles (Pagedar et al., 2010).

Les souches de Bacillus cereus qui étaient classees comme non formatrices de biofilms par la
méthode des microplaques de titration et qui ne produisaient pas de slime, ont été classées comme
non productrices ou faiblement productrices de biofilm sur I’acier inoxydable aprés 72 h d’incubation.
Il semblerait que Bacillus cereus forme des biofilms épais a l'interface air-liquide (Auger et al., 2009
; Wijman et al., 2007), Sur I’acier inoxydable immergé, les spores de Bacillus cereus adhérentes ont
relativement une faible capacité a former des biofilms dans des conditions de culture statique
(Wijman et al., 2007). Une étude récente de Park et al. (2019), a montré qu’une souche (KUGH 1)
n'a pas formé de biofilms (valeurs de DO < 0,12) sur I’acier inoxydable. De plus I’étude
d’Hayrapetyan et al. (2015) révele que la capacité de formation de biofilms de Bacillus cereus dépend

fortement de la surface du matériau.

La relation cohérente entre le caractere hydrophobe et la formation de biofilm appuie la théorie
selon laquelle une formation supérieure est associée a un pouvoir hydrophobe a la surface des cellules,
ce qui peut aider les cellules planctoniques a se fixer a une surface et a initier la formation de biofilm.
Karunakaran et Biggs (2011) ont montré qu'une plus grande hydrophobicité de surface chez Bacillus
cereus était bien corrélée a une incidence plus grande de formation de biofilm (Park et al., 2019).
L’étude de Lin et al. (2012), a montré que la disponibilité en fer influence également positivement la

formation de biofilm par Staphylococcus aureus.

Il est & remarquer que les variations des conditions de test influencent principalement la
formation de biofilm chez les producteurs faibles ou modérés. Les méthodes in vitro, pour la mesure
du biofilm ne reflétent pas exactement les situations in vivo (Stepanovic et al., 2007). Au vu de ces
données, des recommandations précises pour les procédures de nettoyage et désinfection restent

difficiles a trouver.
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I11.6. Inhibition des biofilms par des molécules naturelles
111.6.1. Effet d’extrait aqueux de poivre noir

L’effet d’extraits aqueux de poivre noir a 3 concentrations différentes a été évalué sur des
biofilms matures de Staphylococcus aureus formés sur I’acier inoxydable a différentes durées de

traitement.

Les résultats obtenus sont représentés dans la Figure n°53. Apres un traitement de 15 min a
une concentration de 1%, on a enregistré une réduction logarithmique de 0.25. A 2%, une valeur de
0.5 log est obtenue lorsque les biofilms sont traités pendant 10 min. L'addition du poivre noir a 3% a
augmente la valeur de la reduction logarithmique du biofilm jusqu’a 0.85 aprés un traitement de 15
min. Ces résultats nous indiquent que le poivre noir est plus efficace contre les biofilms & S. aureus a

une concentration de 3% pendant un traitement de 15 min.
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Figure n°53. Traitement du biofilm agé de 7 jours par des extraits aqueux de poivre noir a trois concentrations
différentes : 1, 2 et 3% pendant 5, 10 et 15 minutes.

111.6.2. Effet d’extrait aqueux de poivre blanc

L’effet d’extraits aqueux de poivre blanc a 3 concentrations différentes a été évalué sur des
biofilms matures de Staphylococcus aureus formés sur 1’acier inoxydable a différentes durées de
traitement. Les résultats sont présentés dans la Figure n°54. Apres un traitement de 15 min avec le
poivre blanc & 1% on a enregistré une réduction logarithmique de 0.65. A 2%, une valeur de 0.3 log
est obtenue lorsque les biofilms sont traités a 10 min. Par contre I'addition de poivre blanc a 3% n’a

donné qu’une réduction logarithmique de 0.17 log aprés un traitement de 15 min. Ces résultats
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indiquent que le poivre blanc est plus efficace contre les biofilms a S. aureus a une concentration de
1% a 15 min.
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Figure n°54. Traitement du biofilm &gé de 7 jours par des extraits aqueux de poivre blanc a trois concentrations
différentes : 1, 2 et 3% pendant 5, 10 et 15 minutes.

Il a été montré que certains produits dérivés de plantes possedent des propriétés
antimicrobiennes vis-a-vis des agents pathogenes. Les épices contiennent différents agents
antimicrobiens, et sont actives contre la croissance de nombreuses bactéries pathogenes, tel que les
celébres épices, le poivre noir et le poivre blanc (De et De, 2019). Le poivre blanc provient du méme
arbre que le poivre noir. Les grains de poivre madrs de couleur rouge sont cueillis a pleine maturité et
mis a tremper dans des bassins d’eau de pluie pour les débarrasser de leur enveloppe puis séchés au
soleil. Ce cceur de poivre mis a nu est le poivre blanc (Yu et al., 2017). Le poivre noir, également
connu sous le nom du « roi des épices », est I'épice la plus utilisée dans le monde en raison de sa
valeur commerciale, économique, nutritionnelle et médicinale (Abdulazeez et al., 2016). P. nigrum a
des propriétés antibactériennes, antifongiques, antivirales, antimutagénes et antioxydants (Ahmad et
al., 2012 ; Igbal et al., 2016). L’effet du poivre noir est attribué a son principal composé : la pipérine.
Cette derniere possede des propriétés antimicrobiennes et peut remarquablement limiter la croissance
de Staphylococcus aureus. De plus, Singh et al., (2013) ont trouve les mémes effets contre Bacillus
cereus. En 2010, Weerakkody et ses collaborateurs ont déterminé le potentiel antimicrobien
significatif du poivre noir. Certains extraits de poivre noir ont montré une excellente inhibition de la
croissance de bactéries telles que Staphylococcus, Bacillus avec des concentrations minimales
inhibitrices intéressantes (Bultt et al., 2014). Lorsque le mode d'action et le mécanisme a l'origine de
cette activité antibactérienne ont été étudieés, il a été observé que I'extrait de Piper nigrum modifiait

la perméabilité de la membrane. Ainsi, l'activité a été attribuée a la perte de contrdle de la perméabilité
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de la membrane cellulaire (Mgbeahuruike et al., 2017). De plus, I’huile essentielle de poivre blanc et
les deux oléorésines de poivre blanc présentent une activité antimicrobienne remarquable (Singh et
al., 2013).

111.6.3. Effet de I’extrait de I’ail « Allium sativum » sur les biofilms a Staphylococcus

aureus

Les résultats de 1’évaluation de I’effet de 1’ail « Allium sativum » sur des biofilms a
Staphylococcus aureus sont repris dans la figure n°55. D’aprés ces résultats, nous remarquons que
Staphylococcus aureus est sensible aux différentes concentrations de 1’ail avec une réduction
logarithmique des cellules de biofilm récupérées a partir de coupons de 1’acier inoxydable qui varient
entre 0,014 et 1,25 Log. Nous constatons qu’il y a une faible réduction logarithmique apres un temps
de traitement de 5 minutes et ce quel que soit la concentration. Pour le traitement avec une
concentration de 1%, la réduction logarithmique atteint 0,67 Log aprés 15 min de traitement. Les
résultats ont montré une augmentation de la réduction apres le traitement a 2%, : 0,84 Log aprés 10

min. Aprés 15 min de traitement, la réduction a, cependant, diminué a 0,67 Log.

Le taux de réduction a une concentration de 3% atteint 0.64 Log aprés 10 min et 1,25 Log apres 15

min de traitement.
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Figure n°55. Effet inhibiteur de 1’ Allium sativum sur le biofilm de Staphylococcus aureus

Les extraits de I’Allium sativum ont une activité antibactérienne contre les agents pathogénes
alimentaires comme Staphylococcus aureus et Bacillus cereus, ils sont tres efficaces pour inhiber les
structures du biofilm, ces extraits peuvent inhiber jusqu'a 50 % de la formation de biofilm. Des études

ont observé I’effet inhibiteur de 1’ail contre plusieurs types de bactéries et montré que la concentration
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de chaque extrait a une relation directe avec I'effet inhibiteur. Ces étuds ont confirmé les propriétés
antimicrobiennes de A. sativum contre différents microorganismes tels que: B. subtilis, S. typhi, S.
typhimurium, Proteus mirabilis, staphylococus aureus (Bachrach et al., 2011 ; Hovana et al., 2011).
Selon Nidadavolu et al. (2012). L'ail présentait une activité antibiofilm contre des bactéries a Gram
négatif et a Gram positif, par rapport aux bactéries non traitées par 1’extrait de 1’ail, le nombre de
colonies bactériennes viables obtenues a partir de biofilms raclés et les valeurs d'absorbance du cristal
violet représentant les taux de biofilm étaient significativement réduits (Ratthawongjirakul et
Thongkerd, 2016).

D’apres nos résultats, 1’effet d’Allium sativum a augmenté avec les concentrations. Ceci est
conforme a 1’étude menée par Birring et al. (2015) qui ont constaté qu'une concentration de 40% et
70% de DI’extrait de I’ail avait une activité antimicrobienne significative contre le biofilm de E.
faecalis, ils ont signalé aussi qu’une concentration de 10% de I’extrait de I’ail a un effet limité dans
la réduction du nombre de E. faecalis ainsi que son biofilm. Lee et al. (2011) ont trouvé que la
concentration minimale inhibitrice de 1’extrait de 1’ail sur la croissance d'E. Faecalis est de 12,8%.
Mathur et al. (2013) ont montré que 1I’A. Sativum, peut réduire la formation de biofilms de K.
pneumoniae jusqu'a 47,5%, et selon Mohsenipour et Hassanshahian (2015), les extraits d’ail
pourraient réduire jusqu’a 62,72% la formation de biofilms de la bactérie. Les résultats des deux
études peuvent étre corrélés a différents protocoles choisis pour la formation de biofilm ou a des
différences entre les isolats bactériens dans ces études. D’autres résultats ont montré que l'extrait
éthanolique a la concentration (300 mg / ml) avait une forte activité antibactérienne contre les isolats
de Staphylococcus aureus formant des biofilms, pendant que d'autres concentrations d'extraits
(150,75 mg / ml) n'avaient aucune activité antibactérienne. En ce qui concerne les structures de
biofilm, la capacité de I'extrait d’ail a inhiber la formation de biofilm est directement corrélée a la

concentration (Mohsenipour et Hassanshahian, 2015).

Pour les trois concentrations il y a une faible réduction logarithmique aprés un temps de
traitement de 5 min. En ce sens, notre étude est en accord avec celle de Booyens et Thantsha (2013),
qui ont signalé que des périodes d'exposition de plus de 6 h a I’ail peuvent étre nécessaire pour
observer une réduction significative de la viabilité de B. lactis. Cela met en évidence I’importance de

la durée d'exposition a l'ail sur I'inhibition des bactéries.

Nidadavolu et al ;(2012) ont signalé que la poudre de I’ail a un effet inhibiteur sur la croissance
de P. aeruginosa et de S. aureus, d’autres chercheurs ont montré que l'activité antibactérienne de I'ail
frais s'est avérée supérieure a celle de la poudre d'ail (Pakdel et al., 2017 ; Sallam et al.,2004). D’autres

chercheurs (Pakdel et al., 2017 ; Mohsenipour et Hassanshahian, 2015) n’ont pas enregistré d’activité
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antibactérienne importante pour les extrait alcooliques d’ail. L’extrait d'éthanol a été testé pour
I'activité antimicrobienne contre Bacillus cereus et Staphylococcus a coagulasse positive et des
staphylococcus a coagulase négative. Les résultats ont montré que I'extrait d'éthanol était actif contre
ces bactéries et son efficacité a été expliquée par les molécules qui traversent les membranes
cellulaires et réagissent biologiquement au faible niveau des liaisons thiol dans les acides amines
(Chekki et al., 2014). Cependant, de nombreux facteurs peuvent affecter les résultats, telles que
I'origine végétale, la période de I'année, les methodes d'extraction, les souches d'essai microbiennes

et méme la méthodologie de test et les conditions de stockage (Al-Bayati, 2017; Pakdel et al., 2017).

Ratthawongjirakul et Thongkerd (2016), ont établis deux conditions de culture in vitro pour
étudier les effets de 1’ail sur la formation de biofilms chez S. aureus, pour la premiére expérience les
bactéries ont été cultivées en présence de ’ail. Pour la deuxiéme expérience, I’ail a été ajouté a la
culture aprés la formation du biofilm mature, l'analyse statistique n'a montré aucune différence

significative dans la réduction de la formation de biofilm entre ces deux conditions.

De nombreuses bactéries pathogenes utilisent le systeme de quorum sensing (QS) pour
coordonner I'expression de la virulence bactérienne, y compris le développement du biofilm
(Bhardwaj et al., 2013). Ainsi, le QS pourrait étre une stratégie prometteuse pour controler la
virulence bactérienne. Certaines études ont suggeéré que l'ail était un composé susceptible d'interférer
avec le QS. L’analyse a révélé que I’ Ajoene (un composé contenant du soufre dérivé de 1'ail) inhibait
spécifiqguement I'expression du gene de QS chez P. aeruginosa (Jakobsen et al., 2012). L'allicine a
diminué les signaux détectant le quorum sensing et inhibé les facteurs de virulence controlés par le
QS chez P. aeruginosa (Lihua et al., 2013). Ces résultats suggérent que la réduction de la formation

de biofilms pourrait refléter les propriétés inhibitrices de I'ail détectant le QS.

Dans notre étude, les bulbes d’ail ont été séchées et la poudre a été traitée sans aucune
exposition & des températures élevees pendant toute la procédure afin de préserver I’allicine, le
composant antimicrobien le plus important de 1’ail, et d’éliminer le risque d’inactivation de ses
composants importants. Cette procédure efficace de préservation de la désactivation de I'allicine a été
confirmée par une étude menée par Chavan et al. (2010), qui ont signalé que de nombreuses propriétés
thérapeutiques de 1'ail sont détruites lorsqu'elles sont soumises a la chaleur. L’étude expérimentale de
Wu et al. (2014), comprenaient une évaluation de I’extrait d’éthanol de 1’ail pour sa teneur en allicine,
Une diminution de la formation de biofilm a été observée a une concentration égale a 0,098 pg / mi
d’allicine. Ainsi, Ratthawongjirakul et Thongkerd (2016), ont proposé que les activités
antibactériennes ou antibiofilm de I'ail contre S. aureus pourraient refléter principalement l'activité

de l'allicine. La variation de l'inhibition entre les différentes bactéries peut étre due au contenu des
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membranes, a la perméabilité de l'allicine et a d'autres constituants de l'ail (Al-Bayati, 2017).
L’activité antimicrobienne de l'ail repose sur deux caractéristiques principales. Premi¢rement, le
composé doit atteindre la cible potentielle, considérant les cibles intracellulaires, le composé actif de
I'ail doit pénétrer dans les cellules microbiennes. Il a été montré que l'allicine diffuse facilement a
travers les membranes phospholipidiques artificielles et naturelles (Miron et al., 2000). Il interfére
avec des enzymes bactériennes par l'inactivation du groupe thiol (Reiter et al.,, 2017 ;
Ratthawongjirakul et Thongkerd, 2016). En outre, 1’allicine régule a la baisse 1’expression des génes
du biofilm (Wu et al., 2015).

111.6.4. Effet de I’acide acétique et I’acide citrique

Le biofilm &gé de 7 jours de S. aureus a été traité par des différentes concentrations d’acide
acetique et d’acide citrique séparément, les résultats de la réduction par les acides sont représentés
dans les figures 56 et 57, respectivement.

La réduction logarithmique la plus élevé par I’acide acétique est enregistrée 2,59 log, a une
concentration de 1% pendant un temps de traitement de 10 minutes, et un résultat proche est obtenu
2,53 log apreés un traitement de 15min a 1,5%.

En ce qui concerne I’utilisation de 1’acide citrique a 5 concentrations différentes (1, 2, 3,4 et
5%), la valeur la plus élevée de la réduction logarithmique enregistrée est de 2,36 log, est obtenue
apres un traitement a 1% pendant 5 min, suivi par une réduction logarithmique enregistrée de 1,94

log, a une concentration de 2% a 10 min de traitement.
3
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Figure n°56. Traitement du biofilm a Staphylococcus aureus agé de 7 jours par I’acide acétique a différentes
concentrations (1%, 1.5%, 2%, 2.5%, 3%) pendant des temps différents (5, 10 et 15 min).
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Figure n°57. Traitement du biofilm a Staphylococcus aureus agé de 7 jours par I’acide citrique a différentes
concentrations (1%, 2%, 3%, 4%, 5%) pendant des temps différents (5, 10 et 15 minutes).

Des biofilms agés de 7 jours ont été formés sur des surfaces en acier inoxydable par
Staphylococcus aureus dans un systéme clos. Par la suite, ces biofilms sont soumis aux traitements
par I’acides acétique et I’acide citrique a différentes concentrations pendant des durés de contacts de
5, 10 et 15 minutes. Selon les résultats obtenus, les biofilms de S. aureus formés sur les surfaces
d’acier inoxydable ont été réduits par rapport aux coupons témoins non traités, dont I’acide acétique
a marquer une réduction logarithmique de 2,59 a la concentration de 1% a 10 min, suivi par une

réduction de 2,53 log apreés traitement a 1,5% pendant 15min.

D’aprés Tsang et al. (2018) et Amrutha et al. (2017), les bactéries a Gram négatif sont
généralement plus sensibles a faible pH que les bactéries a Gram positif. L’effet antibactérien de
I’acide acétique était di a la forme non dissociée de cet acide qui se dissocie pour former de 1’acétate,
qui se combine avec des protons péri-plasmiques pompés par la chaine de transport d'électrons et les
raméne a travers la membrane en contournant I'ATP synthase transmembranaire, perturbant ainsi la
formation d'ATP. La dissociation intracellulaire de l'acide acétique réduit également le pH du
cytoplasme ce qui conduit a son tour au déploiement des protéines avec des dommages ultérieurs a la
membrane et a I'ADN. L’acide acétique actif contre les microorganismes & Gram positif et négatif.
Des études antérieures ont montré son action inhibitrice et son éradication contre les bactéries dans
les états planctoniques et en biofilm (Tsang et al., 2018). Pour S.aureus un traitement avec 0,5%
d’acide acétique a réduit le nombre de cellules viables d’un biofilm agé de 3 jours, alors qu’une

éradication compléte a été obtenue avec 1% d’acide acétique (Amrutha et al., 2017).
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Les résultats de ’acide citrique sont comparables aux travaux de Olaimat et al. (2017) qui
travaillaient sur les souches de Shigella sonnei et Shigella flexneri isolées a partir du Pois chiches.
Les réductions logarithmiques les plus élevées de traitement de 1’acide citrique sont 2,36 et 1,94 a 1
et 2% pendant 5 et 10min respectivement. Selon Cai et al. (2019), I'acide citrique peut inhiber de
maniere significative le taux d’hydratation. L utilisation d’un traitement a 1’acide citrique pour inhiber
les activités métaboliques des bactéries peut étre considérée comme une alternative efficace comme

stratégie de contrdle du biofilm naturel (Akbas et Kokumer, 2015).

Plusieurs auteurs ont montré qu’une large gamme de facteurs peuvent étre impliqués dans la
détermination de I'activité antimicrobienne des acides organiques, tels que la température, le substrat
(milieu), hydrophobicité, le type et la concentration d'acides organiques, les organismes. La réduction
du pH dans I'environnement, la perturbation du transport et / ou de la perméabilité de la membrane et
I'accumulation d'anions pouvaient également affecter I'activité inhibitrice (Cai et al., 2019 ; Tsang et
al., 2018 ; Amrutha et al., 2017 ; Akbas et Kokumer, 2015).

L’acide acétique et 1’acide citrique sont des acides faibles qui présentent un équilibre de
formes ionisées et non ionisées en solution qui leur permettent de diffuser librement des membranes
hydrophobes des bactéries contrairement aux acides forts qui se dissocient completement en solution
dans leur forme ionisée. Ainsi, l'activité antimicrobienne d'un acide organique dépend de sa constante
d’acidité pKa et, par conséquent, ils sont plus actifs dans des conditions acides en raison de la
présence d'une proportion plus élevée d'acide organique sous forme non dissociée (Suskovic et al.,
2010 ; Charlier et al.,2009). L'accumulation intracellulaire des protons abaisse le pH intracellulaire et
affecte ainsi la force proton motrice qui est une source d'énergie pour de nombreux transports
transmembranaires. Toute I'énergie disponible est alors utilisée pour dé-acidifier le cytoplasme en
créant un gradient de protons au travers de la membrane cytoplasmique et la croissance bactérienne
est alors fortement réduite (Charlier et al., 2009). L'acidification interne peut aussi réduire l'activité
des enzymes sensibles au pH acide, endommager des protéines et I'ADN. Enfin, I'accumulation dans
le cytoplasme des dérivés anioniques des acides organiques dissociés peut avoir un effet néfaste sur
la physiologie cellulaire par des interactions chelatantes avec des éléments essentiels (Reis et al.,
2012 ; Dalié et al., 2010).

Enfin, on peut conclure a travers cette étude que I’acide acétique et I’acide citrique présentent

une activité inhibitrice intéressante a température ambiante vis-a-vis les biofilms de S. aureus.

132




Résultats et discussion

IV. Evaluation quantitative du risque lié a Campylobacter dans le doner kebab

IV.1. Prévalence et concentrations de Campylobacter dans la viande de poulet crue

Sur 204 échantillons de viande de poulet examinés, 176 soit 86,2% étaient contaminés par
Campylobacter. Cette incidence élevée de contamination reflete un defaut des bonnes pratiques
d'hygiéne. Lors de notre étude, nous avons effectivement constaté que les BPH (bonnes pratiques
d'hygiene) n'étaient pas appliquées dans les abattoirs et les restaurants. Ces manquements a I’hygié¢ne
lors du traitement de la viande de poulet sont susceptibles d'accroitre sa contamination en

Campylobacter.

Les données de dénombrement présentées dans la figure n°58a, ont montré une distribution
asymeétrique des concentrations de Campylobacter dans les échantillons positifs. 14% des
échantillons étaient inférieurs a 10 cfu/g, 13% a 1-99 cfu/g, 27% a 100-1000 cfu/g, 29% contaminés
par 1001-10000 cfu/g, tandis que 17% étaient contaminés par plus de 10 000 cfu/g. La concentration
moyenne de Campylobacter dans la viande de poulet crue était de 3,81log cfu/g, avec un écart type
de 1,47 log cfu/g.

La prévalence dans notre étude était supérieure a celle de I'enquéte de I'UE qui était de 75,8%
(Efsa, 2010). Nos résultats étaient presque similaires a ceux rapportés par Messad et al. (2014) a Alger

avec un taux de contamination de 87,7%.

Cependant, aucune donnée officielle concernant la contamination par Campylobacter de la

volaille ou d'autres produits alimentaires en Algérie n'est disponible.

L’enquéte de référence de I’Efsa dans I’union européenne, a montré que les dénombrements
de Campylobacter dans les poulets de chair comprises entre 100 et 1000 ufc/g, entre 1001 et 10000
ufc et plus de 10000 ufc/g, étaient respectivement de 19,3%, 15,8% et 5,8%. Alors que, dans notre

étude, les résultats restent assez élevés avec 27%, 29% et 17% respectivement.

IV.2. Prévalence et concentrations de Campylobacter dans le déner kebab

Sur 96 échantillons de doner kebab analysés, 36 soit 37,5% étaient contaminés par
Campylobacter. Les résultats du dénombrement presentés dans la figure n°58b, montrent que 22%
des échantillons contaminés contenaient entre 1 et 99 ufc/g, 47% entre 100 et 499 ufc/g, 28% entre
500 et 1000 ufc/g et 3% avec plus de 1000 ufc/g.

En raison de la forme, de la taille et du systéme de cuisson du doner kebab, un grand probleme

potentiel peut provenir du fait de I’insuffisance de pénétration de la chaleur dans le ceceur du doner
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kebab. Les parties centrales du doner restent froides pendant que les parties externes sont déja cuites.
Le mode de cuisson crée un gradient de température décroissant des parties périphériques vers le
centre de la masse qui peut rester a des températures permettant aux bactéries de se multiplier
(Kayisoglu et al., 2003). Ainsi, il est possible que ne soient pas détruites les bactéries pathogenes
présentes dans les parties non cuites de la masse du doner kebab et dans les tranches coupées et
servies, notamment en périodes de pointe (la mi-journée et le soir). Durant ces périodes de forte
demande du doner kebab, le risque de servir de la viande insuffisamment cuite aux consommateurs

augmente.

D'autre part, méme dans le cas de traitements thermiques appropriés, la contamination croisee
est considérée comme une voie plus importante que les Campylobacter survivent au processus de
cuisson (Luber, 2009). Un transfert de I'agent pathogéne au kebab (tranches a servir) par contact direct
par les mains ou par des surfaces en contact avec les aliments, telles que les planches a découper,

couteaux, assiettes, etc.. peut également étre considéré.

W <10 cfu/g 1-99 cfu/g
M 100-1000 cfu/g  ®1001-10 000 cfu/g m 1-99 cfu/g 100-499 cfu/g
> 10000 cfu/g H 500-1000 cfu/g ®>1000 cfu/g

Figure n°58. Les données de dénombrement de Campylobacter obtenues ; a) données de viande crue de poulet,
la concentration moyenne de Campylobacter dans la viande crue de poulet était de 3,81 log cfu/g. b) données
du doner kebab, la concentration moyenne de Campylobacter dans le doner kebab était de 1,16 log cfu/g avec

un écart-type de 0,25 log cfu/g.
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IV.3. Résultats quantitatifs du modéle d’évaluation du risque lié a Campylobacter dans

le doner kebab

Apres simulation de la concentration initiale de contamination de la viande crue de poulet et
de ses changements, des effets de la modification de la taille de I'unité (Tableau n°23 et figure n°59),
de l'effet de la congélation (Tableau n°24 et figure n°60) et de la cuisson, l'exposition a

Campylobacter dans le doner kebab a été évaluée.

Tableau n°23. Les données du poids des carcasses de poulets et poulets désossés utilisés dans la préparation
du doner kebab. Le poids moyen des carcasses de poulet désossées (Menicken unit) €t I'écart type (Sdchicken unit),

utilisés dans le modéle sont indiqués.

Poids total (kg) Os total (kg) Os % Poulet désossé (kg)
Moyenne 2,2702 0,2914 14,97 1,928
Ecart type 0,2247 0,0499 0,985 0,178
Mode 2,31 0,3524 14,88 1,954
Max 2,73 0,4524 17,2 2,277
Min 1,71 0,2213 11,9 1,478
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Figure n°59. Ajustement des données collectées sur le poids du poulet désossé (o) avec I’équation de la loi

normale inverse (—)
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Tableau n°24. Données utilisées pour modéliser ’effet de la congélation du doner kebab (diminution de

Campylobacter mesurée par Bhaduri et Cottrell, (2004)

Temps Réduction du nombre de Campylobacter
(jour) (Log cfu)
1 -0,5
2 -0,7
3 -0,8
4 -1
5 -1,2
0
1 2 3 4 5
-0.2 1
.......... y =-0.26x
oad T
T S
5’3 O e— Reduction
--------- Linéaire (Reduction)
a4 TN
R
1.4 4

Time (Day)

Figure n°60. Survie de Campylobacter a la congélation (-20°C) mesurée par Bhaduri et Cottrell (2004).
L'ajustement des données a I'aide de la fonction des courbes de tendance linéaires dans Microsoft Excel (y = -
0,26 x).

D’aprés les données observées et collectées de la congelation du doner kebab, la distribution

triangulaire (Stime) ~ RiskTriang (0;1;3) avait une moyenne de 1,33 jour.

Le tableau n°25, résume l'effet de la congélation et de la cuisson du déner kebab sur les
Campylobacter. Pendant la congélation, la diminution moyenne était de - 0,54 + 0,15 log, donc une
partie considérable de Campylobacter dans le doner kebab a survécu pendant la congélation méme
apres 3 jours de stockage ou la diminution était de - 0,78 log. Dans I'étude de Bhaduri et Cotrell

(2004), le modele dépendant du temps a été généré sur la base de données recueillies a une
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température de congélation de — 20 °C. Sinon, a des températures plus élevées, l'effet peut étre

moindre.

Tableau n°25. Résultats des effets de la congélation et du processus de cuisson sur la réduction logarithmique
des Campylobacter dans le doner kebab

Données Moyenne Ecarttype  Min 5% Médiane 95% Max
SFreezing -0.54 0.15 -0.75  -0.70 -0.59 -0.22 0.00
Hsurv cooking -6.07 >20 <-20 <-20 <-20 -2.53 -1.10

Aprés simulation du processus de cuisson (Tableau n°25), la réduction moyenne prédite de
Campylobacter était de plus de -6.07 log, ce qui signifie que toutes les bactéries présentes sont
inactivées. Cependant, en raison de la variabilité modélisée, 33 % des itérations ont une réduction

estimee inférieure a 20 log, dont 5 % de la réduction est inférieure a 2,53 log.

Le probléeme de cette étape réside dans le temps de cuisson court ainsi que dans le mode de
cuisson. Ce mode crée un gradient de température décroissant de la surface vers le coceur du déner
kebab, ce qui signifie que les tranches coupées en portions pour les consommateurs peuvent avoir été
insuffisamment cuits. Todd et al. (1986) ont constaté que la température moyenne mesurée a 0,5 cm
de profondeur d'un doner kebab de poulet cuit était de 50,7 £ 15,1 °C. Yuksek et al. (2009), ont trouvé
que la température moyenne mesurée a une profondeur de 0,5 cm du doner kebab cuit a Borsa
(Turquie) était de 34,10 °C. Aussi, en Suisse, Baumgartner et al. (2011) ont découvert, lors d'une
inspection, que le doner kebab était maintenu entre 40 et 44 °C pendant plusieurs heures. Ceci, peut
le rendre comme un milieu de culture favorable pour différentes bactéries pathogénes comme
Staphylococcus aureus dont la plupart des souches ont des températures optimales de croissance
variant entre 35 et 41°C et si le quorum de contamination de 5 log cfu/g est atteint, elles commencent
la production d’entérotoxines staphylococciques (SEA, SET, etc..) qui, contrairement a la bactérie,

sont stables dans les conditions de traitements thermiques généralement appliqués aux aliments.,

Nous signalons que ces températures sont méme inférieures a la température de chauffage la

plus basse appliquée a notre modéle (50°C).

La probabilité moyenne d'infection (M.Pixf) a été simulée a 0,05, ce qui signifie qu'en
moyenne, 5 infections a Campylobacter se produiront pour chaque 100 consommations du doéner

kebab. De plus, le nombre de portions de doner kebab contenant au moins une cellule de
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Campylobacter a été estimé a 0,06 au moment de la consommation, ce qui signifie qu'’en moyenne, 6

portions de déner kebab sur chaque 100 portion, contiennent au moins une cellule de Campylobacter.

Le modele de risque prédit environ 15100 cas (1 personne/66) de maladie associée a
Campylobacter due a la consommation de doner kebab, pour 10° portions servies dans la ville de

Tlemcen.

A notre connaissance, ce travail représente la premiére évaluation quantitative des risques
microbiologiques (EQRM) pour le déner kebab. Par conséquent, les résultats de notre modéle ne
peuvent pas étre comparés a une étude similaire. En outre, les données officielles manquent, que ce
soit, sur l'incidence de la campylobactériose en Algérie, ou sur sa relation avec la consommation de

doner kebab.

Etant donné que le statut immunitaire vis-a-vis de I'infection & Campylobacter dans un pays a
revenu faible ou intermédiaire comme I'Algérie peut étre différent de celui des pays a revenu élevé,
I'incidence réelle peut étre un peu plus faible. Pourtant, selon nos estimations de risque, le doner
kebab peut provoquer un grand nombre de cas de campylobactériose, ce qui implique que des
interventions de santé publique visant ce produit peuvent étre nécessaires. Cependant, avant de tirer

des conclusions, nous devons prendre en compte 1’incertitude associée a nos estimations.

1V.4. Validation du modéle

La validation du modeéle basée sur les données de concentration des Campylobacter dans le
doner kebab, indique qu’en moyenne, dans la ville de Tlemcen, on enregistre 7180 cas d’infections a
Campylobacter dus a la consommation du doéner kebab par 100 000 personnes et par an, soit 1

consommateur sur 14 ou 7,18 % de la population.

La figure n°61, montre que le modéle de validation prédit des cas plus élevées. Cela peut étre
comparé a la prédiction du modele de risque de base qui était de 1510 cas/10° habitants (1

personne/66), soit environ 4 a 5 fois moins.

L'estimation inférieure du modeéle de risque suggére que le modéle de risque de base utilise
peut-étre des hypothéses irréalistes dans la trajectoire de 1’évaluation de 1’exposition, jusqu'a
I’expression de la relation dose-réponse aprés consommation. La combinaison de plus de données
d'observation et de modéles spécifiquement développés pour Campylobacter dans le déner kebab, en
particulier sur les températures de cuisson appliquées, peut, effectivement, améliorer la précision des
estimations de risque et pourrait aboutir a des estimations plus proches de celles du modéle de

validation.
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Figure n°61. Probabilité cumulée d'exposition du modéle (o) et du modéle de validation (1)

L'estimation des cas liés au Campylobacter dans le déner kebab par le modéle stochastique
des risques présente une grande incertitude. Les sources d'incertitude résident dans la description de
la voie de transmission dans 1’aliment, dans les estimations des parametres et dans les modeles

utilisés.

La description de la chaine de préparation du doner kebab telle que modélisée dans
I'évaluation de I'exposition et introduite dans le modéle de risque est considérée comme représentative
du doner kebab consommé dans la ville de Tlemcen et plus généralement en Algérie. Nous avons
essayé de simplifier le processus de préparation du doner kebab en ignorant plusieurs étapes comme
les pratiques d'abattage, le stockage, le transport et les pratiques de consommation. Des détails
importants peuvent avoir été oubliés dans la structure du modele. Par ailleurs, le simple n'est pas
toujours faux, et le complexe n'est pas toujours correct (Zwietering, 2009). En outre, de nombreuses
estimations des parametres du modéle sont basées sur I'opinion d'experts ; d'autres sont basés sur des
données de la littérature, potentiellement non représentatives. De plus, le modele a été exécuté avec

plusieurs valeurs fixes (discréetes).

Etant donné les nombreuses sources d'incertitudes et le caractére varié des incertitudes, nous
n‘avons pas été en mesure de quantifier lI'incertitude totale des estimations de risque. Au lieu de cela,

I'incertitude a été étudiée en réalisant une analyse des scenarii.
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IV.5. Analyse des scenarii

Dix-sept scenarii hypothétiques (tableau n°26) ont été comparés pour explorer I'impact de
différentes pratiques lors de la transformation et de la préparation du doner kebab sur les

Campylobacter.

Quatre scenarii ont été évalués avec des prévalences et des concentrations en Campylobacter
modifiées ; a savoir: scenario 1A, avec une prévalence plus faible et scenario 1B, avec une
concentration moyenne plus faible ; scenario 2A, avec une prévalence plus élevée ; scenario 2B, avec

une concentration moyenne plus élevée.

Concernant les parameétres de I’inactivation thermique, tels que décrits dans la section V. 3. 2.
4. de la partie Matériel et méthodes, cing scenarii ont été évalués sur les plages de température
appliquée lors de la cuisson du doéner kebab par rapport aux données utilisées dans le modele de
référence : scenario 1T, avec une plage de température de 50 a 60 °C ; scenario 2T, avec une plage
de température de 52 a 70°C ; scenario 3T, avec la plage la plus élevée, de 55 a 70°C ; scenario 4T,
avec une plage de température de 45 a 65°C et le dernier :scenario 5T, avec une plage de température
de 47 a 60°C.

La figure n°62, montre l'effet de I'augmentation de la plage des températures appliquées sur

I'exposition prédite par le modele de 1’évaluation des risques.

Les temps de cuisson du doner kebab ont été testés dans deux scenarii : scenario 2D avec un
temps de cuisson fixe allant jusqu'a theating = 60 minutes, et le pire scenario, scenario 1D, lorsque la

demande est élevée, ou le temps de cuisson est égal a tieaing = 10 minutes.

L'effet de la congélation du déner kebab a également été testé en faisant varier le temps de
congélation, avec Stime = 3 jours de congélation : scenario 2C et sans aucune étape de congélation

Stime = 0 : scenario 1C.

Dans le scenario 1F, des mesures d’hygiene meilleures ont été testées, en supposant qu'il n'y a
pas de contamination croisée lors de I'étape de manipulation. D'autre part, une mauvaise hygiene, le

scenario 2F correspondant a des charges microbiennes plus élevées a I'etape de manipulation.

Enfin, I'effet de marinade a été testé avec un effet de diminution important, le scenario 2E et

sans effet sur la concentration de Campylobacter, le scenario 1E.
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Table n°26. L'effet du changement des valeurs des parametres du modele sur le risque estimé de
campylobactériose dd a la consommation du doner kebab, par rapport au modele de base. L'effet est donné
sous forme de logarithme du risque relatif pour chaque scenario (voir figure n°63) et sous forme de variation

en pourcentage (derniére colonne).

Parameter

Estimated Fraction of LOG change effect
Scenario  Model parameter changed  New value S A1 consy me_rs (Scengrio/ in percter?tage
getting ill baseline) basZInineerisk
Baseline 15100 1person/66 0
Validation 71800 1person/14 0.68
1A LOW Prawmeat 0.4 9980 1person/100 -0.18 -34%
2A high Prawmeat 0.95 15900 1person/63 0.02 +5%
1B oW Crawmeat 1 1430 1person/700 -1.02 -91%
2B high Crawmeat 6.0 32600 1person/31 0.33 +116%
1C 10W Srime 0.0 19400 1person/52 0.11 +28%
2C high Srire 3.0 13600 1person/74 -0.05 -10%
1D 1OW theaing 10 39500 1person/25 0.42 +162%
2D high tieating 60 960 1person/1050 -1.20 -94%
1T Temperatures range 50-60 50-60 30300 1person/33 0.30 +101%
2T Temperatures range 52-70 52-70 2560 1person/390 -0.77 -83%
3T Temperatures range 55-70 55-70 1 1person/1000000  -4.18 -99.99%
4T Temperatures range 45-65 45-65 92700 1person/11 0.79 +514%
5T Temperatures range 47-60 47-65 71200 1person/14 0.67 +371%
1E low effect Mmar 0.0 31200 1person/32 0.31 +106%
2E high effect Mar -3.0 8290 Lperson/121 -0.26 -45%
1F Hseas 0.0 11500 1person/87 -0.12 -24%
2F Hseas 3.0 40600 1person/25 0.43 +168%

Les réductions les plus prononcées des cas de campylobactériose estimées par an sont

obtenues par :

i) Scenario 3T : l'utilisation d'une plage de température comprise entre 55 et 70 °C lors de la
cuisson du doner kebab peut largement réduire le nombre de cas par an a seulement un cas, ce qui

signifie que le scenario 3T peut réduire I'estimation du risque de base de 99,99%.

ii) Scenario 1B : une réduction de la concentration moyenne de Campylobacter dans la viande
de poulet crue (matiere premiere du doner kebab), de 3,8 log ufc/g a 1 log ufc/g peut réduire le nombre
de cas par an d'un facteur de dix par rapport au niveau de référence, soit une réduction de 91% de

I'estimation du risque de base.

iii) Scenario 2D : lI'augmentation du parametre de temps de cuisson a 60 minutes au lieu de la

distribution triangulaire définie pour le modele de base peut réduire le nombre de cas par an de 94 %.
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iv) Scenario 2T : l'utilisation d'une plage de température entre 52 et 70 °C dans I'étape de
cuisson, peut réduire le nombre de cas avec un facteur de 5, ce qui signifie que le scenario 2T peut

réduire I'estimation du risque de base de 83%.

Il apparait qu'un processus de cuisson adéquat reste le moyen le plus efficace de réduire le
risque de Campylobacter dans le doner kebab. La figure n°62, montre qu'un changement dans la plage
de température a un effet important sur I'exposition a Campylobacter. En appliquant des températures
plus basses (inférieures a 50°C ; scenarii 4T et 5T), ¢ca donne des concentrations supérieures a celles
trouvées dans le modéle de validation. Si une température de 70°C n'est pas atteint, et que des
températures plus basses surviennent plus fréquemment (scenarii 1T, 4T et 5T), la fréquence des
concentrations supeérieures a -3 log ufc/g augmente drastiquement, et la encore, on peut se retrouver
plus proche de ce que I'on calculer dans le modele de validation. Cela suggére que des températures
plus basses peuvent expliquer les concentrations de Campylobacter trouvees dans les échantillons du
doner kebab (Cieban, tableau n°15). Globalement, on constate que l'augmentation des températures
peut réduire la probabilité de maladie (Pin) de 83 % (de 0,05 & 0,01 ; scenario 2T), ou de 99,99 % (de
0,05a 7,11 E-07 ; scenario 3T).
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Figure n°62. Effet de la température sur I'exposition & Campylobacter dans le déner kebab, (o) modéle de base
(plage de températures entre 50 and 70°C), (0) modéle de validation, (¢) modéle avec une plage de
températures entre 50 et 60°C (Scenario 1T), (A) modéle avec une plage de températures entre 52 et 70°C
(Scenario 2T), (+) modéle avec une plage de températures entre 55 et 70°C (Scenario 3T), (x) modéle avec
une plage de températures entre 45 et 65 (Scenario 4T) et (m) modéle avec une plage de températures entre
47 et 60°C (Scenario 5T).
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La comparaison des différents scenarii testés par la variation des parametres du modele
proposé peut également étre une alternative pour avoir une meilleure idée de comment et ou
intervenir, puisque différents parameétres tels que la prévalence, la concentration, la congélation, la
marinade et la cuisson peuvent étre explorés, comme le montre I'analyse de la sensibilité réalisée dans
cette étude. Selon I'analyse de la sensibilité (Figure n°63), les paramétres les plus déterminants pour
I'estimation des risques sont la concentration initiale de Campylobacter dans la viande de poulet crue

et le couple (temps/température) de cuisson du doéner kebab.

mishandling practices
good handling practice
higt effect marinating
low effect marinating
Temp ranges 47-60
Temp ranges 45-65
Temp ranges 55-70
Temp ranges 52-70
Temp ranges 50-60
high time cooking
low time cooking
high time storage
low time storage
high conc raw meat
low conc raw meat

high prevalence

low prevalence |
validation )
baseline |

-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3

Figure n°63. Analyse de sensibilité testant différents scenarii de variation des paramétres du modéle sur le

risque estimé de campylobactériose di & la consommation de doéner kebab, par rapport au modéle de base.
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IV.6. Implications pour la gestion du risque lié¢ & Campylobacter

L'évaluation quantitative du risque lié a Campylobacter effectuée dans ce travail donne un
apercu des stratégies d'intervention potentielles pour réduire ce risque dd a la consommation du déner
kebab. Il identifie également les lacunes de connaissances et nous guide vers les points d'intervention
les plus importants pour améliorer la qualité du doner kebab dans le cadre de la sécurité sanitaire des

aliments.

Les résultats de I'analyse des scenarii montrent que I'étape de la cuisson est d'une importance
cruciale. Ce processus est souvent jugé sur des indices visuels (couleur de la viande et jus) plutot que

sur des mesures specifiques de baremes de cuisson (température et durée).

Quel que soit le temps et la température appliqués sur la surface verticale du céne du déner
kebab, des gradients de température allant de 1’extérieur vers l'intérieur seront toujours créés. Cela
peut conduire a des températures de cuisson qui ne sont pas suffisantes pour tuer les bactéries
pathogénes avant que la viande ne soit coupée du cbne et servie aux consommateurs (Bingol et al.,
2013 ; Hosseini et al., 2013 ; Ergondl et al., 2012 ; Omurtag et al., 2012 ; Baumgartner et al., 2011 ;
Yuksek et al., 2009 ; Arun et al., 2007 ; Todd et al., 1986). De plus, les restaurateurs, peuvent ne pas
savoir qu'ils servent du kebab insuffisamment cuit, par exemple, des viandes crues arrachées lors d’un
tranchage, trop profond. De nombreux autres facteurs peuvent favoriser une cuisson incomplete du
doner kebab, quelle que soit la méthode utilisée, notamment : I'intensité de la chaleur appliquée ; le
temps de cuisson entre les tranches ; la distance entre la surface du doner et le brdleur du grill ; la
forme des doners qui va changer au fur et a mesure que I'opérateur rase les doners pendant la cuisson
(Nemati et al., 2008 ; Evans et al., 1999 ; Todd et al., 1986). En outre, il faut penser a la taille du cone
a utiliser qui doit étre appropriée afin d'éviter les restes excessifs et donc de réduire le recours aux
procédures de refroidissement et de congélation en fin de journée (Bas et al., 2006) ; et utiliser un
thermometre pour s'assurer que les températures cibles sont atteintes de maniere constante et

adéquate.

Par ailleurs, les restaurateurs peuvent servir du kebab contaminé par des jus de viandes encore
crues qui ont migré de la partie interne (crue) du céne, ou méme par contamination croisée par
I’intermédiaire d’ustensiles de cuisine non propres, mains non lavées, etc. (Luber, 2009 ; Luber et al.,
2006).

Selon Habib et al. (2020) les résultats d’enquéte sur les habitudes de consommation ont montré
que de nombreux consommateurs en Egypte et en Irak préparaient leur nourriture de maniére a

favoriser le transfert des microorganismes des poulets crus aux poulets préts a manger (Habib et al,
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2020). Cette étude a genéré des données précieuses dans les contextes égyptien et irakien qui peuvent
étre appliquées au contexte algérien car il existe de nombreuses similitudes dans leurs chaines de

vente au détail de volaille.

Mylius et al., (2007), ont montré que le risque de contracter une infection & Campylobacter
était positivement lié a la préparation du poulet cru avant la préparation de la salade, et négativement
lie au lavage des mains et au lavage des planches a découper apres la préparation du poulet cru, ce

qui peut étre utiles, par extrapolation, comme donneées dans notre cas.

Par ailleurs, il est vivement conseillé de procéder a des interventions au niveau de la
production primaire ou a l'abattoir, pour réduire la prévalence et la concentration des Campylobacter
dans la viande crue (EFSA, 2020, 2011 ; Food Standards Agency, 2015 ; Rosenquist et al., 2013,
2009 ; Sampers et al. , 2008), bien que de telles interventions nécessitent une étude plus approfondie
sur les détails et la faisabilité. Généralement, ils consistent en une combinaison de réduction de la
prévalence a la ferme gréace a des mesures d'hygiene strictes, de réduction des pertes fécales pendant

la transformation et de réduction du nombre de Campylobacter sur les produits finaux.

En conclusion, selon un consensus général de différentes études (Djekic et al., 2014 ; Omurtag
et al., 2013 ; Rosenquist et al., 2013 ; Sampers et al., 2008 ; Bas et al., 2007 ; Hanashiro et al., 2005
; Van Schothorst, 1998), les mesures préventives contre les bactéries pathogénes dans les abattoirs de
volailles, devraient €tre basées sur la mise en ceuvre du systeme d'analyse des dangers et de maitrise
des points critiques (HACCP), car ce concept est reconnu comme le moyen le plus efficace de
contréler les agents pathogenes d'origine alimentaire, y compris les Campylobacter, dans les lignes

de production.

En Algérie, le systtme HACCP a été rendu obligatoire par le Décret exécutif 10-90 du 10
mars 2010 complétant le décret exécutif 04-82 du 18 mars 2004 fixant les conditions et modalités
d'agrément sanitaire des établissements dont l'activité est liée aux animaux, produits animaux et
d'origine animale ainsi que de leur transport et par I’article 05 du décret exécutif 17-140, fixant les
conditions d'hygiéne et de salubrité des denrées alimentaires. Cet article 5 a fait ’objet d’un texte
d’application qui oblige les établissements des produits alimentaires a appliquer le systétme HACCP
a partir de décembre 2022. Arréte interministériel du ler decembre 2020 fixant les conditions et les
modalités de mise en oeuvre du systéme d’analyse des dangers et des points critiques pour leur

maitrise (HACCP) (JORADP N°7 du 31/01/21).
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Conclusion générale

Les produits de la viande de poulet qui sont soumis a des étapes de traitement inadéquates,
sont souvent identifiés comme véhicule d'agents pathogénes d'origine alimentaire comme les
Campylobacter thermotolérants, Staphylococcus aureus, Salmonella spp., Clostridium perfringens
ou méme quelques sérotypes d’E. coli.

La présente étude a montré que les pratiques de fabrication, de préparation et d’hygiéne du
doner kebab ne sont pas appropriées. Les barémes de cuisson ne permettent pas un assainissement
microbiologique adéquat. Une viande contaminée constitue un risque potentiel pour le
consommateur. De plus, les erreurs commises au moment de la préparation du kebab transforment ce
risque potentiel en risque avéré. Ceci nous permet d’affirmer que les doners kebabs servis dans la
ville de Tlemcen ne sont pas de qualité microbiologique acceptables.

La résistance des bactéries aux antibiotiques qu’elle soit naturelle ou acquise, est en partie due
a I’'usage systématique et & grande échelle des antibiotiques comme additifs et pour le traitement des
poulets. Cette multi-résistance peut étre transmise aux bactéries responsables d’infections et de toxi-
infections chez I’homme, ce qui peut poser des problémes de restriction de choix thérapeutiques.

Ainsi, toutes les étapes de la préparation de doner kebab, allant de la sélection des matieres
premieres jusqu'a la consommation doivent faire 1’objet d’une attention particuliére.

Le traitement thermique des souches étudiées a montré que beaucoup d’entre elles sont
thermorésistantes, ce qui explique peut-étre la persistance d’un nombre important de ces souches
microbiennes méme apres cuisson.

L’étude de la capacité de Bacillus et Staphylococcus a former des biofilms, a montré qu’il y a
des souches capables de le faire et de produire le slime sur les deux surfaces testées (PVC et acier
inoxydable). La formation de biofilm rend plus difficile I’élimination des microorganismes -parmi
lesquels, certains pourraient étre pathogenes- des équipements, des ustensiles et des surfaces en
contact avec 1’aliment prét a la consommation. Par conséquent, le transfert ultérieur aux aliments
préts a la consommation devient probable.

En parallele, les agents antimicrobiens naturels comme I’ail, ’acide acétique, 1’acide citrique
et les épices tel que le poivre noir et le poivre blanc, qui font parties, généralement, de la composition
du doner kebab, ont montré un effet inhibiteur significatif sur la formation du biofilm des souches
testées.

Le modele d’évaluation quantitative du risque lié a la consommation du doner kebab

contaminé par Campylobacter dans la ville de Tlemcen, a permis de prédire un nombre important de
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cas annuels: environ 1510 cas pour 100000 consommateurs. Une probabilité de cing infections pour
chaque 100 repas consommeé a été estimée.

L’analyse de différents scenarii de risque, a permis de montrer qu'une intervention a I'abattoir
pour réduire le nombre de Campylobacter sur la viande crue de poulet peut avoir 1I’impact le plus
significatif sur le résultat. Aussi, une bonne maitrise des barémes de cuisson peut diminuer de maniére
significative le nombre de cas de contamination par Campylobacter.

La croissance de certains agents pathogenes comme Staphylococcus aureus, Bacillus cereus
et Clostridium perfringens dans le déner kebab pourrait donner lieu a des toxines thermorésistantes,
ce qui peut rendre 1’élimination de ces agents insuffisante.

En Algérie, la mise en ceuvre de programmes d’hygiéne pour la viande, fondés sur I’analyse
des risques est encore rudimentaire. Il y a un vrai défi a relever car la mise en place des systémes
d’analyse des dangers et des systémes d’analyse des risques nécessitent des ressources matérielles,
techniques, financieres et humaines tant pour les professionnels que pour les autorités. Ces systemes
nécessitent également des moyens pour les scientifiques pour qu’ils puissent procéder a 1’évaluation
des risques.

Malheureusement, les systémes d'analyse des dangers pour la maitrise des points critiques
(HACCP) ne sont pas encore mis en ceuvre par la majorité des professionnels. Un nouvel accent doit
étre mis sur les BPF, les BPH et sur le HACCP. Aucune tolérance ne devrait étre permise si on a
comme objectif I’amélioration de la sécurité sanitaire des aliments en Algérie.

Dans ce cadre, il est impératif de redoubler de vigilance en rapport avec la sécurité sanitaire
des aliments, et ceux par le biais de 1’éducation sanitaire des enfants dés leur jeune &ge, de la
sensibilisation du personnel, de la formation de personnes ressources dans 1’administration et dans
les établissements agroalimentaires y compris les restaurants. Les consommateurs doivent disposer
facilement d’informations a propos de l'inspection de I'hygi¢ne : le systeme de prévention sera
pleinement réussi si le public est conscient. Ce n’est qu’apres qu’on peut renforcer par des opérations

d’inspection et de contrdle des différents services concernés.

Les résultats obtenus et les observations faites pendant cette étude ont permis de répondre a
certaines interrogations, mais ont aussi contribué¢ a soulever d’autres questionnements. Par
conséquent, plusieurs axes peuvent étre envisagés pour compléter et poursuivre ce travail.

A court terme, compléter I'identification moléculaire de nos souches isolées du doner kebab
afin de nous aider a comprendre et a donner une perspective sur les relations complexes et/ou
dynamiques entre les composants du systeme biologique modélisé et de son image microbiologique.

Il serait aussi pertinent, dans un premier temps, d’avoir une vue d’ensemble de la prévalence des
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souches toxinogenes, pour passer ensuite, a la modélisation de I'interaction microbienne dans
I’aliment pour la prédiction des concentrations de ces dangers microbiologiques et /ou chimiques au
moment de la consommation puisque trés peu d’informations, dans ce sens sont actuellement
disponibles.

Le modéle de risque a été mené principalement sur Campylobacter, une des perspectives serait
donc d'élargir le spectre en modélisant les risques liés a d'autres dangers microbiologiques tels que
Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, ou d’autres. De plus, il serait intéressant d'étudier
quantitativement la contamination croisée des pathogénes dans ce produit. Les résultats pourraient
étre utile pour fournir des preuves scientifiques aux décideurs pour améliorer la réglementation

algérienne en matiére de sécurité sanitaire des aliments en termes de qualité et de tracabilité.

Enfin, les regles suivantes doivent étre particulierement respectées a savoir :

- Tragabilité du produit en restauration (identification de 1’animal, documents sanitaires)

- Hyagiene personnelle, notamment, celle des mains.

- Respect de la chaine du froid et des températures de réfrigération et de congélation.

- Application des bonnes pratiques de fabrications (BPF) et d’hygiénes (BPH).

- Mise en ceuvre du systétme HACCP pour les élevages de poulet.

- Formation obligatoire de tout manipulateur d'aliments sur les aspects liés a la sécurité et la
salubrité des aliments.

- Maitriser les barémes temps/température de I'entreposage, de la cuisson et du refroidissement du
kebab.

- Mener des évaluations rigoureuses des risques par des experts indépendants.

- Fixer des criteres microbiologiques relatifs au doner kebab et basés sur 1’évaluation des risques.

Ce n’est qu’a ce prix que le produit mis a la disposition du consommateur présentera les
conditions acceptables de commercialisation, et générant un risque acceptable puisque le risque zéro

n’existe pas.
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Annexes

Annexe 01

Préparation des milieux de cultures utilisés et des réactifs.

1- Milieu mCCDA
Ce milieu constitué par la gélose de base pour Campylobacter et le supplément sélectif

= Gélose de base :

COMPOSITION (grammes/litre)
Boulllon NULIItIE N2, ..ot 25,0
Charbon bacteriologique. .........couiiinii i 4,0
Hydrolysat de cas€ine. ...........co.oieiiiiiiiiiii e 3,0
Désoxycholate de sodium.............coooiiiiiiiii i, 1,0
SUIALE O T UK . .ottt e 0,25
Pyruvate de soditm. ... ..o 0,25
N 1 12,0
pH7,4+0,2
500 grammes permettent de préparer 11,0 litres de milieu.
= Supplément sélectif CCDA
COMPOSITION (par flacon)
CIOPETAZONE. ... .ttt 16 mg
AMPIOLETICING. ...ttt e 5 mg
Chaque flacon permet de supplémenter 500 ml de milieu.
Le milieu est additionné avec 5 & 10 % (vol/vol) de sang de cheval ou de mouton
2- Milieu Karmali
= Gélose de base Karmali :
COMPOSITION (grammes/litre)
Gélose de base Columbia. ..........ooeeeeeeiie e 39,0
Charbon ACtiVE. ...t e e 40
HEMINE . . .o 32,0 mg
pH7,4+0,2
500 grammes permettent de préparer 11,6 litres de milieu.
= Supplément sélectif
COMPOSITION (par flacon)
Pyruvate de Soditm...........o.iiiiiiiiitiiii 50 mg (100 mg/l)
CEIOPETAZONE. ...\ttt e, 16 mg (32 mg/l)
VaNCOMYCINE. ...\ttt ittt et et e eeea 10 mg (20 mg/l)
CycloheXimide. ... ...ovuiuiniiiii e 50 mg (100 mg/l)

Chaque flacon permet de supplémenter 500 ml de milieu.



= Supplément sélectif modifié :

COMPOSITION

Pyruvate de soditm..........oooiiiii i
CETOPATAZONE. ... .o ettt
VaNCOMIYCINE. . ..ttt ettt e e e e

Amphotéricine B...........ooo
Chaque flacon permet de supplémenter 500 ml de milieu.
Le milieu est additionné avec 5 a 10 % (vol/vol) de sang de cheval ou de mouton.

3- Bouillon Preston :

=  Formule de base :

COMPOSITION
Extraitde viande de boeuf..... ..o
Peptone. ... ..o

Chlorure de SOAIUML. . ....ueitit ittt

pH75+0,2
500 grammes permettent de préparer 13,5 litres de milieu.

=  Supplément de Preston :

COMPOSITION

PolymyXine B........oooiiiiiiiii i
Rifampicine. .......ooouiuiii e
Trim€thoprime. ........ooiei i

Cycloheximide. ... ....vvviniii i

Chaque flacon permet de supplémenter 500 ml de milieu.

= Supplément de Preston modifié :

COMPOSITION

PolymyXine B.......c.oiiiiiiii i
Rifampicine. .........oooiiiii
TrmMEthOPIIME. . ...

Amphotéricine B...........oooiiiii

Chaque flacon permet de supplémenter 500 ml de milieu.

Le milieu est additionné avec 5 a 10 % (vol/vol) de sang de cheval ou de mouton.

4-  Milieu Cary-Blair (milieu de transport) :

COMPOSITION

Hydrogénophosphate de sodium.............coovuiuiiiiiiiiiiiii e

Annexes

(par flacon)

50 mg (100 mg/l)
16 mg (32 mg/l)
10 mg (20 mg/l)
5 mg (10 mg/l)

(grammes/litre)
10,0

10,0

5,0

(par flacon)
2500 UI
5mg

5mg

50 mg

(par flacon)
2500 UI
5mg

5mg

5mg

(9/h)
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Thioglycolate de sodium................cooeviiieinnnnn.
Chlorure de sodium...............ccooviiiiiiiniinn....

Chlorure de calcium............cooviiiiiiiiiiiii s

Agar
pH 8,4 £ 0,2

5- Gélose Columbia

COMPOSITION

Peptone.......cooviiiii

AMIdON. ..o

pH 7,3%0,2

Annexes

....................................... 1,5
.................................... 5,0
...................................... 0,09

1,6

(g/)

....................................... 23,0
....................................... 1,0
....................................... 50
...................................... 10,0

Le milieu est additionné avec 5 a 10 % (vol/vol) de sang de cheval ou de mouton.

6- Gélose Mueller-Hinton

Infusion de viande de beeuf .........ooevvvveveiiiiiiiiiieeeee s
Hydrolysat de Caseine .........cocccveveienennienieneieneeee
AMIAON e s

pH =7.,4

- Réactif Fast Blue (FB BB) :

Toxique :
R61, R20/21/22, R36, S53, S45

- Réactif Ninhydrine:

NIN S ML .o

Toxique :

R10, R39/23/24/25, R36/37/38, S16, S36/37/39, S45

R1: Laurylsulfate Na 7,5 g
Diméthylformamide (DMF) 50 ml
Diméthylsulfoxide (DMSQ) 50 ml

R2 : Fast Blue BB (matiére active) 0,14 g

Ninhydrine 7 g
Méthanol 40 ml

Diméthylsulfoxide (DMSQ) 60 ml



- Réactif Nitl + Nit2:

e NIT15ml................

Corrsosif :
R34, S2, 523, S26

e NIT25ml

Corrosif :
R34, S2, 523, 526

Annexes

Acide sulfanilique 0,4 g
Acide acétique 30 g

H20 70 ml

N,N-diméthyl-1-naphtylamine 0,6 g
Acide acétique 30 g

H20 70 ml

Protocole de récupération de I’hémine : (Luck et Maurer, 2002)

50 ml de sang centrifugé 15 minutes, a 3300 g. on va obtenir 12 ml du sang épais (rouge) et 38 ml du plasma
sanguin incolore. Les globules rouges sont lavés deux fois avec 40 ml d’eau physiologique (NaCl 0,9%) et centrifugé. On
compléte le sang lavé avec de I'eau déminéralisée et le congelé a-70 ° C. Aprés on le laisse décongeler a une température
ambiante, les membranes érythrocytaires centrifugées et le surnageant (la solution d'hémoglobine) est transféré dans un
erlenmeyer de 250 ml. Sur une plaque chauffante a agitation magnétique, on lave la solution rouge foncée avec HCI 1 N
a pH 1,5 et aprés avoir atteindre 71 ° C pendant 30 min sous agitation douce (150 rpmt). Apres refroidissement sans
agitation pour former un sédiment, la boue heme, qui est centrifugée pendant 15 minutes & 3300 g a Trois temps de lavage
avec HCI 0,1 N, on obtient I'hémine avec environ 40% du contenu d‘hémine et un rendement de 70%. On peut utiliser
optionnellement 1‘ultrason afin d'améliorer la biodisponibilité.

&‘F-ﬁ-'&urv -1

Blut (Citrat stabiisiernt)

Dickbtut

0.9 % Naci

aqua deion. Gefrieren,
Hamolyse

Hamogiobin + Ghosts

Saure-Hydrolyse von

0.1 NHCI ——pf Hamoglobin und
Hamin-Fallung

Zentrifugation Globin-Losung

Hamschtarnm

saun deron. Satz. Protein

v

optional: Ultraschall-Dissoziation
der Hamin-Aggregate

Trocknen

Hamin (Reinbeit ca. 50 %)

Protocole de récupération de I’hémine


http://www.google.com/search?tbo=p&tbm=pts&hl=en&q=ininventor:%22Thomas+Luck%22
http://www.google.com/search?tbo=p&tbm=pts&hl=en&q=ininventor:%22Andreas+M%C3%84URER%22

Tableau de lécture des plaques ApiCampy
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TESTS COMPOSANTS QTE REACTIONS Résultats
ACTIFS (mg/cup.)
NEGATIF POSITIF
URE urée 0.216 UREase Jaune orange / rouge
NIT potassium nitrate 0.1 Reéduction des NITrates Nitl + Nit2/ 5min
incolore rose / rouge
EST 5-bromo-4-chloro- 0.029 ESTérase Incolore bleu-péle turquoise
3-indoxyl-acétate
HIP Sodium hippurate 0.2 HIPpurate NIN/5 min
Incolore gris-bleuté violet
GGT Acide yL-glutamiqueR- 0.0272 Gamma Glutamyl FB/5 min
naphtylamide Transférase incolore Orange intense
TTC triphényltétrazolium 0.02 Réduction du chlorure de incolore rose / rouge
chloride triphényl- rose pale ou dépdt au
Tétrazolium fond de la
(TriphénylTétrazolium cupule
Chlorure)
PyrA acide pyroglutamiqueR3- 0.038 Pyrrolidonyl Arylamidase FB/ 5 min (PyrA — PAL)
naphtylamide -
incolore Orange
ArgA L-arginine-4-méthoxyR- 0.056 L-Arginine Arylamidase incolore Orange
naphtylamide
AspA acide aspartiqueR- 0.039 L-Aspartate Arylamidase incolore Orange
naphtylamide
PAL 2-naphtyl phosphate 0.024 Phosphatase ALcaline incolore Orange
H2S sodium thiosulfate 0.076 production d’H2S incolore Pourpre
GLU D-glucose 1.56 assimilation (GLUcose)
SUT Sodium succinate 1.36 assimilation (sodium
SUccinaTe)
NAL Acide nalidixique 0.084 inhibition de croissance
(acide NALidixique)
CFz Sodium céfazoline 0.224 |n2(|)t(>j|_t|on gg:rglsls_ance transparence trouble
(sodium CeFaZoline) (absence de (méme trés
ACE Sodium acétate 11 assimilation (sodium croissance faible)
ACEtate) ou sensibilité) (croissance
PROP Acide propionique 1.16 assimilation (PROPionate) ou
resistance)
MLT Acide malique 1.56 assimilation (MaLaTe)
CIT Trisodium citrate 2.28 assimilation (trisodium
ClTrate)
ERO Erythromycine 0.014 sensibilité - prédiction

thérapeutique
(ErythrOmycine)
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Figure. 1 : la présence des colonies d’E. coli aprés 24h a 37°C sur milieu sur milieu Mac Conkey

2:

Présence des colonies de salmonella aprés 24h & 37°C sur milieu Hektoen et SS.

3 et 4: Présence des Staphylococcus aureus sur milieu chapman aprés 24h a 37°C.

5:
6 : présence de Clostridium S.R sur le tube VF et TSC aprés 72h a 37°C présentant une colonie ronde de couleur noire.
7:

8 : Utilisation du milieu Mannitol-mobilité pour compléter I’identification des souches d’E. coli

Echantillon de la présence des Campylobacter thermotolérant sur milieu karmali aprés 72h & 42°C en condition micro-aérophile.

aspect visqueux et filandreux de la souche Enterobacter cloacea 14SM aprés observation du test KOH & 3%
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Annexe 02

Antibiotiques testés sur les Entérobactéries, les Staphylocoques spp. et les Campylobacter

Diamétres critiques (mm)
Antibiotiques Charge de disque (ug)
S> R<
Céfotaxime (CTX) 5 20 17
Ampicilline (AMP) 10 1478 148
Imepinem (IMP) 10 22 16
» Ticarcilline (TI) 75 23 23
<}
k- . .
L Ciprofloxacine (CIP) 5 22 19
Q 200 16 16
8 Fosfomycine(FO)
5 Colistin sulfate (CS)
t= - Note? Note?
Ll
Amikacine (AK) 30 16 13
Amoxicilin acide clavulanique(AUG) 20-10 164 B 168
Cefutoxime (CXM) 20 17
Trimethoprim sulfumethoxazole 1,25-23,75 16 13
(SXT)
Tobramycine (TOB) 10 18 18
Céfoxitine (FOX) 30 25 22
. Gentamycine (CN) 10 18 18
Q.
o
: Penicilline G (P) 1 unité 26" 26"
=]
o - -
8 Clindamycine (DA) 2 228 198
o
o - —
= Acide fusidique (FA) 10 24 24
<
o
< Oxacilline (OX) / / /
9p]
Ofloxacine (OFX) 5 207 207
Trimethoprime (TMP) 5 17 14
Gentamicine (CN10)
E) 10 17 17
S Amoxicilline acide clavulanique
-8 (AUG) 20/10 19 14
é Ciprofloxin (CIP5) 5 26 26
1S
S Erythromycin(E15) 15 207 207
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Annexe 03

Choix d'une distribution de probabilité.

La modélisation de Monte Carlo nécessite une définition précise des distributions de probabilité des
paramétres d'entrée. Le choix de la « meilleure » distribution de probabilité n’est pas toujours simple. Les
criteres de choix d'une distribution sont généralement les caractéristiques naturelles du paramétre et du
processus modélisé, ou la qualité de I'ajustement d'une distribution aux données. Des apercus des différentes
distributions de probabilités pouvant étre utilisées sont largement disponibles (Vose 1998, Vose 2000). La liste
ci-dessous se limite a une tres bréve description de certaines distributions fréquemment utilisées avec leurs
caractéristiques les plus importantes dans le contexte de I'évaluation des risques et de la modélisation de Monte
Carlo. Cette description n'est ni précise ni complete.

- Binomiale : La distribution binomiale Bin (n, p) décrit la probabilité de x succés dans n essais, lorsque
la probabilité de succés est connue pour étre p. Il peut étre considéré comme «la mére de toutes les distributions
de probabilité ». A utiliser lorsque n est relativement petit et que p ni 1-p est proche de zéro.

- Poisson : La distribution de Poisson (4) décrit la probabilité de x événements «rares» lorsque le
nombre attendu d’événements est 4. La distribution de Poisson est liée au binbme par 4 = np. La distribution
binomiale est approchée par Poisson lorsque n est grand (disons n> 50) et p est petit (disons np <5).

- Normal : La distribution normale N (1, o) est une distribution continue caractérisée par la moyenne p
et I'écart type ¢. La distribution normale est liée au bindme par u = np et ¢ = Ynp (I-p). La distribution
binomiale est approximée par Normal lorsque n est grand (disons np> 3\np (I-p)). Le théoréme central limite
stipule que la somme des variables aléatoires avec la méme distribution a approximativement une distribution
normale. Beaucoup de choses dans la nature ont une distribution normale. Dans de nombreux tests statistiques,
on suppose que les variables ont une distribution normale.

- Log normal : Dans la distribution log-normale les logarithmes du paramétre considéré ont une
distribution normale. Il a une limite inférieure zéro et une longue queue. C'est une distribution pratique car un
journal la transformation permet de traiter les multiplications comme des sommes. Il est important dans
I'évaluation des risques (microbiologiques), car les micro-organismes se développent et meurent généralement
de maniére exponentielle, et leur nombre peut donc étre considéré comme distribué de maniére log-normale.
En général, beaucoup de choses en biologie suivent une distribution log-normale (Slob 1994).

- Béta : La distribution béta (a, p) est tres flexible et bien adaptée pour décrire la distribution de
probabilité d'une probabilité, car elle est bornée entre 0 et 1. Elle peut étre utilisée pour exprimer l'incertitude
de la probabilité p dans un processus binomial lorsque le le nombre de succés s et le nombre d'essais n est
connu. Dans ce cas, (en supposant un a priori uniforme) p a une distribution Beta (s + 1, n-s + 1).

- Gamma (et exponentielle) : La distribution Gamma (a, f) est une autre distribution continue avec
une limite inférieure zéro et aucune limite supérieure. Il décrit par exemple la distribution de probabilité du
temps qui s'écoule avant que a événements rares ne se produisent, étant donné un temps moyen entre les
événements . Si a = I (donc si le temps écoulé jusqu'a ce qu'un seul événement soit intéressant), la distribution
Gamma est égale a la « distribution exponentielle ». Une caractéristique intéressante de la distribution Gamma
est que la somme de k variables aléatoires avec une distribution Gamma (e, p) est distribuée Gamma (ka, ).

- BetaPert : La distribution BetaPert (min, mod, max) (\VVose 2000) est dérivée de la distribution Beta.
Il est bien adapté pour décrire l'incertitude d'un paramétre évalué par avis d'experts. Lorsque la valeur
minimale, la plus probable et la valeur maximale d'un parametre sont évaluées, le BetaPert peut étre utilisé
pour représenter sa distribution. La méme chose peut étre faite avec une distribution Triangle (min, mod,
max), mais cela a I'inconvénient d'avoir une forme rigide avec plus de poids dans les queues
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Processus de base

Un élément important de I’approche MPRM consiste a identifier chaque module comme ’un des six
processus de base, qui sont la colonne vertébrale de chaque modéle de risque d’un processus considéré. Ces
processus de base sont les six événements fondamentaux qui peuvent affecter la transmission de tout danger
microbien dans tous les process alimentaires.

11 existe deux processus de base (microbiens), la croissance et I’inactivation, et quatre processus de
(manipulation des aliments), soit le mélange, le partitionnement, la suppression et la contamination croisée.
Les processus microbiens dépendent fortement des caractéristiques du danger microbien, car les effets des
conditions environnementales sur la croissance et I'inactivation différent selon les espéces (et méme selon les
souches). Les effets des processus de manipulation des aliments sont essentiellement déterminés par les
caractéristiques de ces processus. Une variété de modeles peut étre appliquée pour chaque processus de base.
Le modele précis appliqué dépendra du contexte de I'évaluation des risques.

- Croissance : La prévention de la croissance d'agents pathogénes ou de bactéries d'altération est
I'objectif de la conservation des aliments et des pratiques courantes en matiere de la sécurité sanitaire des
aliments. En raison de la croissance microbienne, les produits contaminés a un niveau inférieur au seuil de
détection, et par conséquent considérés comme sirs a un moment donné, peuvent devenir dangereux par la
suite. La croissance pouvant survenir aprés le traitement industriel des aliments, cela complique I'établissement
de normes de sécurité microbiologiques pour les aliments. La croissance microbienne, en tant que processus
variable, incertain et compliqué, est largement étudiée dans la recherche en microbiologie prédictive.

En général, un modéle de croissance a la structure :

log (Now) = log (Nin) + /()

Avec f (.), une fonction de croissance (croissante et positive). Cette fonction de croissance peut avoir
plusieurs formes, qui sont discutées dans la littérature (McMeekin et al., 1993 ; Whiting, 1995 ; Van Gerwen
and Zwietering, 1998).

Par exemple, pour une croissance exponentielle, f (.) =ut (ou t est le temps et |1 est le taux de croissance
spécifique), et lorsqu’on utilise 1’équation de Gompertz :

J()=aexp[-exp (b-ct)], avec les paramétres a, b et c.

-Inactivation : L’inactivation microbienne est une stratégie de la sécurité alimentaire et de la
conservation des aliments fréqguemment appliquée. Elle peut étre la conséquence de divers traitements
appliqués dans la production et la préparation des aliments, tels que le traitement thermique, la réduction du
pH, le séchage, la congélation, etc. La formule générale pour modéliser I'inactivation est similaire a celle de la
croissance :

log (Nout) = log (Nin) — 9 (.)

g (.) est une fonction d'inactivation croissante. De nombreux modeles d'inactivation sont disponibles (Van
Gerwen and Zwietering, 1998 ; Xiong et al., 1999). Le procédé d’inactivation le plus fréquemment utilisé est
le traitement thermique, et le modele le plus fréeqguemment utilisé est le modele de Bigelow, dans lequel le taux
d’inactivation est une fonction linéaire de la température par rapport au temps : g (.) =t/ Dr, la valeur Dt est
le temps de réduction décimal a la température T.
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Contrairement au processus de croissance, I'inactivation peut avoir un effet sur la prévalence. Une fois que le
nombre de bactéries dans une unité tombe vers zéro, la prévalence diminue. La prévalence prédite aprés
I'inactivation, si toutes les unités sont de taille égale, est :

Pout = Pin {1 - [1 - E (Nou)/Nin] "V}

- Partitionnement : Le partitionnement se produit quand une grande unité est divisée en plusieurs
petites unités, comme représenté schématiquement sur la Fig. Le modéle de partitionnement décrit la nouvelle
répartition des cellules Ni» (spores, particules, ufc, etc.) présentes dans une grande unité sur n petites unités.
Nout, i (avec i: 1 ... n). Nauta (2005), a décrit et discuté plusieurs modéles de partitionnement.

Unité avec N ufc

(s O

Figure. Partitionnement : une grande unité contenant N cellules (particules, spores, ufc, etc.) est
scindée en n petites unités i (i = 1...n) contenant Ni’ cellules.

- Mélange : Dans un processus de mélange, les unités sont regroupées pour former une nouvelle grande
unité, comme illustré a la figure. Si le nombre de bactérie dans les petites unités est connu, la somme peut étre
utilisée pour modéliser I’effet du mélange sur le nombre de bactérie par unité : si k unités sont rassemblées,
’unité i contenant Nin, ; cellules (i =1 ... k), la plus grande unité contiendra la somme de toutes les cellules Nin,
i - Nout = Zk Nin,i. le processus est plus détaillé dans (Nauta, 2001; Nauta, 2005)

[ kunitésavecNiufc] O

|

Unité avec N’ ufc

Figure. Mélange : k petites unités contenant des cellules N; (particules, spores, ufc, etc.) dans les
unitési (i =1 ... k) sont jointes pour former une nouvelle grande unité avec N’cellules.
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-Suppression : Plusieurs processus de manipulation des aliments peuvent étre identifiés comme étant
une élimination. Ceux-ci entrent dans deux catégories, la premiére, ou 1’élimination peut étre considérée
comme un processus dans lequel certaines unités (ou parties d'unités) sont retirées de maniere sélective du
processus de production ou de manipulation des aliments par le fabricant de produits alimentaires. Si cette
élimination était aléatoire en ce qui concerne le niveau de contamination avec le danger considéré, cela n'aurait
aucun effet significatif sur I'évaluation des risques, car seule la production serait affectée, mais pas la
distribution des nombres N.

Cependant, le processus est généralement pris en considération parce qu'il existe une relation présumée
avec la contamination microbienne : les unités (fortement) contaminées sont plus souvent jetées que les unités
Iégerement ou non contaminées.

Un modele simple d'élimination peut étre suffisant, puisque la modélisation mécanistique nécessite
des informations sur la relation entre la probabilité de rejet d'une unité alimentaire et le nombre de
microorganismes (danger) dans les produits alimentaires, ce qui n'est généralement pas disponible.

Si les unités contaminées sont éliminées avec une probabilité plus élevée que les unités non
contaminées, mais les unités fortement contaminées ne sont pas éliminées avec une probabilité plus élevée que
les unités légérement contaminées, le retrait affecte uniquement la prévalence, et non pas la distribution de la
variabilité du nombre de bactérie sur les unités. Dans ce cas, I'élimination peut étre représentée par une fraction
f, de sorte que la prévalence Po aprées élimination soit égale a :

Pout - Pin f/ (1 - Pin + Pin f)

Ou, 0<f <1, et peut étre exprimer comme : f = (1 - pc) / (1 - protc), avec pc la probabilité d'élimination d'une
unité contaminée et pnot ¢ la probabilité d'élimination d'une unité non contaminée. Si f = 0, toutes les unités
contaminées ont été éliminées ; si f = 1, aucunes d'entre elles n’étaient éliminées. Ce paramétre f peut étre
variable et incertain, dérivé de résultats expérimentaux ou d’avis d’experts.

Une autre forme d’élimination consiste a laver, a peler, a éplucher ou a un procédé équivalent. Dans ce cas, le
processus d’élimination vise en principe toutes les unités, ce qui donne un modéle similaire a celui de
I’inactivation, avec une diminution du nombre de bactérie :

Log (Nout) = log (Nin) - h (.)

h(.) est une fonction positive d’élimination. Des modeéles plus complexes peuvent étre développés si d’autres
mécanismes d’élimination sont incorporés.

-Contamination croisée : C’est un processus important en matiére de sécurité sanitaire des aliments,
mais un peu mal défini. Plusieurs types de contamination croisée peuvent étre envisagés. La contamination
croisée peut étre une transmission directe de cellules bactérienne d'une unité a une autre, par contact physique
(carcasses de poulet, 1égumes, ...etc).

Il peut également s'agir d'une transmission indirecte, via les mains ou les équipements des process alimentaires.
Un troisiéme type est la contamination extérieure au processus spécifique de production alimentaire ou
l'introduction des bactéries sera par des insectes ou des serviettes sales, ...etc. Dans ce cas, on parle
généralement d’une recontamination et non pas d’une contamination croisée. Ce processus peut étre important
s’il fait I’objet de I’introduction d’un nombre important du danger pris en compte dans la chaine de production
de I’aliment. Si cela est jugé pertinent, il devrait étre intégré a I'évaluation de I'exposition en tant que source
de contamination distincte.

La principale préoccupation concernant la contamination croisée est que les unités non contaminées seront
contaminées, ce qui augmente la prévalence du danger. En principe, le nombre total des cellules bactériennes
dans le systeme reste constant car elles ne sont que redistribuées sur les unités.
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Tableau. Process de base du MPRM et leurs effets qualitatifs sur la prévalence, le nombre total (concentration)
de microorganismes dans le systeme et la taille de l'unité.

Processus de base

Effet sur la prévalence

Effet sur la concentration

Effet sur la taille de

du danger du danger I’unité
Croissance = + =
Inactivation - - =
Mélange + = +
Partitionnement - = _
Elimination - - =
Contamination croisée + = =

=, aucun effet ; +, une augmentation ; -, une réduction.

En fonction des définitions précises des processus :

L’élimination peut également entrainer une diminution de la taille de 1’unité,

La contamination croisée peut également entrainer une augmentation du nombre totale du danger.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Campylobacteriosis is an emerging foodborne illness which is frequently linked to the consumption of inade-

Campylobacter quately prepared poultry. The purpose of this study was to assess the risk associated with thermotolerant

Ié}ell?al? Campylobacter spp. in chicken doner kebab and to estimate the number of campylobacteriosis cases due to its
1cken

consumption in Tlemcen city (Algeria). In order to estimate the human exposure to Campylobacter from a doner
kebab meal and the number of human cases associated to this exposure, a stochastic risk model was developed,
covering the whole food pathway. The model details the spread and transfer of Campylobacter in doner kebab
from slaughter to consumption and the relationship between ingested dose and the probability of developing
campylobacteriosis. Information and data for the development of the risk model were obtained in this study and
when not available they were obtained from other research. Whenever possible, the data were represented by
probability distributions rather than single point estimates, as they were to be integrated in a probabilistic
estimation of the risk using Monte Carlo simulation. We found that 86.2% of chicken meat samples were
contaminated, 17% higher than 4.0 Log cfu/g. 37.5% of doner kebab samples were contaminated. It is estimated
that 5 infections will occur for every 100 doner kebab consumptions and that one person in sixty-six can get a
campylobacteriosis by eating a doner kebab meal. The QMRA approach allows for an overall scenario analysis. It
was found that intervention during slaughter and at the cooking process of doner kebab is probably most efficient
to reduce Campylobacter health risks. Furthermore, important data gaps could be identified.

Risk assessment
Scenario analysis
Algeria

1. Introduction

In Algeria, eating outside of home has increased widely, particularly
among young people. Among the most popular products sold in Algerian
fast food, doner kebab has been gaining popularity rapidly. It includes
meat reduced to fragments or minced and presented as marinated,
stuffed, or seasoned.

Doner kebab can be originally traced back to Turkey, where it was
called “cevirme” which means “turning”, but the dish itself is usually

called doner kebab, meaning “turning kebab”. In Greek, it is called
gyros, meaning “turned”, and shawarma in the Middle East and North
Africa (Hosseini et al., 2013; Nimri et al., 2014). Basically, it is a wrap of
shredded meat (marinated chicken) prepared by alternately stacking
strips of fat and pieces of seasoned meat on a rotating vertical skewer.
The meat is roasted from the outside, while most of the inside remains
rare. Shavings are cut off the block of meat for serving, and the
remaining block of meat is kept heated on the rotating skewer. All of
these items have in common that they have been manipulated
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extensively during processing (Arun et al., 2007; Askin and Kilic, 2009;
Gonulalan et al., 2004; Hosseini et al., 2013; Nimri et al., 2014; Vaz-
gecer et al., 2004). It is known that the risk posed by poultry meat is
strongly associated to the presence of high Campylobacter loads (EFSA,
2011; EFSA, 2010; Nauta et al., 2009). Doner kebab have a potential for
Campylobacter contamination not only on the surface of the meat but
also in the mass depth, close to the rotating axis of the skewer.

Today, Campylobacter is known as the leading cause of bacterial
enteritis in high and low income countries (Kaakoush et al., 2015).
Fresh, raw or undercooked poultry products, contaminated with
Campylobacter spp., are considered an important source of campylo-
bacteriosis (EFSA, 2010).

QMRA is composed of four stages: hazard identification, exposure
assessment, hazard characterization and risk characterization (FAO,
1999). Hazard identification identifies the issues of concern and pro-
vides the focus of the risk assessment (WHO/FAO, 2008). Exposure
assessment is the estimation of how likely it is that an individual or a
population will be exposed to a microbial hazard and what numbers of
the microorganism are likely to be ingested (Lammerding and Fazil,
2000). Dose response models are used in hazard characterization by
obtaining quantitative information on the effects of different levels of
exposure to potentially hazardous organisms (Notermans and Teunis,
1996). Risk characterization is the integration of the exposure and
dose-response assessments to provide an overall evaluation of the like-
lihood that the population will suffer adverse effects as a result of the
hazard. The outputs from exposure assessment and hazard character-
ization are translated into a measure of risk (Buchanan et al., 2000).

Through this study, we want to assess the risk of campylobacteriosis
through the consumption of doner kebab for the Tlemcen city popula-
tion (northwest of Algeria). The number of fast food restaurants serving
this product has largely increased. Even if the kebab is appreciated,
questions have been raised related to its microbiological quality and its
production process. The use of low initial quality of raw chicken meat
and/or other ingredients, inefficient cooking process, improper sanitary
practices for personnel, and for cooking/processing utensils may raise
safety issues (Kayaardi et al., 2006; Vazgecer et al., 2004). The duration
of grilling is not standardized, i.e. when there is a high consumer de-
mand for this food, it is possible that the meat cut from the cone has not
been properly heated (Omurtag et al., 2012). Therefore, it was decided
to build a QMRA model to assess the risk associated with Campylobacter
in doner kebab and to evaluate the potential effect of control measures
to reduce this risk.

2. Material and methods
2.1. Samples collection

The sampling was carried out over a 2-years period (from May 2014
to May 2016). A total of 96 chicken doner kebab plates were collected as
served to the consumer. Samples were randomly obtained from 32 doner
kebab establishments in Tlemcen city (northwest of Algeria). These es-
tablishments varied from restaurants to fast food where the chicken
doner kebabs could be eaten or taken out. Samples were taken during
the lunch times, which were the busiest hours for serving. Also, in this
study, a total of 204 chicken meat samples were collected from two
slaughterhouses, four restaurants and sixteen butcher shops located in
the most popular areas of Tlemcen city. All samples were transported to
the laboratory in a cooling box and processed immediately upon arrival.

2.2. Campylobacter detection, enumeration and identification

Campylobacter detection was carried out according to the method
described in ISO 10272-1:2006 with slight modifications. A represen-
tative 10 g of meat material (raw meat or kebab), was taken aseptically
and placed into a sterile plastic bag, that was filled with 90 ml of sterile
enrichment Preston broth (Oxoid; Basingstoke, England), and was
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processed for 1 min in a stomacher blender, then incubated, under
microaerobic conditions using an anaerobic jar containing a gas gener-
ating CampyGen™ reagents (Oxoid) at 37 °C for 4 to 6 h, followed by 44
+ 4hat 41.5 £+ 0.5 °C. After enrichment, 10 pl was plated onto mCCDA
(modified Charcoal Cefoperazone Deoxycholate Agar) (Oxoid; Basing-
stoke, England), CampyFood Agar (Biomérieux, France) and Karmali
Agar (Oxoid CM0935 + SR205) and incubated for 48 h at 41.5 + 0.5 °C
under microaerobic conditions.

Enumeration was carried out according to the method described in
ISO 10272-2:2006. In brief, 0.1 ml of 10" and 1072 dilutions were
streaked onto mCCDA agar and CampyFood Agar, then incubated for 44
+ 4 h at 41.5 + 0.5 °C under microaerobic conditions.

After incubation, colonies were subsequently purified on Columbia
agar with 5% horse blood (IPA: Institut Pasteur d’Algérie), then tested
by Gram staining, motility, oxidase test, catalase test and growth at
25 °C. Suspected colonies of Campylobacter were curved Gram-negative
bacilli, with typical motility (twirling and rapid darting movements),
oxidase positive, catalase positive and which did not show growth at
25 °C, then confirmed both by using biochemical tests (API Campy,
Biomérieux, France) and sensitivity to nalidixic acid and cephalothin
(Bio Rad, France).

2.3. Quantitative risk assessment methodology

In this study, the modular process risk model (MPRM) methodology
proposed by Nauta (2008) was used as a tool for risk assessment
modeling. In general, the process model quantitatively describes the
transmission of the hazard along the food pathway (Nauta, 2001, 2008).
The aim of the model described and discussed here, is to perform a
quantitative risk assessment of Campylobacter as a hazard in doner kebab
consumed by the population of Tlemcen city. Endpoint of the model is
the probability of illness and cases per year due to the consumption of
doner kebab. Information and data for the development of the risk
model were collected in this study or from the literature. Whenever
possible, data were represented by probability distributions rather than
single point estimates, as they were integrated in a probabilistic esti-
mation of the risk using Monte Carlo simulation. The @Risk software
(version 7.5.0., Palisade Corporation, Newfield, NY, US) in combination
with Excel platform, Microsoft® Excel 2016 (Microsoft, USA) were used
to run the simulations.

2.3.1. Hazard identification

In 2011, campylobacteriosis was the most frequently diagnosed
zoonosis in Europe, with more than twice as many confirmed cases as
salmonellosis (EFSA, 2013). Campylobacter is predominantly associated
with poultry (EFSA, 2006; Messad et al., 2014; Nauta et al., 2005;
WHO/FAO, 2009). It is usually isolated from raw meat and it can be
cross-contaminated during food preparation (Nauta et al., 2009). It does
not multiply outside a warm- blooded host because of the absence of
microaerobic conditions and non- permissive temperatures (EFSA,
2011). The reported incidence of Campylobacter infections has markedly
increased in many countries within the last 20-year period. Under-
reporting of Campylobacter infections is an issue in many countries and
incidence rates only reflect the number of laboratory-confirmed cases
(Samuel et al., 2004; WHO/FAO, 2009). The true rate of infection is
considered to be higher than the number of reported cases, the under-
reporting factor for campylobacteriosis in the EU was estimated at 46.7
(95% CI 14.1-117), which means that only 1/47 cases of campylo-
bacteriosis was reported (Havelaar et al., 2013). Cases are usually
caused by C. jejuni and to a lesser extent by C. coli (EFSA, 2006;
WHO/FAO, 2009). Bacteria belonging to the genus Campylobacter are
non-spore forming, oxidase-positive, Gram-negative rods, curved or
spiral shape, have flagella and are highly motile. Campylobacter are
oxygen-sensitive micro-aerophilic bacteria, with optimal growth in an
atmosphere containing 5-10% oxygen and 1-10% carbon dioxide.
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2.3.2. Exposure assessment

2.3.2.1. General scheme of the assessment model. The output of exposure
assessment is an estimate of the likelihood of a consumer being exposed
to the pathogen in the food and of the numbers of the organism (dose) in
a single serving at the time of consumption (FAO, 1999). The first step is
to produce a description of the food pathway, which may include all or
only some of the stages of production, processing, distribution,
handling, change in unit and consumption (Coleman and Marks, 1999;
Lammerding and Fazil, 2000). All processing steps can be identified as
one of six basic processes (modules): either one of two microbial pro-
cesses, growth and inactivation, or one of four product-handling pro-
cesses: mixing, partitioning, removal and cross contamination. The food
pathway is split up in a series of processing steps and one basic process is
assigned to each of these steps (Nauta, 2002). In consecutive steps, the
transmission of Campylobacter is described by modeling the change in
the number of microorganism per unit.

In Fig. 1, the food pathway for doner kebab is presented as a simple
scheme that was used as a starting point for this risk assessment study.
The kebab is made from boneless chickens that are potentially
contaminated with Campylobacter. Chicken meat cuts are seasoned and
marinated, and put together on a skewer to make the kebab. The kebab
skewer is frozen for one day and after that the meat is roasted and
consumed. In the model, factors relevant to preparation and consump-
tion patterns (e.g., cooking, marinating, freezing, amount of food
consumed in a serving, and frequency of eating) are considered. During
processing in the slaughterhouse, and transportation, the multiplication
of Campylobacter is not included. This is because Campylobacter is
assumed not to grow at temperatures below 30 °C, which in principle
means that they only grow and proliferate in a host (Solow et al., 2003).

The model is a simplified representation of the transfer and survival
of Campylobacter during production and consumption of doner kebab,
several potential contamination routes have been left out. The model
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should be considered as an exposure model containing the most
important process steps. It could be extended with other contamination
routes in a later version of the QMRA model.

2.3.2.2. Presentation and description of the model. Uncertainty and
variability play an important role in QMRA and therefore most risk as-
sessors have preferred stochastic methodologies (Coleman and Marks,
1999; Haas et al., 2014). The stochastic model structure and data are
provided in Table 1 and detailed step by step below

- Step 1: Raw chicken meat contamination

The Campylobacter prevalence of contaminated raw chicken meat
Praw meat had a fixed value. Its impact on the risk model result is studied
in the scenario analysis (Section 3.5). The variability of Campylobacter
concentrations (log cfu/g) in positive samples was described by a normal
distribution:

Craw mear ~ Normal ( MCray mear s SdCRaw mml) (1)
“M C.Raw meat” Deing the mean concentration and “sd ¢ raw mear” the
standard deviation.

- Step 2: Making the kebab

The weight of one doner kebab skewer (Ukepqp) Was assumed to be
approximately 10 kg. To describe the variability between the weights of
boneless chickens used for the doner kebab preparation, a normal dis-
tribution was used:

UChicken,[ ~ Normal ( Mehicken Unit Sdch[fkm Un[l) X 1000 (2)
where Uchicken,i is the weight of chicken i (g), m chicken unit is the mean

weight and sd chicken Unie i the standard deviation. Data of boneless
chicken’s weight used in the baseline model is shown in the Appendix A.

| Process Step | |

Basic Process | | Unit |

Raw chicken meat contamination

| Step 1:

I Step 2: I Making the kebab

Handling (Seasoning)

| Step 3: I Storage (Freezing) |'—///

Initial Pathogen Contamination

Cross-contamination

Boneless chicken
Zi UChicken,i

Kebab skewer
(UKebab)

itioning = keeemeccccccccccccccceeen== - == ————— Serving
:]r e (UEaten)

Fig. 1. Food pathway and an overview of the different process steps, basic processes and units used in the baseline risk assessment model to describe Campylobacter

during doner kebab processing.
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Table 1
Structure of the risk food chain model enabling to estimate the number of
Campylobacter infected cases with consuming doner kebab in Tlemcen city.

Microbial steps Abbreviation Data/ Unit References
equations
Prevalence of P Rraw meat (s =176) % Data from this
Campylobacter positive study
in raw chicken samples
meat among (n =
204) tested:
86.3%
Mean of M C.Raw meat 3.816 log cfu/ Data from this
Campylobacter g study
concentration

in raw meat

standard sd ¢.Raw meat 1.474 log cfu/ Data from this
deviation of g study
Campylobacter
concentration
in raw meat

Raw meat C Raw meat ~ Normal (m log cfu/

Campylobacter CRawmeas Sdc. 8
concentration Raw meat)

Boneless M chicken Unit 1.928 Kg Data from this
chicken’s study
weight mean

Boneless sd chicken Unit 0.178 Kg Data from this
chicken’s study
weight stdev

Chicken’s weight Uchicken,i ~ Normal(m g Calculated
of chicken i chicken Unie Sd

chicken Unit) %
1000

Contamination Pchicken, i ~ Binomial
status chicken i (1, Praw meat)
(1=yes, 0=no)

Number of nkeb obtained by Calculated
chickens in > sampling in the
10Kg of kebab simulation
skewer

Weight of kebab Uhebab = Zi_1.nkeb g Calculated
skewer Uchicken,i

Number of Chicken,i =108 Uchicken,i  log Cfu/  Calculated
Campylobacter + C Raw meat chicken
on chicken i

Number of Ckebab =2i_1..nkeb cfu (Nauta, 2005)
Campylobacter Pchicken, i X
in kebab 10"Cchicken,i

Handling H geqs 0.5 fixed log
(seasoning)

Marinating M rar —2 fixed log (Birk et al.,

2010)

Time of doner S Time ~ Triang day Observed
kebab’s storage 0;1;3)

(freezing)

Storage S Freezing If Stime <1: log Calculated
(Freezing), Skreezing =
based on linear —0.2656 x S
trend (See Times
Appendix B) otherwise:

SFreezing =

—0.455 -

0.095 X S Time
Heat inactivation: Log Dt —0.16 x T+

p-value 9.29
calculate based
on linear trend

Heat inactivation: Log Dry ~ Uniform min (Blankenship
Campylobacterp- (log D7¢; log et al., 1982)
value Dsg)

Cooking time tHeating ~ Triang min Observed
spent (15;25;35)
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Table 1 (continued)

Microbial steps Abbreviation ~ Data/ Unit References
equations
Dy =10 "(-0.16 min ((Blankenship
x T+ 9.29) et al., 1982)
Calculated
Survival cooking H surv cooking = - tHeating / log Calculated
Dry
Final load in Chebab prep = C kebab X cfu/ Calculated
kebab 10°H eqs X kebab
10°M jpar X
10°s Freezing X
10°H sy
Cooking
Portion of kebab U Eaten 150 g Estimated
eaten per
serving
Dose (ingested) D g ~ Binomial cfu/ Calculated
(Cxebab preps serving
Ugaten / Nkeb/
1000)
Dose Response P 1y = 1 - Gamma (Teunis and
model (a+ B) x Havelaar,
Gamma(p+ 2000)
Dpng)/ Gamma
(a+ B+ Dy
/ Gamma(p)
a 0.145 (EFSA, 2011;
Teunis and
Havelaar,
2000)
p 7.59 (EFSA, 2011;
Teunis and
Havelaar,
2000)
Mean probability M.P ¢ = Mean (P np) Calculated
of infection
Probability of P itjinf =1/3 (Black et al.,
illness given 1988;
infection Havelaar et al.,
2000; Nauta
et al., 2007)
Probability of Py =M.P py x P Calculated
illness il]inf
Kebab’s serving N served 1,000,000 Estimated
persons per year
Cases per year =Py xN Calculated
Served

To get the number (in log cfu) of Campylobacter per each boneless
chicken (Cchicken,i)s (CRaw mear) in (log cfu/g) was added to the log of a
sample from the normal distribution of boneless chicken’s weight
(UChicken,i):

CChu:kenJ = lﬂg UChicken,i + Craw meat (3)

The number of boneless chickens (nkeb) within one doner kebab
batch was derived by simulation, as the total number of samples ob-
tained when summing random samples from Uchicken,i (EQ. (2)) until the
total weight is larger than 10 kg. The weight of a random kebab skewer,
Ukebap (8), becomes

Ukehub = Z UChiz'ken‘i (4)

i=1...nkeb

The contamination status of each boneless chicken included in the
batch (Pcpicken, i) Was obtained by

Pchifken, i~ Binomial (1, me meal) (5)
where Pgpicken, i = 1 if the chicken is contaminated and 0 otherwise.

The total number of bacteria (cfu) per contaminated doner kebab
(Ckebap) Was simulated by sampling a random value for Cehicken,i (Eq. (3))



I. BENAMAR et al.

for each boneless chicken i (i = 1... nkeb) included in the batch and
summing the Ccpicken,i from each contaminated chicken:

Chevar = Z Pickeni X 10Citkns (6)
i=1...nkeb

All boneless chickens that were used within one batch of doner kebab
were assumed to originate from chickens slaughtered on the same day,
so the time between slaughter and cooling and preparation remained
constant for all boneless chicken within the same batch.

The effects of marination (M) and handling (seasoning) (Hseqs)
were assumed to be fixed changes in log concentrations, due to inacti-
vation and cross-contamination (Birk et al., 2010); Myqr = —2, Hgeqs=
0.5.

- Step 3: Storage (Freezing)

The variability of the freezing time (Stim) was included by a trian-
gular distribution, with a minimum 0, most likely 1 and maximum 3
days, based on observational data. The decrease of Campylobacter con-
centration in freezing step of doner kebab preparation (Sgreesing) Was
calculated by fitting a simple model through the data of (Bhaduriand
Cottrell, 2004) who found 0.56 log reduction after one day freezing at
—20 °C and 0.75 log reduction after three days:

Stime ~ Triang (07 17 3)
If STimz <1: SFr('ezing = —0.56 x STime (7)
otherwise : Spreezing = —0.465 — 0.095 X Stipe

- Step 4: Cooking

The main challenge was to describe and include the variability in
time-temperature profiles, and their impact on variability of inactiva-
tion. There is no information regarding the inactivation on Campylo-
bacter during heating of doner kebab, therefore, the literature data was
applied using a log (D) model derived from the data related to studies of
heat inactivation of Campylobacter spp. in chicken meat from Blanken-
ship et al. (1982) (See Appendix B). Derived from the data of the tem-
perature effect on the decimal reduction times (D49 to Dsy), log Dt values
(from Dgp to Dgo) of Campylobacter were calculated using the linear
trendline equation (Fig. 2):

log Dy = (—0.16 x T) +9.29 ©)

For cooking temperature, we applied a rather broad range from 50 °C
to 70 °C. This temperatures range has been reported by Todd et al.
(1986) and Yuksek et al. (2009) as the average temperature of cooked
chicken-meat doner. We choose a broad temperature range because the
variability of the temperature profiles is not known. The distribution of
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Dr values was described by a Uniform distribution:
log Dy, ~ Uniform(logDso;10gDsg) (©)]

Heating times for doner kebab (tyeating) Were observed between 15
and 35 min, depending on the demand, and implemented as a Triangular
distribution with most likely value 25 min.

thearing ~ Triang(15;25;35) (10)
The log reduction during the cooking is,

Hsury cooking = —Heating / Dr, 1)

- Step 5: Exposure

The concentration in the kebab at the moment of consumption is
calculated as:

Ckebab prep = Ckebab X IOHW X IOM,W x lobrmng X IOHSW\' Cooking (1 2)

We assume that the portion size Ugqen, equals 150 g, introduced in the
model as fixed input.

The ingested dose (Djng) on a doner kebab portion eaten per serving is
a sample from a Binomial distribution with parameters n = Ckebab preps
and p = Ugaten /Ukebab-

Dy ~ Binomial (Ciepas prep’; Usaten | Unebav) 13)

Also, we assume that the number of doner kebab servings in Tlemcen
city is about one million per year.

2.3.3. Hazard characterization

Campylobacter may cause an acute enterocolitis, the main symptoms
being malaise, fever and abdominal pain followed by diarrhea, some-
times with blood; during diarrhea bacteria are shed with the stool of the
patient. Sequellae include neurological disorders such as the Guillain-
Barré syndrome (WHO/FAO, 2009). A relatively low number of these
bacteria can induce clinical gastrointestinal symptoms (Habib et al.,
2008).

In step 6, the Beta-Poisson model for the dose-response of Campylo-
bacter developed by Teunis and Havelaar (2000) was used to estimate
the probability of infection from the consumption of a dose D of
Campylobacter cells and was implemented as:

Py (D;a, p) = 1 — Gamma(a + f3)
x Gamma(p+ D) /Gamma(a + p+ D) / Gamma(f) a4
with a = 0.145 and 3 =7.59 (EFSA, 2011; Teunis and Havelaar, 2000).

Next, it is assumed that the probability of illness given infection Pill|inf
= 1/3 (Black et al., 1988; Havelaar et al., 2000; Nauta et al., 2007).

1 e
.
.

- 0 s
E 45 50 55 *60. . 65 70 75 80 85
— 71 ~
() '~
o0 "'\\
8 ~~\“~

-2 ~.+\\

-3 \‘-lt.\

T
-4

Temperature (°C)

Fig. 2. Effect of temperature on the decimal reduction times (D49 to Dgg) of Campylobacter in poultry meat collected from the literature (Blankenship et al., 1982).
Data (+) were fitted by the linear regression log (D) = —0.16 x T + 9.29, yielding z = 6.14 °C.
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2.3.4. Risk characterization

The probability of illness and cases per year due to the consumption
of doner kebab were estimated with a Monte Carlo simulation model
(Table 1) that combined the exposure assessment and the dose response
model. It was implemented in an @Risk program and run for 100 000
iterations. In this assessment, several scenarios were constructed and
compared by calculating the log of the relative risks, the quotient of risk
estimates of an alternative scenario and the baseline scenario as
described in Table 1. This was done either to analyze the sensitivity of
the risk estimate for some of the uncertain model parameters, or to
evaluate the impact on the risk of different practices for preparation of
doner kebab in Algeria.

2.4. QMRA model validation

The QMRA model described in 2.3. was validated by another
(simpler) model, based on data directly obtained from “ready to eat”
doner kebab servings (Table 2). The contamination data used were in-
dependent of those used in the food chain model (Section 2.3). The
ingested dose from this model, VDy,, was implemented in the same dose
response model, so it replaced Dy in the model summarized in Table 1,

Table 2

Structure of the QMRA validation model enabling to estimate the number of
Campylobacter infected cases with consuming doner kebab in Tlemcen city
directly from doner kebab servings Campylobacter contamination data.

Microbial steps Abbreviation  Data/equations Unit References
Prevalence of Pxebab (s = 37) positive % Data from this
Campylobacter in samples among study
doner kebab (n = 96) tested
Mean of MC kebab 1.165 log Data from this
Campylobacter cfu/ study
concentration in g
Doéner kebab
standard deviation sdc. kebab 0.258 log Data from this
of Campylobacter cfu/ study
concentration in g
Doéner kebab
Doner kebab Chebab ~ Normal (m ¢, log Data from this
Campylobacter kebabs SA C. kebab) cfu/ study
concentration g
Exposure of VEspo = Ckebab Calculated
validation model
Portion of Kebab Ukaten 150 g Estimated
eaten per serving
Dose (ingested) VDpg = Round (Uggten cfu Calculated
X 10" VExpo;0)
Dose Response VP s = 1 - Gamma(a (Teunis and
model + p) x Gamma Havelaar,
(p+ VDrg)/ 2000)
Gamma(a + f +
VDpg) / Gamma
®
Mean probability M.VP s = Mean (VP 1) Calculated
of infection
Probability of P itjinf =1/3 (Black et al.,
illness given 1988;
infection Havelaar et al.,
2000; Nauta
et al., 2007)
Probability of VPy =M.VP 1y x Py Calculated
illness inf
Kebab’s serving N served 1,000,000 Estimated
persons per year
Cases per year = VPy X Prebap Calculated
X N served
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3. Results and discussion

3.1. Prevalence and concentrations of Campylobacter in raw chicken
meat

From a total of 204 examined samples of chicken meat, 176 (86.2%)
were contaminated by Campylobacter. This high prevalence implies high
levels of colonization of broiler flocks and reflects the hygienic practices
noted during our study. It seems that GHP (good hygienic practices)
have not been applied at abattoirs and in restaurants.

The enumeration data (Fig. 3a) showed a variation in Campylobacter
concentrations in the positive samples. 14% of samples were lower than
10 cfu/g, 13% were 1-99 cfu/g, 27% were 100-1000 cfu/g, 29%
contaminated with 1001-10,000 cfu/g, while 17% were contaminated
of more than 10,000 cfu/g. The mean Campylobacter concentration in
raw chicken meat was 3.81 log cfu/g, with a standard deviation of 1.47
log cfu/g.

The prevalence in our study was higher to the EU baseline survey of
Campylobacter prevalence detected on broiler carcasses that was 75.8%
(EFSA, 2010a). Our results are similar to those reported in Algiers
(Algeria) by Messad et al. (2014) with a contamination rate of 87.7%.
However, no official data concerning contamination of poultry or other
food products in Algeria is available.

The enumeration results reported by the EU baseline survey where
Campylobacter counts on broiler carcasses between 100 and 1000 cfu/g,
1001-10,000 cfu/g and above 10,000 cfu/g were 19.3%, 15.8% and
5.8%, respectively, lower than in our study.

3.2. Prevalence and concentrations of Campylobacter in doner kebab

From a total of 96 examined samples of doner kebab, 36 (37.5%)
were contaminated with Campylobacter. Enumeration results (Fig. 3b)
showed that 22% of contaminated samples were 1-99 cfu/g, 47% were
100-499 cfu/g, 28% were 500-1000 cfu/g and 3% with more than 1000
cfu/g.

Due to the shape, size and cooking system of doner, a problem may
arise from the fact that the center of the doner remains cold or warm
when the outside of the mass is heated, due to insufficient penetration of
heat to central parts. This creates a decreasing temperature gradient
from the peripheral parts to the center of the mass that may allow
bacteria to multiply (Kayisoglu et al., 2003). Also, pathogenic micro-
organisms inside the uncooked parts of the doner mass and the slices cut
for the servings may be insufficiently cooked, especially during peak
periods (lunch and dinner time). Therefore, an increased demand for
Doner kebab, increases the risk of underheated meat being served to
consumers.

3.3. Quantitative risk assessment model output

After simulation of initial contamination of the starting raw chicken
meat and their changes, effects of changes in unit size, the results show
that Campylobacter cell counts decreased during the storage and cooking
process of doner kebab preparation.

Table 3 summarizes the effect of freezing and cooking of the kebab
meat. During frozen storage, the mean decrease was —0.54 4 0.15 log, so
a considerable portion of Campylobacter on doner kebab survived during
freezing even after 3 days of storage where the decrease was — 0.78 log.
In Bhaduri and Cotrell’s study (2004), the time-dependent model was
generated based on data collected at — 20 °C for freezing storage con-
dition, at higher temperatures the effect may even be less.

After simulation of the cooking process (Table 3), the mean predicted
decrease of Campylobacter was more than 20 log reduction, which in-
activates all bacteria. However, due to the modelled variability, 33% of
iterations has an estimated reduction of less than 20 log, in 5% the
reduction is less than 2.53 log.

The problem in this step lies, in the short cooking time as well as the
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Fig. 3. Campylobacter enumeration data obtained; a) data from raw chicken meat, the average Campylobacter raw chicken meat concentration was 3.81 log cfu/g
with a standard deviation of 1.47 log cfu/g. b) data from doner kebab, the average of Campylobacter concentration in doner kebab was 1.16 log cfu/g with a sd of

0.25 log cfu/g.

Table 3
Output of storage (freezing) and cooking process effects on Campylobacter log
reduction in doner kebab.

Data mean std min 5% median  95% max
dev
SFreezing —0.54 0.15 —0.75 -0.70 —0.59 —-0.22  0.00
Hsurv <-20 >20 <-20 <-20 <-20 -2.53 -1.10
Cooking

cooking method and its effect on the temperature. This method creates a
decreasing temperature gradient from the surface to the center of the
doner kebab, which means, that slices cut as servings for consumers,
may receive an inadequate and insufficient cooking. Todd et al. (1986)
found that the average temperature measured at 0.5 cm depth of cooked
chicken doner, was 50.7 + 15.1 °C. Also, in Switzerland, Baumgartner
et al. (2011) found during an inspection that doner kebab was held
between 40 and 44 °C for several hours. These temperatures are even
lower than the lowest heating temperature applied our model (50 °C) .
The mean probability of infection (M.Ppy) was simulated to be 0.05,
which means that, on average, 5 Campylobacter infections will occur for
every 100 consumptions.

In addition, the number of doner kebab portions containing at least
one cfu Campylobacter was estimated as 0.06 at the time of consumption,
which means that, on average, 6 doner kebab portions in 100, contain at
least one Campylobacter cell.

The baseline risk model predicts about 15,100 cases (1person/66) of
Campylobacter associated illness due to doner kebab consumption, per
100 servings in Tlemcen city.

To our knowledge, this is the first QMRA for doner kebab, so our
results cannot be compared with a similar study. Also, data on the
incidence of campylobacteriosis in Algeria, or its relation to doner kebab
consumption, is missing. As the immune status towards Campylobacter
infection in a low and middle income country like Algeria may be
different from that in high income countries, the actual incidence may
be lower. Still, according to our risk estimates, doner kebab can cause a
large number of cases of campylobacteriosis, which implies that public
health interventions aiming at this product may be necessary.

3.4. QMRA model validation

The concentrations found in doner kebab as applied in the validation
model can be compared the exposure predicted by the food chain
QMRA. Fig. 4 shows that the validation model predicts higher
concentrations.

The output of the validation model indicates that, on average per
year, 71,800 cases (1 person/14) of Campylobacter illness occur from 10°
doner kebab servings in Tlemcen city. This can be compared with the
risk model prediction of 15,100 cases (1 person/66), which is about 4-5
times less. The lower estimate of the risk model suggests that the risk
model uses some unrealistic assumptions in the trajectory of the food
pathway until the response after consumption. The combination of more
observational data and models specifically developed to Campylobacter
in doner kebab, especially, on the heating temperatures applied, may
improve the accuracy of the risk estimates and could result in estimates
closer to that of the validation model.

The stochastic risk model estimate of doner kebab related cases has a
large uncertainty. Sources of uncertainty lie in the food pathway
description, in parameter estimates and, in the models used. The food
pathway description in the risk model is considered representative for
the doner kebab consumed in Tlemcen city and generally in Algeria. We
tried to simplify the doner kebab preparation pathway ignoring other
steps as slaughtering practices, storage, transport and consumer prac-
tices. Important details may have been overlooked in the model struc-
ture. Also, many model parameter estimates are based on expert
opinion; others are based on potentially unrepresentative data from
literature and the risk assessment model was run with multiple fixed
values. Given the numerous sources of uncertainty, and the varied
character of the uncertainties, we were not able to quantify the total
uncertainty of the risk estimates. Instead, the uncertainty was studied by
means of scenario analyses.

3.5. Scenario analysis

Seventeen hypothetical scenarios (Table 4) were compared to
explore the impact of different practices during the processing and
preparation of doner kebab.

Four scenarios were evaluated with modified prevalence and con-
centrations: one with a higher prevalence (scenario 2A), one with a
higher mean concentration (scenario 2B), one with lower prevalence
(scenario 1A) and one with lower mean concentration (scenario 1B).
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Fig. 4. Cumulative probability of the exposure of the food chain model (o), and of the validation model (7).

Table 4

The effect of a change in model parameter values on the estimated campylobacteriosis risk due to doner kebab consumption, relative to the baseline mode. The effect is
given as the log of the relative risk for each scenario (See Fig. 6) and as percentage change (last column).

Scenario Model parameter changed New value Estimated cases/year Fraction of consumers getting ill LOG(scenario/baseline) Attributable fraction
Baseline 15,100 1person/66 0
Validation 72,300 1person/14 0.68
1A Low Praw meat 0.4 9980 1person/100 —0.18 —34%
2A high Praw meat 0.95 15,900 1person/63 0.02 +5%
1B low Craw meat 1 1430 1person/700 —1.02 —91%
2B high Craw meat 6.0 32,600 1person/31 0.33 +116%
1C 1owW Stime 0.0 19,400 1person/52 0.11 +28%
2C high Stime 3.0 13,600 1person/74 —0.05 —10%
1D 1OW treating 10 39,500 1person/25 0.42 +162%
2D high treating 60 960 1person/1050 -1.20 —94%
1T Temperatures range 50-60 50-60 30,300 1person/33 0.30 +101%
2T Temperatures range 52-70 52-70 2560 1person/390 -0.77 —83%
3T Temperatures range 55-70 55-70 1 1person/1,000,000 —4.18 —99.99%
4T Temperatures range 45-65 45-65 92,700 1person/11 0.79 +514%
5T Temperatures range 47-60 47-65 71,200 1person/14 0.67 +371%
1E low effect Mg, 0.0 31,200 1person/32 0.31 +106%
2E high effect Myqr -3.0 8290 1person/121 —0.26 —45%
1F Hgeqs 0.0 11,500 1person/87 —0.12 —24%
2F Hgeas 3.0 40,600 1person/25 0.43 +168%

For the heat inactivation parameters, as described in Section 2.3.2.2,
five scenarios were evaluated of the temperature range applied to doner
kebab cooking compared to data used in the baseline model: one with a
temperature range from 50 to 60 °C (scenario 1T), one with a temper-
ature range from 52 to 70 °C (scenario 2T), one with the highest range,
55 to 70 °C (scenario 3T), one with a temperature range from 45 to 65 °C
(scenario 4T) and the last with a temperature range from 47 to 60 °C
(scenario 5T). Fig. 5 shows the effect of increasing the temperature
range applied on the exposure predicted by the food chain model.

Next, heating times for doner kebab were tested in two scenarios: one
with fixed higher heating time up to tyeating—60 min (scenario 2D), and
the worst case, when demand is high, where heating time equals tye.
ating=10 min (scenario 1D).

The effect of freezing doner kebab was also tested by varying the
freezing time, with Stime = 3 days freezing (scenario 2C) and with no
freezing step at all (Stime = 0; scenario 1C). In (scenario 1F) some better
hygiene measures were tested, assuming no cross-contamination in
handling step, On the other hand, poor hygiene (scenario 2F) corre-
sponding to higher microbial loads at the handling step. Finally, the
marination effect was tested with a high decrease effect in (scenario 2E)
and with no effect on Campylobacter concentration (scenario 1E).

The most pronounced reductions of campylobacteriosis cases

estimated per year are obtained by:

(i) Scenario 3T: the use of a temperature range between 55 and 70 °C
when cooking doner kebab can largely reduce the number of
cases per year to only 1 case, which means that the Scenario 3T
can reduce the baseline risk estimate with 99.99%.

(ii) Scenario 1B: a reduction in mean Campylobacter concentration in
raw chicken meat from 3.8 log cfu/g to 1 log cfu/g may reduce
the number of cases per year by a factor ten compared to the
baseline, a reduction of 91% of the baseline risk estimate.

Scenario 2D: increasing the cooking time parameter to 60 min

instead of the triangular distribution defined for the baseline may

reduce the number of cases per year with 94%.

Scenario 2T: the use of a temperature range between 52 and 70 °C

in cooking step can reduce the number of cases with a factor 5,

which means that scenario 2T can reduce the baseline risk esti-

mate with 83%.

(iii)

(iv)

It appears that an adequate cooking process remains the most
effective means of reducing Campylobacter risk in doner kebab. Fig. 5
shows that a change in the temperature range has large effect on the
Campylobacter exposure. Allowing lower temperatures (below 50 °C;
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Fig. 5. Effect of temperature on the exposure of Campylobacter in doner kebab, (o) food chain model (temperature range between 50 and 70 °C), (C) validation
model, (¢) model with temperature range between 50 and 60 °C (Scenario 1T), (A) model with temperature range between 52 and 70 °C (Scenario 2T), () model
with temperature range between 55 and 70 °C (Scenario 3T), (X) model with temperature range between 45 and 65 (Scenario 4T) and (M) model with temperature
range between 47 and 60 °C (Scenario 5T).
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Fig. 6. Results of the scenario analysis testing the effect pf changes in model parameter values on estimated campylobacteriosis risk due to doner kebab consumption,
relative to the baseline model (See Table 4). The bars indicate the log of the relative risk, i.e. the risk estimate of the scenario divided by the risk of the baseline (so
negative values indicate lower risk and positive values indicate higher risk).
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scenarios 4T and 5T) gives concentrations larger than those found in the
validation study. If 70 °C is not reached and lower temperatures occur
more frequently (scenarios 1T, 4T and 5T), the frequency of concen-
trations above —3 log cfu/g increases drastically, again closer to what is
found in the validation study. This suggests that lower temperatures may
explain the concentrations found in the kebab samples (Ciepap, Table 2).
Overall, it is found that increased temperatures can reduce the proba-
bility of illness by 83% (from 0.05 to 0.01; scenario 2T), or 99.99%
(from 0.05 to 7.11 E-07; scenario 3T).

3.6. Implications for risk management

The food chain risk assessment performed provides insight in po-
tential intervention strategies to reduce the risk of campylobacteriosis
from doner kebab. It also identifies important and less important gaps of
knowledge and guides us to the most important points of intervention to
improve the quality of doner kebab as part of food safety.

In general, according to a general consensus by different studies (Bas
et al., 2007; Djekic et al., 2014; Hanashiro et al., 2005; Omurtag et al.,
2013; Rosenquist et al., 2013; Sampers et al., 2008; Van Schothorst,
1998), preventive measures against pathogenic microorganisms in
poultry at slaughter should be based on implementation of the Hazard
Analysis Critical Control Point-system (HACCP), as this concept is
recognized as the most efficient way of controlling food-borne patho-
gens, including Campylobacter, in the production line. In Algeria, an
executive decree (17-140) has just got out, laying down the hygienic
conditions and sanitation process of human foodstuffs consumption. Art.
5 in this decree, obliges establishments of animal origin food products to
apply the HACCP.

The results of the scenario analysis show that the heating step is of
crucial importance. This cooking process is often judged on visual cues
of doneness (meat color and juices) rather than on specific time and
temperature measurements. If an adequate cooking time is not applied,
uneven temperatures across the vertical surface of the doner cone as well
as temperature gradients inward can exist. This may lead to cooking
temperatures that are not sufficient to kill disease-causing bacteria
before meat is sliced from the cone and served to consumers (Arun et al.,
2007; Baumgartner et al., 2011; Bingol et al., 2013; Ergondil et al., 2012;
Hosseini et al., 2013; Omurtag et al., 2012; Todd et al., 1986; Yuksek
et al., 2009).

Additionally, food service operators may not be aware that they
serve undercooked products (e.g. raw inner meats torn off during slicing,
slicing too soon or too deeply into uncooked layers). Many other factors
can support a thorough cooking of a layer of doner kebab, regardless of
which method is used, including: the intensity of the heat applied; the
cooking time between slicing; the distance of the doner surface from the
broiler burner; the shape of the doners (which will change as the oper-
ator progressively shaves the doners during cooking) (Evans et al., 1999;
Nemati et al., 2008; Todd et al., 1986). Also, the appropriate size of cone
to use in order to avoid excessive leftovers and therefore reduce reliance
on cooling and storage procedures at the end of the day (Bas et al.,
2006); and using a thermometer to ensure target temperatures are
consistently and adequately reached.

Furthermore, food service operators can serve a product that has
been contaminated by raw juices that have migrated from the inner
(raw) portion of the cone, or even by cross-contamination (e.g.
contaminated kitchen utensils, unwashed hands, etc.) (Luber, 2009;
Luber et al., 2006). According to Habib et al. (2020), the results on
consumer habits showed that many consumers in the two study settings
in Egypt and Iraq, prepared their food in such a way that could supports
the transfer of microorganisms from raw chickens to ready-to-eat foods.
This study generated valuable data in the Egyptian and Iraqi contexts
that can be applied to the Algerian context since there are many simi-
larities in their poultry retail chains. Mylius et al. (2007), identified that
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the risk of acquiring Campylobacter infection is positively related to the
preparation of raw chicken prior to preparation of salad, and negatively
related to handwashing and washing of cutting boards following prep-
aration of raw chicken, which may be useful as data in our case by
extrapolation.

Interventions at primary production or at the slaughterhouse, that
reduce the prevalence and concentrations of the raw meat, are to be
advised (EFSA, 2020, 2011; Food Standards Agency, 2015; Rosenquist
et al., 2013, 2009; Sampers et al., 2008), although such interventions
need further study on details and feasibility. Generally, they consist of a
combination of lowering the prevalence on the farm through strict hy-
gienic measures, reduction of fecal leakage during processing, and
reducing the numbers of Campylobacter on the end products.

4. Conclusion

This study presents the first QMRA in Algeria to investigate human
infection with Campylobacter from the consumption of doner kebab. The
model predicts a high number of cases (1 person/66 servings) in
Tlemcen city, which stresses the importance of this food safety issue. It
illustrates the application of QMRA modeling to microbial food safety
problems and the use of models to identify risk mitigation strategies. The
comparison the results provided by the food chain QMRA approach and
their validation model might encourage risk managers to use these in-
formation in future food safety decisions. Also, the model shows that an
intervention at the slaughterhouse to reduce the numbers of Campylo-
bacter on the chicken raw meat and the effects of doner kebab cooking
had a large impact on the result.

We report the need to improve the Algerian food safety regulations in
terms of quality and traceability and we suggest the installation of a
surveillance and monitoring system to control Campylobacter in chickens
and chicken products, and we do suggest to create a national food safety
agency that will be the focal point for risk analysis in the country and a
reliable source for perpetual collaboration with other international
agencies.
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Appendix A. Weight of chicken carcasses and boneless chicken used to prepare doner kebab. The mean of boneless chicken carcasses
weight (Mchicken unit) and standard deviation (sdchicken Unit), used in the risk model are given

Total weight (kg) Total bone (kg) Bones% boneless chickens (kg)
Mean 2.27 0.29 14.97 1.93
Sd 0.22 0.05 0.98 0.18
Mode 2.31 0.35 14.88 1.95
Max 2.73 0.45 17.22 2.28
Min 1.71 0.22 11.93 1.48
3 -
o
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Collected boneless chicken’s weight data (o) and fitted with Inverse Normal law equation (—)

Appendix B. Data used to model cooking of doner kebab (D-values for heat inactivation of Campylobacter measured by Blankenship et al.

(1982)

Température of heat inactivation ( °C)

D-values (min)

49
51
53
55
57

20.5
9.27
4.89
2.25
0.98
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Abstract

The main objective of this thesis is to refine a quantitative risk assessment model of Campylobacter related to the consumption of doner kebab to assess the potential risk
associated with this pathogen and estimate the risk exposed to the population of Tlemcen city by consuming this product. The number of fast foods serving this product
has been progressively increased, making their controls very difficult. The microbiological analysis focused on 96 samples of the doner kebab. Isolations and purifications
of bacterial strains were carried out to constitute a basic bank strains. This strain bank contains 339 strains mainly belonging to the following genera: Staphylococcus,
Escherichia, Campylobacter, Salmonella, Clostridium, and Bacillus. The results showed a very high prevalence compared to a cooked product. The total aerobic
mesophilic flora count was found to be between 5.4 and 6.6 log cfu/g. The counts of staphylococci and coliforms ranged from 4 to 5 log cfu/g for a total of 35% and 5%
of the samples, respectively. 47% of the samples were contaminated with more than 3 log cfu / g of Campylobacter. Whereas, 25% and 10% of the samples were
contaminated with 2-3 log cfu / g Clostridium sulphite-reducers and psychrophilic bacteria, respectively. The identification of strains was carried out by the classic
biochemical gallery and the API plates. 64 strains were selected to identify their genetic fingerprints via ERIC PCR. This technique indicates the presence of 11 different
clusters and therefore reveals that the screened isolates show a great genetic diversity sometimes within the same species. The prevalence of S. aureus (30.5%) in doner
kebab was confirmed by targeting the thermonuclease (nuc) gene. The study of the heat resistance of the spores of three strains of Bacillus spp. (ES6-1, EM14-1, ES23-
2) gave Dr values that vary between 8.725 min to 13.05 min at 90°C, 3.645 min to 8.819 min at 95°C and 1.072 min to 3.236 min at 100°C. The Z values are of the order
of 10.34°C; 10.98°C and 16.51°C, respectively. The Z value obtained for the S. aureus (PC6) strain is equal to 10.67°C, while that obtained for the S. aureus (PC8) strain
is 10.23°C. Regarding the heat treatment of Campylobacter, the D values of 3 strains were as follows: the Ds, value was 4.2 to 5.1 min, the Dss value was 1.0 to 1.1 min
and the Do value was 0.16 to 0.19 min, while the Z values were 6.80 to 6.91°C. The results of antibiotic resistance of the strains tested showed that all enterobacteriaceae
are resistant to cefotaxime, amoxicillin clavulanic acid and ticarcillin. All strains of staphylococci isolated are resistant to oxacillin, 94% to penicillin and 72% to fusidic
acids. Most Campylobacter strains tested were resistant to fluoroquinolones and erythromycin. The study of the ability to form biofilms by Bacillus and Staphylococcus
showed that there are strains capable of doing so and producing slime on the two tested surfaces (PVC and stainless steel). In parallel, natural antimicrobial agents such
as garlic, acetic acid, citric acid and spices such as black pepper and white pepper, which are generally part of the composition of doner kebab, have shown a significant
inhibitory effect on the biofilm formation by the tested strains. The quantitative risk assessment model of Campylobacter related to the consumption of doner kebab
predicts a very large number of cases; about 1510 cases per 100000 consumers (1 person / 66) per year in Tlemcen city. Five infections occur for every 100 meals
consumed. After analyzing the risk scenarios, the model shows that an intervention at the slaughterhouse to reduce the number of Campylobacter on raw chicken meat
had the greatest impact on the outcome. In addition, a good control of temperature and cooking time could reduce significantly the number of campylobacteriosis cases.
The growth of pathogens in doner kebab like Staphylococcus aureus, Bacillus cereus and Clostridium perfringens could give rise to heat-resistant toxins, which may be
subject to other dangers.

Résumé

L’objectif principale de cette these est d’affiner un modéle d’évaluation des risques quantitative de Campylobacter liés a la consommation du déner kebab pour évaluer
le risque potentiel associé a ce germe et estimer le risque exposé a la population de la ville de Tlemcen en consommant ce produit, sachant que le nombre de fast-foods
servant ce produit a été augmenté de maniére progressive rendant leurs contrdles tres difficiles. Une analyse microbiologique a porté sur 96 échantillons du déner kebab.
A partir des résultats de I’analyse microbiologique, des isolements et purifications ont été effectué pour constituer un souchier de base. Ce souchier comporte 339 souches
appartenant majoritairement aux genres suivants : Staphylococcus, Escherichia, Campylobacter, Salmonella, Clostridium, Bacillus. Les résultats ont montré une
prévalence tres élevée par rapport a un produit cuit. Le dénombrement de la flore mésophile aérobie totale sont avérés étre entre 5,4 et 6,6 log cfu/g. Le dénombrement
des staphylocoques et des coliformes étaient comprises entre 4 et 5 log cfu/g pour un total de 35% et 5% des échantillons, respectivement. 47% des échantillons étaient
contaminés par plus de 3 log cfu/g de Campylobacter. Alors que, 25% et 10% des échantillons étaient contaminés par 2 a 3 log cfu/g de Clostridium sulfito-réducteurs et
des bactéries psychrophiles, respectivement. L'identification des souches a été effectués par la galerie biochimique classique et les plaques Api. 64 souches ont été
sélectionnées pour identifier leurs empreintes génétiques via ’ERIC PCR. Cette technique indique la présence de 11 clusters différents et par conséquent, elle révéele que
les isolats criblés présentent une grande diversité génétique parfois au sein de la méme espece. Une prévalence de 30.5% en S. aureus dans le déner kebab a été confirmé
en ciblant le géne de la thermonucléase (nuc). L’étude de la thermorésistance des spores des trois souches de Bacillus spp. (ES6-1, EM14-1, ES23-2) a donné des valeurs
de D qui varient entre 8,725 min & 13,05 min & 90°C, 3,645 min a 8,819 min & 95°C et 1,072 min a 3,236 min a 100°C, respectivement. Les valeurs Z sont de I’ordre de
10,34°C ; 10,98°C et 16,51°C, respectivement. La valeur Z obtenue pour la souche S. aureus (PC6) égale a 10.67 °C, alors que celle obtenue pour la souche S. aureus
(PC8) est de 10.23°C. Concernant le traitement thermique des Campylobacter, les valeurs D de 3 souches étaient les suivantes : la valeur Dsy était de 4,2 a 5,1 min, la
valeur Dss de 1,0 a 1,1 min et la valeur Dg, de 0,16 a 0,19 min, tandis que les valeurs Z étaient de 6,80 a 6,91°C. Les résultats de la résistance aux antibiotiques des
souches testées ont montré que la totalité des entérobactéries sont résistantes a la céfotaxime, I’amoxicilline acide clavulanique et a la ticarcilline. Toutes les souches de
staphylocoques isolées sont résistantes a I’oxacilline, 94% a la pénicilline et 72% aux acides fusidiques. La plupart des souches de Campylobacter testées étaient
résistantes aux fluoroquinolones et a I'érythromycine. L’étude de la capacité de Bacillus et Staphylococcus a former des biofilms, a montré qu’il y a des souches capables
de le faire et de produire le slime sur les deux surfaces testées (PVVC et acier inoxydable). En parallele, les agents antimicrobiens naturels comme 1’ail, ’acide acétique,
I’acide citrique et les épices tel que le poivre noir et le poivre blanc, qui font parties, généralement, de la composition du doner kebab, ont montré un effet inhibiteur
significatif sur la formation du biofilm des souches testées. Le modéle d’évaluation quantitative des risques de Campylobacter liés a la consommation du doner kebab
prédit un nombre trés important de cas ; environ 1510 cas pour 100000 consommateurs (1 personne / 66) par an dans la ville de Tlemcen. 5 infections se produisent pour
chaque 100 repas consommé. En plus, aprés I’analyse des scénarios de risque, le modéle montre qu'une intervention a l'abattoir pour réduire le nombre de Campylobacter
sur la viande crue de poulet a eu I"impact le plus important sur le résultat. Aussi, une bonne maitrise de la température et du temps de cuisson peut diminuer
significativement le nombre de cas de campylobactériose. La croissance de certains agents pathogénes comme Staphylococcus aureus, Bacillus cereus et Clostridium
perfringens dans le doner kebab pourrait donner lieu a des toxines résistantes a la chaleur, ce qui peut faire I’objet d’autres dangers.



