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CONTROLE DE LA SALUBRITE DE LA MOULE D’ELEVAGE
« Mytilus galloprovincialis », PROVENANT DE LA FERME « SEAM »

DE AIN-TAGOURAIT - TIPAZA

Résumé :

Mytilus galloprovincialis est un bio accumulateur d’agents infectieux, de biotoxines marines et de polluants
chimiques. Leur consommation peut entrainer des intoxications alimentaires séveres. Le but de notre travail a été le
contrdle de la salubrité de la moule d’élevage « Mytilus galloprovincialis » prélevée au niveau de la ferme EAM de Ain
Tagourait (Tipaza) et ceci durant la période de juillet & Octobre 2008. Les indicateurs fécaux (coliformes fécaux, E.coli)
recherchés par la méthode des NPP ont été inférieurs a la norme sauf pour le mois d’aoit ou nous avons noté une valeur
de 630 E.coli/I00g mais qui ne dépasse pas la valeur impérative de 1000E.coli/100g. Aucune Salmonelle n’a été
détectée durant les analyses. La recherche des biotoxines ASP et DSP par la méthode de bio-essai sur souris a montré
I’absence des toxines dans notre échantillon. Enfin, la quantité du mercure recherché par la méthode de spectroscopie
d’absorption atomique (SAA) est de 55,8ug/kg de poids de chair et qui est largement inférieure a la norme fixée par le
réglement (CE) soit 0.5mg/kg. En conclusion, Les analyse effectuées ont montré que les moules ne présentaient pas de
risque pour la santé du consommateur.

Mots clé : Mytilus galloprovincialis, qualité bactériologique, toxines, mercure
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II.GENERALITE

I1.1. Description de la moule Mytilus galloprovincialis :

Les moules sont des mollusques appartenant a la classe des bivalves ou lamellibranches. 11
existe plusieurs classifications des lamellibranches selon que les auteurs tiennent compte de la
forme de la coquille, de celle de la charniére ou de la structure des branchies. Les caractéres fournis
par ces derniéres permettent de distinguer quatre ordres. Celui des filibranches, auquel
appartiennent les moules, comprend les animaux dont les branchies sont constituées de filaments

réfléchis et unis simplement par des touffes de cils (MARTEIL, 1976).

* Systématique : Elle est basée sur les caractéres définis par LUBET(1959).

Embranchement : Mollusque

Classe : Bivalves

Sous classe : Metabranchia

Super ordre : Filibranchia

Ordre : Pteriomorpha

Super-Famille : Mytiloidea

Famille : Mytilidae

Genre : Mytilus

Espéce : Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819)

Figure 1 : Moule de la ferme aquacole SEAM Sis a Ain Tagourait



La moule Mytilus galloprovincialis a une taille maximale de 15cm (ELZIERE PAPAYANNI, 1993)

Elle est formée de 1'extérieur vers l'intérieur de (figure 2) :

ligameant
estomac
intestin
coeur

muscla

siphon
manteau

branchies

Figure 2 : Anatomie interne de la moule Mytilus galloprovincialis (MARTEIL, 1976).

I1.1.1. La coquille :

La coquille est composée a 95 % de carbonate de calcium cristallisé sous forme de calcite ou
d'aragonite. Chez les moules des mers méditerranéen, la couche prismatique est en calcite et la
couche nacrée en aragonite alors que les espéces tropicales ont une coquille entiérement constituée
d'aragonite. (MARTEIL, 1976).

Vu de l'extérieur la coquille généralement bleue noire, apparait plus ou moins renflée,
pointue a l'extrémité antérieure et arrondie a l'extrémité postérieure. Elle comprend deux valves,
droite et gauche égales unies par un ligament situé le long de la charniére dorsale (QUERO et al,
1998). A partir du crochet, on peut observer des fines stries concentriques qui représentent les
étapes de la croissance de I'animal (MARTEIL, 1976).

A Tl'intérieur, la couleur des valves est bleu ardoisée trés foncée ; presque noire vers les bords
postérieurs, et presque blanche sous les crochets (DJEDIAT, 1993).

On peut distinguer les points d'insertion des différents muscles : muscles adducteurs qui

relient le corps de I'animal a sa coquille, muscles rétracteurs du pied, etc. (MARTEIL, 1976)

I1.1.2. La charniére et le ligament :

La charniére est réduite et 1'union des valves est assurée a peu prés exclusivement par le
ligament. Ce dernier offre 1'aspect d'une étroite bande brunatre qui court le long de la charniére.
Comme chez tous les bivalves, il est essentiellement formé de conchyoline (substance apparentée a

la chitine) et est constitué d'une partie externe qui est étirée lors de la fermeture des valves et



d'une partie interne que cette fermeture comprime. Ces deux couches, par leur €lasticité, tendent a

provoquer l'ouverture de la coquille (GRASSE et al., 1961).

Figure 3 : Aspect intérieur et extérieur de la moule Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819)
(www.wikipedia.org).

I1.1.3. Le corps :
1.1.3.1. Le manteau :

Le manteau, dont la couleur va du blanc au jaune plus ou moins foncé, présente deux lobes
(droit et gauche) qui adhérent étroitement au corps dans la région dorsale. Ils sont partiellement
soudés dans la zone antérieure (capuchon céphalique) et forment dans la zone postérieure une
boutonniere ou siphon exhalant, orifice de sortie de I'eau. Sur la face ventrale, les bords des deux
lobes sont libres et délimitent la cavité palléale. Dans l'angle qu'ils forment en avant de la
boutonniere se trouve le «velumy». Le manteau participe a la respiration grace a un échange direct de
gaz avec l'eau environnante et accumule des réserves. Il assure la formation de la coquille, sa

calcification et la sécrétion du ligament (MARTEIL ,1976).

11.1.3.2. Les Muscles adducteurs :

Composés de deux parties distinctes : une partie vitreuse, translucide, faite de fibres striées a
contractions rapides mais de courte durée (fibres phasiques) et une partie nacrée, plus opaque, faite
de fibres lisses a contractions lentes et durables (fibres toniques, qui maintiennent la coquille fermée
pendant de longues périodes). Il existe toutefois des bivalves a muscles homogenes, soit

entiérement vitreux, soit entierement nacrés (MARTEIL ,1976).



11.1.3.3. Pied :

Le pied est une saillie musculaire située au-dessous de la masse viscérale. Sa grande
mobilité est due a l'existence de deux systemes de faisceaux musculaires, I'un inséré sur les valves,
l'autre sans rapport avec elles. La glande byssogene occupe, chez la moule, la plus grande partie du
pied ou elle forme un sillon entouré sur presque toute sa longueur d'un épais manchon de cellules

glandulaires. Ce sillon aboutit a une cavité byssogéne débouchant a 1'extérieur (MARTEIL, 1976).

I1.1.3.4. Systéme respiratoire :

Les branchies sont au nombre de deux. Elles sont Reliées a la masse viscérale par
l'intermédiaire de I'axe branchial, chacune est constituée de deux rangées de filaments aplatis. En
plus de leur role dans la respiration, les branchies jouent un rdle extrémement important dans

l'alimentation en retenant les planctons.

I1.1.3.5. Systeme digestif :

La bouche, située a la partie antérieure du corps, est une ouverture transversale dont les
lévres se continuent de part et d'autre par deux paires de palpes labiaux. L'oesophage, trés court,
débouche dans I'estomac, qui présente un long diverticule aveugle, le coecum du stylet. L'intestin
fusionne dans sa partie antérieure avec le coecum du stylet et se termine par le rectum qui traverse
le ventricule du coeur. L'anus est situé prés du siphon exhalant, sous le muscle adducteur postérieur

(MARTEIL, 1976)

I1.1.3.6. Systeme reproducteur :

Les moules sont des animaux a sexes séparés et leurs gonades s'étendent de fagons diffuse
dans le manteau. Au moment de la maturité sexuelle, ce dernier présente un aspect particulier avec
des zones femelles rouge orangé et des zones males blanc-jaunatres. La fécondation externe a lieu
dans la cavité palléale de la femelle. La moule présente un cycle de reproduction annuel avec deux
phases; phase planctonique ou les larves sont capables de nager sans que la coquille soit fermée, et
une phase sédentaire, la larve arrivée au moment de sa métamorphose et ayant un support

convenable pour se fixer(MARTEIL, 1976).

I1.1.3.7. Systeéme circulatoire :

Le coeur, situé sur la face dorsale du mollusque comprend deux oreillettes et un ventricule.

Il est entouré d'une mince membrane transparente : le péricarde, (MARTEIL, 1976).



I1.1.3.8. Systeme excréteur :

Le systeme excréteur comprend deux reins, disposés de chaque c6té du corps entre le
péricarde et le muscle adducteur postérieur, les reins ont la forme de tubes recourbés en U et
communiquent avec la cavité péricardique d'une part et la cavité palléale d'autre part(MARTEIL
,1976).

11.1.3.9. Systéme nerveux :

Le systéme nerveux est rudimentaire et décentralisé. Il comporte trois paires de ganglions :
les ganglions cérébro-pleuraux, de chaque co6té de la bouche ; les ganglions pédieux, a la base du
pied, et les ganglions viscéraux, prés du muscle adducteur postérieur ; de nombreux nerfs, issus des
ganglions, des commissures et des connectifs, innervent les différentes parties du corps

(MARTEIL, 1976).

I1.2. Mode trophique :

Comme tous les filtreurs, la moule vit pour I’essentiel, aux dépend des particules en
suspension dans 1’eau (diatomées, dinoflagellés, des débris organiques et inorganiques, bactéries et
les fragments d’algues) (DARDIGNAC-CORBEIL, 1989). Ces dernicres, sont attirées par un
courant d’eau crée par les bandes ciliaires et dirigées vers les sillons marginaux ou dorsaux et
convoyées vers les palpes labiaux et la bouche. La filtration est exclusivement intracellulaire, les
¢léments non digérés sont rejetés avec les feces dans le milieu extérieur (MARTEIL, 1976). Les
moules filtrent de grandes quantités d’eau (100 litres d’eau par jour) ce qui entraine une
concentration importante de micro-organismes et des substances présents naturellement ou
accidentellement dans I’eau (ELZIERE-PAPAYANNI, 1993). Cette filtration peut se faire pendant
18 a 24h par jour sans interruption avec une vitesse moyenne de 20/h (MARTEIL, 1976).

Cependant cette filtration varie en fonction des différents paramétres a savoir :

I1.2.1. Température :
La majorité des bivalves marins tolérent une large gamme de température qui oscille entre -3° C
et 44° C (GOSLING, 2003).Mytilus galloprovincialis trouve une trés bonne filtration entre 23° C
et 28° C. Elle est ralentie en dehors de cet intervalle (MARTEIL, 1976 ; RIVA et MASSE, 1993).

I1.2.2. La Salinité :
Mpytilus galloprovincialis trouve une bonne filtration entre 30 PSU et 38 PSU. En dehors de cet
intervalle la filtration est ralentie voire méme stoppée pour des valeurs inférieures a 15 PSU ou

supérieures a 40 PSU (RANZONI, 1963 in Marteil, 1976).



I1.2.3. Oxygene dissous :
Chez Mytilus galloprovincialis, la filtration nécessite au minimum un apport de 3mg/l d’oxygene

dissous (MARTEIL, 1976).

I1.3. Valeur nutritive :

Les moules constituent pour I'homme une source de nourriture, en raison de leur contenance en
protéine, glucides et lipides (tableau 1). Elles sont riches en sels minéraux, calcium, magnésium,
fer, iode, potassium et chlorure de sodium et elles présentent des teneurs intéressantes en vitamines,
A, B et C (APFELBAUN et al, 2004). Les moules contiennent également des acides gras insaturés
comme les acides docosa-hexainoique (ADH) et eicosapentanoique (AEP) qui sont indispensables
au maintien d'une bonne santé (HULSE ,1995).

Tableau 1 : Valeur nutritive de Mytilus galloprovincialis pour 100g de chair IFREMER,

1994)
Composants Quantité
Protéines 104 ¢g
Lipides 19¢g
Hydrate de carbone 19¢
Eau 854 ¢
lode 0,035 g
Calcium 80 mg
Fer 4,5 mg
Magnésium 23 mg
Vitamine B1 (Thiamine) 0,1 mg
Vitamine B2 (Riboflavine) 0,14 mg
Vitamine A C et D Calories : 62

I1.4. Répartition géographique et habitat :

Mytilus galloprovincialis est une espéce cotiere, rencontrée dans les eaux ou les
changements thermiques saisonniers se font largement sentir, présente aussi bien dans des régions
soumises a des hivers rudes (7 a 8 °C de moyenne) qu'a des étés chauds ( 26 a 29 °C)
(HAOUCHINE, 1995). Elle posséde une aire de répartition géographique trés étendue, Lubet
(1959) a signalé sa présence sur les cotes de mer Noir, de I’ Adriatique de la méditerranée
septentrionale, sur les cotes Atlantiques de la France, de I’Espagne, du Portugal,du Maroc et
jusqu’en Manche occidentale.

En fait, cette espéce est Lusitano- Méditerranéenne bien qu’elle ait été récoltée en
Angleterre et en Allemagne (LUBET, 1973) et au Japon (HOSMI, 1978, in BENCHAIRA et al,
1999).Sur les cotes Algériennes, elle cohabite avec 1’espéce Perna perna et forme des bancs
naturels, dans des zones assez agitées (ABADA- BOUDJEMA et al., 1981 ; BOUKHROUFA,
1987 ; GOSLING, 2003).



La moule de méditerranée est un animal benthique, fixé par son byssus sur des fonds tres
variés durs (rocheux, graveleux) ou mémes meubles (sableux, vaseux) (POUTIERS, 1993)
Elle prolifére, en outre, dans des zones soumises a des fortes pollutions bactériologiques (zones
portuaires et sorties d’égouts), ainsi que dans des zones riches en phytoplancton et en maticre
organiques dissoutes ou en suspension comme les étangs et les lagunes (HAOUCHINE, 1995). La
limite supérieure de la distribution de la moule dans la zone intertidale serait principalement
déterminée par la durée d’exposition a 1’air et ’importance de la dessiccation auxquelles, elle est
soumise. On la retrouve exceptionnellement jusqu’a des profondeurs atteignant 20 m (SEED, 1976,

in BENKHAIRA et al., 1999), voir 30 4 40 m (QUERO et al., 1998).
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Figure 4 : La répartition géographique des bivalves dans le monde (GOSLING, 2003).

I1.5. La mytiliculture : (MARTEIL, 1979)

L’¢levage des moules consiste a recueillir dans leur milieu naturel des individus jeunes, puis
a les déposer dans des parcs a 1’abri des prédateurs dans un milieu favorable a leur développement.
Les premiers parcs a moules furent établis entre 25 000 et 300 000 t par an, la mytiliculture
se place au deuxiéme rang derricre I’ostréiculture, parmi les cultures des coquillages.
Les installations d’¢levage varient considérablement selon la région, si toutes tendent a replacer le

mollusque dans ses conditions naturelles (vie sessile avec fixation, par byssus, en grappe ou en



amas plus ou moins abondants), il est certain que les modalités du parcage doivent étre adaptées aux
divers caracteres des zones considérées.

Ces coquillages s’adaptant parfaitement a n’importe quelles conditions de vie, il est facile de
les élever partout en bassins artificiels.
Quel que soit le systéme utilisé, le travail du mytiliculteur consiste toujours a approvisionner ses
installations en sujets jeunes, a y maintenir des densités convenables en effectuant des
dédoublements ou éclaircissements périodiques, a défendre le mieux possible le mollusque contre
les épibiontes concurrents (balanes, crépidules, ascidies, algues, etc..) ou génants ou contre les
prédateurs (gastéropodes, étoiles de mer, poissons broyeurs, etc.)

Les récoltes qui étant donné le chevauchement des générations, ont lieu en toute saison, sont
suivies de tri et de nettoyage des produits avant I’emballage et I’expédition.
Les possibilités de développement de la mytiliculture dans le monde sont énormes, aussi bien sur
les cotes d’Amérique du Nord et I’Amérique du Sud que sur les cotes asiatique. Ce développement
présenterait d’autant plus d’intérét que ces mollusques constituent une source de protéines de haute
qualité relativement facile a exploiter. L’¢élevage de moule se pratique de différentes fagons selon

les régions, on peut distinguer :

I1.5.1. L’élevage sur les bouchots :
Adaptés aux zones ou les marées présentent une grande amplitude. Les bouchots consistent
en rangées de pieux hauts d’environ 2 m et séparés par une distance de 1 m, chaque bouchot est

long d’environ 50 m.

I1.5.2. L’élevage a plat :
Les moules sont déposées a méme le fond, pour cela, il faut que le substrat soit dur et ne se
découvre pas a marée basse, il exige un brassage et un contrdle fréquents des mollusques, afin qu’ils

ne se recouvrent pas de la vase qu’ils filtrent.

I1.5.3. L’élevage en suspension :

Typique des zones a marées faibles, les moules sont déposées sur des supports de cordes ou
de filets ensuite immergés et attachés sur des traverses horizontales installées au-dessus de 1’eau, ce
procédé est surtout utilisé en méditerrané.

I1.5.4. La culture en surélevé :

On peut considérer que ce mode de culture est actuellement au stade expérimental. Il est
apparu récemment sur la cote est du Cotentin et prendra sans doute un peu d'extension, mais il reste

encore, pour le moment, peu important.



L'¢levage en surélevé consiste a mettre les jeunes moules dans des poches en plastique qui
sont elles-mémes installées sur des tables métalliques. Cette technique, trés utilisée en ostréiculture,
présente des avantages mais aussi des inconvénients. L'avantage le plus important est qu'une fois
mises en poches, les moules sont a l'abri de prédateurs comme les oiseaux qui causent des ravages
importants dans certains secteurs. En outre, si les mollusques n'ont pas été trop tassés au départ, ils
peuvent, apparemment, effectuer toute leur croissance sans entretien important. En revanche, dans

certains endroits, les tables favorisent I'envasement. Enfin, le colit du matériel est assez élevé.

I1.6. Les risques sanitaires lies a l1a consommation des coquillages :

Les bivalves dans le milieu marin jouent un role de « piégeurs » de bactéries en raison de
leur capacité de filtration importante d’une part et d’autre part ils donnent la chance de survie aux
bactéries qu’elles retiennent. Cette accumulation dépend de la nature des germes et de 1’état
physiologique des bivalves (GUILLAUD et ROMANA, 1996).

Les risques liés a la consommation des coquillages sont essentiellement liés a quelques
bactéries, virus et toxines. Dans notre étude, nous nous intéressons uniquement aux problémes
bactériens et toxicologiques.

Les coquillages consommés crus ou peu cuits, peuvent étre a 1’origine de toxi-infections

alimentaires collectives (TIACs) sporadiques ou épidémiques (MONFORT, 2003).

I1.6.1. Les Bactéries :

I1.6.1.1. La flore saprophyte :

La composition de la microflore commensale chez les bivalves est conditionnée par les
conditions de I’environnement dont la température, la salinité et ’oxygene, sont les paramétres les
plus importants. Cette flore saprophyte généralement non pathogéne est représentée chez les bivalves
par les genres : Psychrobacter, Pseudomonas, Acinetobacter ,Shewanella, Flovobacterium ,Cytophaga
et Vibrio. L’exploitation cotiére des bivalves reflétent les influences terrestres qui engendrent la

présence d’autres bactéries d’origine anthrophique tels que les entérobactéries et les entérocoques

(CHINA et al, 2003).

I1.6.1.2. Les bactéries pathogénes :

Ces bactéries proviennent généralement d’une pollution anthropique (les rejets urbains et
agricoles) .Les principales bactéries impliquées dans des cas d’intoxication alimentaire souvent
sporadique lors de la consommation des bivalves, sont celles appartenant au genre Vibrio
(V.parahaemolyticus,V.alginiticus et V.vulnificus) et Clostridium représenté principalement par
C.botulinum et C.perfringens. (HACKNEY et DICHARRY, 1988.in CHINA et al;

2003).Cependant, plusieurs autres pathogenes comme Salmonella, Listeria monocytogenes,...etc,



ont également été isolés (Tableau 2) (ELLIOT et KVENBERG, 2000 ; RACOURT et al.2000.in
CHINA 2003).

Tableau 2: Principaux indicateurs microbiologiques et principaux microorganismes
pathogenes trouvés dans les mollusques bivalves (CHINA et al, 2003).

Bactéries

Indicateurs Pathogénes principaux Pathogénes secondaires
Campylobacter jejum
Shigella sp

Escherichia coli Vibrio cholera O1 et 0139 Edwarsiella tarda

Clostridium perfingens Vibrio parahaemolyticus Pleisomonas shiguilloides

Salmonella sp Vibrio vulnificus Listeria monocytogenes

Clostridium botulinum Yersinia enterocolitica

E.coli O157: H7
Staphylococcus aureus

11.6.1.2.1. Staphylococcus aureus :

Bactérie appartenant a la famille des Micrococcaceae, les Staphylocoques entéropathogenes
(Staphylococcus aureus) produisent des entérotoxines thermostables responsables de toxi-infections
alimentaires, Ce sont des exotoxines qui provoquent une salivation importante et I’apparition de

nausées et vomissement sans fievre. (LARPENT, 1997).

11.6.1.2.2 Vibrio :
Le genre Vibrio est assez hétérogene. Il regroupe des bacilles a gram négatif, anaérobies
facultatifs, oxydase positif et mobiles. La croissance des vibrio est toujours stimulée par 1’ion Na+,
mais les besoins en NaCl dans le milieu varient selon les espéces. Les principales espéces

pathogeénes associées aux fruits de mer sont : Vibrio Parahaemolyticus, Vibrio Alginiticus et Vibrio

Vulnificus.(LARPENT,1997).




Tableau 3:Les principales maladies causées par la consommation des fruits de mer (moule et autres) (SURTA et al, 1998 ; SINGLETON, 1999)

Micro-organismes

Durée totale de

Véhicule de

Maladies Symptomes Site d’attaque TIA d’origine . . Héte Réservoir
responsables . . transmission
microbienne
“Diarrhée liquide non Enfants | Maticres
Esherichia coli ol d Coquillage ou | moins de 4 | fécales
Entérotoxino-géne | S3nguinolente, . Intestin De 3 jours a | fruitsde mer | ans et | humains
(ETEC) -Crar’npes lcfgeres, 3semaines. personnes
nausées peu de fievre Apées
-Vomissements,
Esherichia coli Crampes abdominales. Svstme Herveux Matieres
Gastro-entérite | Entero- Diarrhée trés liquide | > : ) Coquillage ou fécales
) ) . central, intestin, | <24h . ,
hémorragique contenant uniquement . fruits de mer humaines
\ ceeur, rein
(EHEC) du sang, pas de ficvre,
parfois la mort.
Des graves diarrhées
Esherichai coli liquide, nausées, . ) ) Matiéres
. \ . Intestin, parfois ) Coquillage ou . .
Entéro-pathogéne vomissements, crampes | ,,. A 2semaines. . Nourrissants | fécales
: , : I’intestin gréle fruits de mer :
abdominales, céphalites humaines
et fivre.
Tube
Diarrhée, Fiévre, | Voie gastro- . Personnes digestif des
. ) ) ) . 10 jours et . A s . o
Salmonellose | Salmonelle douleurs abdominales | intestinale, intestine 24 iours Coquillage agées mammifere;
et vomissements gréle, le gros intestin ] y  comprig
I’homme.
Toxi- Voie astro
infection Streptocoques . . _ Sast ) Enfants et
) ) , intestinale, intestine Fruits de mer
alimentaire fécaux n . X personnes
gréle, le gros intestin A
rare agées




11.6.1.3. La flores indicatrices :

Durant ces derniéres décennies, la mariculture a beaucoup évolué. Les progres
zootechniques ont permis une augmentation conséquente de la production conchylicole. Certains
bassins souffrent malheureusement d'un probléme de surproduction auquel s'ajoutent les aléas du
captage naturel.

L'impact des maladies sur la conchyliculture est important. D'un point de vue économique et
social, il s'est avéré nécessaire de mettre en place une réglementation s'appuyant sur la présence ou
l'absence d'agents infectieux reconnus pathogenes. Celle-ci a pour objectif d'éviter des transferts
incontrdlés qui pourraient hypothéquer sérieusement 'avenir de cette profession.

On appelle un indicateur bactériologique, une bactérie dont la présence et/ou la quantité a un
endroit révele un probléme écologique au sens large, les indicateurs bactériens de contamination
fécale sont des germes tests dont le nombre est représentatifs de la qualité sanitaire de la denrée
(ELZIERE-PAPAYANNI, 1993) et de la présence des germes fécaux pathogénes d’origine
humaine et animale. Ils sont caractérisés essentiellement par leur apparence a la flore fécale, et par
leur facilité de détection et d’identifications, et leur présence dans le méme environnement que les
germes pathogeénes mais en nombre plus élevé. Ces germes test sont principalement les coliformes

totaux, coliformes fécaux et les Streptocoques fécaux (GUILLAUD, 1991).

11.6.1.3.1. Coliformes Totaux :

Les coliformes sont utilisés depuis trés longtemps comme indicateurs de la qualité
microbienne parce qu’ils peuvent étre indirectement associés a une pollution d’origine fécale. Les
coliformes totaux sont définis par 1’organisation international de standardisation (ISO), comme
¢tant des bactéries en forme de batonnet, non sporogénes, gram négatifs, oxydase négatif,
facultativement anaérobies, capables de croitre en présence de sels biliaires ou d’autres agent de
surface possédant des activités inhibitrice similaire, et capables de fermenter le lactose (et le
mannitol) avec production d’acide et d’aldéhyde en 48 heures, a des températures de 35 - 37°C.
Les principaux genres inclus dans le groupe sont: Citrobacter, Enterobacter, Escherichia,
Klebsiella et Serratia (RODIER et al ; 2005).La presque totalité des espéces sont non pathogénes et
ne représentent pas de risque direct pour la santé (OMS, 2000), a I’exception de certaines souches

d’Escherichia coli ainsi que de rare bactéries pathogeénes opportunistes (CHINA et al, 2003).



11.6.1.3.2. Coliformes fécaux :

Les coliformes fécaux, ou coliformes thermotolérants, sont un sous-groupe des
coliformes totaux possédants les mémes caractéres cités précédemment et sont capables de
fermenter le lactose
a une température de 44,5°C (RODEIR et al ; 2005).L’espece la plus fréquemment associce a
ce groupe bactérien est Esherichia coli (80-90% des themotolérants détectés) et, dans une
moindre mesure, certaines especes des genres Citrobacter , Enterobacter et Klebsiella. Bien
que la présence de coliformes fécaux témoigne habituellement d’une contamination fécale,
plusieurs coliformes fécaux proviennent des matiéres organiques tels que les effluents
industriels du secteur des pates et papiers ou de transformation alimentaire (BARTHE et al ;
1998 ; OMS, 2000) ; c’est pourquoi il serait plus approprié d’utiliser le terme générique
« coliformes thermotolérants » plutdt que celui de « coliformes fécaux » (ROBERTSON,
1995). L’intérét de la détection de ces coliformes a titre d’organismes indicateurs, réside dans
le fait que leur survie dans I’environnement est généralement équivalente a celle des bactéries
pathogenes et que leur densité est généralement proportionnelle au degré de pollution produite

par les matieres fécales (CEAEQ, 2000).

11.6.1.3.3. Esherichia coli :

Il s’agit d’une entérobactérie lactose positif, gazogeéne, réalise une fermentation
d’acide mixte, elle produit de 1’indole a partir du tryptophane a 44°C (GUIRAUD, 1998). La
présence d’Esherichia coli dans une eau (comme dans un aliment) représente le meilleur
indice de contamination fécale d’origine humaine ou animale. En effet, E.coli ne fait pas
partie de la flore microbienne du sol et des eaux, mais de celle de la partie terminale du tube
digestif de I’homme et des animaux a sang chaud. Cependant, il faut considérer que c’est un

germe trés sensible aux conditions hostiles de 1’environnement. Il est considéré comme un

trés bon indicateur de contamination fécale récente (OMS 2000 ; RODIER et al., 2005).

11.6.1.3.4. Streptocoques fécaux :

La classification générale des Streptocoques fécaux a été modifiée dans les années 80
par la création d’un nouveau genre Enterococcus parmi les espéces appartenant
antérieurement au genre Streptococcus de groupe sérologique D de la classification de
Lancefield. Enteroccus faecalis et Enteroccus faecium sont les deux espéces les plus
souvent identifiées chez 1’humain (CLAUSEN et al.,1977 ;GLEESON et GRAY,1997 in
CHEVALIER,2003).Quant aux Streptocoques du groupe D susceptibles de contaminer les
eaux d’approvisionnement, ils sont plutot typiques des dé¢jection animales, comme

Streptococcus bovis ,S .gallolyticus et S.alactolyticus .



Il s’agit de cocci a Gram positif, de forme sphérique ou ovoide, se présentant en
chainettes plus ou moins longue, non sporulé, aéro-anaérobies facultatif, ne présentant ni
catalase, ni oxydase,
homo fermentaire (BOURGEOIS et al., 1991). L’intérét a 1’égard des enterocoques s’explique
par le fait que, comparativement aux coliformes, ils sont plus résistants a des conditions
environnementales difficiles et persistent plus longtemps dans I’eau (CHEVALIER, 2003) ;

Ce sont des témoins de contamination fécale ancienne.

11.6.1.3.5. Clostridium sulfitoréducteur :

Les Clostridium sulfito-réducteurs sont souvent considérés comme des témoins de
pollution fécale .La forme spore, beaucoup plus résistante que les formes végétatives des
coliformes fécaux et des Streptocoques técaux, permettrait ainsi de déceler une contamination
ancienne ou intermittente. Cependant, il faut considérer que les Clostridium peuvent étre
d’origine tellurique. Donc il est important d’identifier les espéces susceptibles d’étre d’origine
fécale tel que Clostridium perfringens, qui est normalement présente dans les féces, mais en

moins nombre qu’E.Coli. (RODIER et al., 2005).

11.6.1.3.6. Les Salmonelles :

La présence des indicateurs fécaux dans I’eau et les fruits de mer impliquent la
souillure de ces derniéres par des matieres fécales et donc présence possible des pathogénes
(salmonelles) (MARTIN, 1985 ; FIGARILLEA et al, 1999). Les Salmonelles sont des
bactéries pathogeénes strictes appartenant a la famille des entérobactéries, ce sont des bacilles
a Gram négatif, aéro-anaérobies facultatif, mobiles grice a une ciliature péritriche, non
sporulés, oxydase négatif, lactose négatif, dégradant les glucides par voie fermentaire
(BOURGEQOIS et al, 1991 ; LARPENT, 1997), les Salmonelles font partie de la flore
commensale des humains et des animaux a sang chaud. Elles sont responsables apres
pénétration par voie orale, de nombreuses infections (salmonelloses), notamment des fi¢vres
typhoides, des gastro-entérites et des toxi-infections alimentaires collectives .Elles peuvent
étre ¢liminées dans les selles des sujets malades ou porteurs asymptomatiques(sains)

(RODIER et al.,2005).



11.6.1.4. Survie des bactéries en milieu marin :

Le concept classique d’auto- épuration bactérienne par 1’eau de mer a été¢ longtemps
retenu. Il était admis que les bactéries pathogénes d’origines humaines €taient détruites en
quelques heures dans I’eau de mer. La plupart des auteurs considerent la température et la
diminution d’intensité lumineuse comme seules responsables des décroissances bactériennes
en milieu marin, mais certains n’excluent pas ’intervention d’autres facteurs défavorables tels
que la salinité, les carences
en éléments nutritifs, la sédimentation, 1’antibiose, entre les bactéries et certaines substances
antibactériennes produites par les algues ou les bactéries marines. Par contre la présence de
maticre
organique notamment dans les sédiments, favoriserait le processus de survie des E.coli et des
Salmonelles (STABLO ,1998). Elles peuvent méme évoluer plus ou moins rapidement vers un
stade
viable non cultivable mais en conservant une activité pathogéne. Dans ce contexte, la
recherche de ces bactéries pathogeénes, présentes en faible quantité, est délicate, voire
couteuse. Pour ces raisons, le controle de la salubrité microbiologique des bivalves est basé

sur la recherche de certains indicateurs de contamination fécale (MONFORT, 2003).

I1.6.1.5. Aspect réglementaire :

Le contrdle de la qualité microbiologique des moules est régit par 1’article 7 de I’arrété
du 3 safar 1418 correspondant au 8 juin 1997 par le ministére de I’ Agriculture Algérien et par
la directive 91/492/CEE (DELARRAS, 2003) (tableau 3).Les indicateurs retenus sont les
coliformes fécaux, E.coli et Salmonella

Tableau 4: Critére de qualité d’une zone conchylicole (DELLARAS, 2003).

Classes Critéres microbiologiques Significations
Classe A 90% des valeurs <300 C.F. Zones conchylicoles
ou <230 E .coli /100g* et jamais >1000. salubres

90% des valeurs <6000 C.F.

ou 4600 E.coli/ 100g* et jamais >60 000 Reparcage 1 2 2 mois ou

lasse B : ; \
Classe ou 46 000 E coli Purification 24 a 48H
90% des valeurs < 60 000 C.F. Purification intensive
Classe C ou 46 000 E.coli/100g* >48H ou reparcage >2 mois
Zones de production ne satisfaisant pas aux
conditions exigibles pour un classement A, B ou
C, ’ t fait I’objet d’une étude de o .
Classe D ounayant pas ) 0 Exploitation interdite

zone : zones portuaires, zones de rejet
d’effluents.

*par 100g de chair et de liquide intervalvaire




11.6.2. Les Biotoxines :

Les micro-algues constituent le premier maillon de la chaine trophique des mers et
océans. Dans des conditions favorables, ils peuvent se multiplier rapidement pour former des
bouquets contenant des millions de cellules par litre. Sur les 2000 espéces recensées de
dinoflagellates, environ 30 espéces produisent des toxines qui peuvent causer des pathologies
humaines dues a I’ingestion de mollusques (HOLMES et TEO, 2002). Les empoisonnements
les plus communs sont
liés a I’ingestion de : la toxine PSP (paralytic shellfish poisoning) qui dans les cas extrémes
peut entrainer la mort par paralysie respiratoire (GALLACHER et SMITH, 1999), la toxine
DSP
(diarrhetic shellfish poisoning) qui cause des problémes gastro- intestinaux séveres et peut
favoriser le développement de tumeurs de ’estomac, et la toxine ASP (amnesic shellfish
poisoning)
qui peut conduire a des dommages cérébraux permanents avec des pertes de mémoire
(QUILLIAM, 1999 ; Australia New Zealand Food Authority, 2001).

La liste mondiale des phycotoxines présentes dans les mollusques et des espéces
phytoplanctoniques impliquées n'a cess¢ d'augmenter, ainsi que celle des zones a risque. En
effet les especes qu'elles soient toxiques ou non toxiques sont disséminées plus ou moins
rapidement dans le monde, notamment par les eaux de ballast des navires et également par des

¢changes multiples de mollusques vivants entre différents pays ou régions.



I1.6.2.1. Les toxines diarrhéiques (Diarrhetic Shellfish Poisons, DSP)
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Figure 5 : Le genre Dinophysis et la structure de ’acide okadaique (toxine DSP)
(DAO, 2006).

Les toxines diarrhéiques DSP sont de nature lipophile, elles sont produites
principalement par le genre Dinophysis. Ce dernier comprend de nombreuses espéces, qui
sont toxiques pour la plupart d'entre elles. Plusieurs Dinophysis sont présents dans les eaux du
littoral a savoir D. acuminata et D. sacculus, D. caudata, D. rotundata, et parfois D.

acuta, D.tripos, D. fortii.

Les cellules de Dinophysis sont de taille petite ou moyenne, entre 30 et 100 pm. La
reconnaissance des différentes espéces n'est pas toujours aisée, car la particularité¢ de ce genre
réside dans leur impossibilité de culture au laboratoire.

Les principales toxines DSP (acide okadaique et dérivé, dinophysistoxine DTX-1)
peuvent provoquer chez le consommateur de coquillages contaminés, une intoxication dont
les effets apparaissent en moins de douze heures aprés ingestion et peuvent durer trois jours,
Les principaux
symptomes en sont diarrhées, douleurs abdominales, parfois nausées et vomissements. Les
toxines étant thermostables, la cuisson des coquillages ne diminue pas leur toxicité.

La meilleure méthode de dépistage reste le bio essai sur souris a partir des glandes
digestives de coquillage selon YASUMUTO et al., 1984. L'analyse peut également étre faite
sur la chaire totale selon HANNAH, 1995 (LIGARD, 2008). Les coquillages sont considérés
contamingés si au moins deux souris sur trois sont mortes au plutard aprés 24h d’inoculation
(Décret 96/121-JO n°59,1997;IFREMER , 2006 ; LIGARD, 2008). Il est a signalé¢ que cette
période d’observation a été réduite a 5 heures en 2001 vu la toxicité rapide de I’acide
okadaique. Cependant, la découverte d’autres toxines DSP qui agissent plus lentement, ont

fait que la période d’observation soit de 24h depuis 1’an 2002 (IFREMER, 2006).



I1.6.2.2. Les toxines paralysantes (Paralytic Shellfish Poisons, PSP) :
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Figure 6: Alexandrium et la structure de la saxitoxine (PSP toxine)
(DAO,2006).
La PSP est une toxine produite par un dinoflagellé du genre Alexandrium. Plusieurs de
ces especes sont observées dans les eaux cotieres dont les especes toxiques A. minutum et A.
tamarense / catenella. Les cellules d'Alexandrium minutum sont de forme arrondie et de petite
taille, entre 17 et 29 pm. D'autres especes sont également présentes, par exemple 4. affine, A.
andersoni, A. hiranoi, A. insuetum, A. margalefi, A.pseudogonyaulax et A.ostenfeldii. A
l'exception de la derniére espéce, les autres ne sont pas connues pour leur toxicité vis-a-vis de

’homme.

Les PSP constituent un groupe de toxines thermostables dont la plus connue est la
saxitoxine (STX). Au total, au moins 24 variants ont été identifiés.

Il a été démontré que la STX bloque les pompes Na+ dans les cellules nerveuses, les
muscles et les fibres cardiaques (KAO, 1993. in OKUMURA et al, 2005), les pompes de Ca
24
(Su et al, 2004) et de K+ (WANG et al, 2003) dans les cellules cardiaques.

Les symptomes apparaissent entre 5 et 30 minutes apreés ingestion, ce sont des
symptomes neurologiques qui peuvent s'accompagner de symptomes gastro-intestinaux, une
paralysie des muscles respiratoires qui peut étre a I'origine du décés du patient. La méthode de
référence pour l'analyse est un bioessai sur souris validée par le AOAC (association of
afficial analytical chemist),
les coquillages sont considérés impropres a la consommation lorsque 1'échantillon contient
plus de 80 pg de STX / 100g de chaire totale (Décret 96/121-JO n°59,1997 ;IFREMER,
2006 ; LIGARD, 2008).



11.6.2.3. Les toxines amnésiantes (Amnesic Shellfish Poisons, ASP) :
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Figure 7 : Pseudo-nitzschia et la structure de I’acide domoique (ASP toxine)
(Dao, 2006).

Cette toxine est produite par un diatomé du genre Pseudo-nitzschia. La plupart des
espeéces ne sont pas réputées toxiques ( P. delicatissima, P. fraudulenta, P. pungens).
Cependant, les deux espéces toxiques connues sont : P. pseudodelicatissima et P. multiseries.

Les cellules de Pseudo-nitzschia sont de forme allongée, et sont souvent assemblées
en chaines. Leur taille et leur largeur sont trés variables d'une espéce a l'autre (50-140um de
longueur et 1,5-3,4um de largeur). Des proliférations de Pseudo-nitzschia sont observées tres
réguliérement, en particulier au printemps.

Les toxines ASP touchent surtout les pectinidés. Elles correspondent a l'acide
domoique (AD) et a ses isomeres. Elles sont thermostables et ont une action amnésiante. Chez
le consommateur de coquillages contaminés, elles provoquent une intoxication dont les

premiers symptdmes (diarrhées, vomissements) apparaissent dans un délai de 2 a 24 heures.

Entre 24 et 48 heures, des symptomes neurologiques sont observés (maux de téte
persistants, troubles de 1'équilibre ou de la vue). Dans les cas les plus graves, il apparait une
perte de mémoire, des altérations de la conscience et parfois des convulsions et un coma
(FREMY et LASSUS, 2001).

La méthode d'analyse des phycotoxines amnésiantes est une analyse chimique en
HPLC couplée a une détection par ultra violet, un résultat est considéré comme positif lorsque
I'échantillon contient plus de 20 pg d'acide domoique / 100 g de chaire (Décret 96/121-JO
n°59,1997;IFREMER, 2006 ;LIGARD, 2008).

11.6.2.4. Epidémiologie des phycotoxines :

Un bilan cartographique mondial établi en 2000, montre que le nombre de pays /

régions touchés par des problémes sanitaires liés a la présence de phycotoxines, a plus que



doublé entre 1970 et 1999, pour les familles de phycotoxines déja connues dans les années 70,
soit DSP, PSP,

NSP (neurotoxines) et ciguatoxines, avec en supplément l'apparition de nouvelles familles de
toxines : ASP, désormais présent partout dans le monde, et Pfiesteria, pour le moment localisé

sur la cote Est des Etats-Unis.

Les deux exemples des toxines ASP et des AZAs sont a ce titre important a rappeler.
En 1987, au Canada, 145 personnes ont été¢ intoxiquées suite a la consommation de
coquillages, avec des symptomes digestifs, neurologiques, et surtout perte de mémoire. Parmi
elles, quatre déces et des séquelles neurologiques permanentes pour d'autres. Aprés des
recherches intensives qui ont mobilisé d'importants moyens humains et financiers, la
phycotoxine responsable de ces intoxications amnésiantes a été¢ identifiée en 1989 comme
¢tant l'acide domoique, et l'espéce phytoplanctonique responsable comme une diatomée du

genre Pseudo-nitzschia.

En 1994, en Irlande, des intoxications humaines inexpliquées avec des symptomes de
type diarrhéique ont été signalées a la suite de la consommation de coquillages. Des travaux
de purification ont abouti a l'isolement de la famille des azaspiracides. La premicre

publication sur ce sujet date de 1998. (FREMY et LASSUS, 2001).

11.6.3. La Bioaccumulation des métaux lourds

I1.6.3.1. Les métaux en milieu marin :

Les fruits de mer sont une alimentation a surveiller pour trois raisons principales :
d'une part, ce sont d'excellents capteurs de polluants, y compris les métaux, d'autre part, la
concentration se fixe sur les organes d'assimilation tels que 1'équivalent du foie et du rein, qui
sont précisément ce que I'homme mange .Ces derniers accumulent surtout le cadmium et dans
une moindre mesure le plomb, mais peu le mercure. Les capacités a concentrer les métaux
lourds varient selon les espéces (avec, par ordre décroissant, les mollusques, les crustacés, les
¢chinodermes -oursins-) et les métaux : la moule concentre deux fois plus de plomb que
I'huitre, I'huitre concentre quatre fois plus de cadmium que la moule (MIQUEL, 2001).

De nombreuses ¢tudes ont mis en évidence 1’influence des saisons et de la répartitions
géographiques sur la relation métal / taille (COSSA et al., 1989). Elles ont montré une relation
nette entre les concentrations de différents contaminants métalliques dans la moule et son
poids, les
petites moules présentant des concentrations plus élevées que les grandes. En effet,
I’augmentation de la biomasse lors des cycles de reproduction, se traduit par une dilution

pondérale des métaux



bioaccumulés. AMIARD et al. (1986) ont montré que les concentrations maximales en
métaux (Cd, Pb, Cu, Hg et Zn) dans les moules apparaissent en hiver et au début du
printemps. Par conséquence, ces variations saisonniéres sont la conséquence d’une
combinaison de facteurs directement corrélés

au poids (cycles sexuels, abondance de nourriture, température) mais aussi d’autre,
indépendants, tels que la modification du cycle biogéochimique et de la biodisponibilité des
métaux, bien que

mytilus galloprovincialis est considérée comme un bon indicateur en raison de leur faculté
d'accumulation des métaux (COSSA, 1989) elles sont malheureusement la principale cible de

ces micropolluants.

11.6.3.2. Les principaux métaux lourds :

11.6.3.2.1. Le mercure :

Le mercure est un métal dont la dynamique dans I’environnement est conditionnée par
trois propriétés fondamentales: physique, par sa volatilité¢ a température ambiante ; chimique,
par la stabilité de ses liaisons avec le carbone et le soufre ; et biologique par sa trés forte
bioconcentration et sa toxicité. Le mercure est le seul élément métallique dont 1’introduction
dans le milieu marin par P’activité humaine ait entrainé¢ la mort d’hommes. Quarante huit
déces, sept cents paralysés et plusieurs milliers d’individus atteints ont en effet été recensés
suite au déversement de cent cinquante tonnes de mercure dans la baie de Minamata, au sud
du japon, au cours des années cinquante et soixante.

Cette maladie tragique fut le résultat de I’ingestion, par des pécheurs et leur famille, de
poissons contaminés par un dérivé neurotoxique du mercure, le méthyl-mercure
Bioaccumulation du mercure chez la moule ne concerne essentiellement que ses deux formes
les plus stables existant en solution: Hg”" et CH3;Hg". Au niveau cellulaire, la membrane
plasmique peut étre considérée comme un systéme complexe de sites de fixation potentielle

des espéces chimiques du mercure (MIQUEL, 2001).

11.6.3.2.2. Le cadmium :

Le cadmium a une grande résistance a la corrosion ; il présente des caractéristiques
chimiques proches de celles du calcium, en particulier le rayon ionique, facilitant ainsi sa
pénétration dans les organismes (BORCHARDT, 1985).

Le cadmium est un élément rencontré en milieu aquatique sous diverses formes physiques
(dissoute, colloidale, particulaire) et chimiques (minérale ou organique). Contrairement a de
nombreux

métaux, le cadmium n’a aucun role métabolique connu et ne semble pas étre biologiquement

essentiel ou bénéfique au métabolisme des étres vivants. Il remplace parfois le Zn dans des



systémes enzymatiques carencés en Zn chez le plancton (PRICE et MOREL, 1990; LANE et
MOREL, 2000).

Le cadmium présente des risques chez le consommateur, méme a de faibles
concentrations, il tend a s’accumuler dans le cortex rénal sur de trés longues périodes (50 ans)
ou il entraine une
perte anormale de protéines par les urines (protéinurie) et provoque des dysfonctionnements
urinaires chez les personnes agées. Chez ’homme, le phénomene de toxicité aigué est connu
depuis 1950 sous le nom de syndrome d’Itai-Itai défini par I’association d’une insuffisance
rénale avec ostéoporose (déminéralisation et fragilisation des os) et ostéomalacie
(déminéralisation et déformation des os) (MIQUEL, 2001).

Chez la moule la principale entrée se fait donc par I’eau a travers les surfaces externes,
principalement par les branchies qui représentent une surface considérable (CARPENE et
GEORGE, 1981), le cadmium se retrouve associé aux protéines circulantes et aux
hématocytes. Les bivalves accumulent le cadmium principalement dans 1’hépatopancreas et
dans le rein sous forme de dépdts dans les lysosomes. La voie majeure d’excrétion se fait via

le rein (COSSA et LASSUS, 1989).

11.6.3.2.3. Le plomb :

Le plomb existe sous trois formes essentielles: le plomb dissous, le plomb colloidal et
le plomb particulaire, les doses létales du plomb, sous la forme de sel minéral, sont souvent
supérieures a sa limite de solubilit¢ dans 1’eau de mer, c’est a dire 4 mg.L". Le plomb
inorganique peut donc étre considéré comme toxique (concentration létale de 1 4 10 mg.L™)
ou modérément toxique (concentration létale de 10 a 100 mg.L™).

Les invertébrés marins aux stades embryonnaires sont plus sensibles que les adultes.
Ainsi, la concentration inhibitrice du développement embryonnaire de la moule, est d’environ
500 pg.L" ; de plus, a cette concentration, un grand nombre de larves sont anormales. L’effet
toxique du plomb peut se traduire par une compétition avec des métaux essentiels. Comme
pour le cadmium, la pénétration du plomb dans les cellules de la moule est le résultat
principalement du transport sous
forme dissoute Pb”", bien que I’endocytose dans 1’épithélium branchial ait été évoquée pour
ce métal (COOMBS et GEORGE, 1978; WANG et al, 2003). Le taux d’absorption du plomb
est linéaire au cours du temps et fonction directe de la concentration en plomb dans le milieu
(SCHULZ-BALDES, 1977; Boisson et al., 1998). Incorporés dans I’organisme, les ions Pb*"

L. . 2+
entrent en compétition avec les ions Ca™".



11.6.3.2.4. Le cuivre :

Le cuivre est indispensable au métabolisme des étres vivants (oligo-éléments). La
toxicité vis a vis des organismes marins dépend de la forme chimique du cuivre et de son état
d’oxydation.

La concentration 1étale en 48 h pour 50 % des larves d’huitres plates serait de 1 a 3
ng.L! et des inhibitions de croissance du phytoplancton se produisent & partir de 4 pg. L™

11.6.3.2.5. Le zinc

Le zinc est indispensable au métabolisme des étres vivants (oligo-éléments) ; en
particulier comme coenzyme. Le zinc existe dans I’eau de mer sous diverses formes: ion
hydraté, zinc complexé par les ligands organiques (acides fulviques et humiques) et zinc
adsorbé sur de la matiere solide, sa toxicité pour les organismes aquatiques n’en fait pas un
contaminant prioritaire, bien qu’il agisse, a de fortes concentrations, sur la reproduction des
huitres et la croissance des larves.

L’accumulation du cuivre et du zinc est donc régulée pour de nombreuses espéces
aquatiques, par exemple chez les mollusques, les crustacés, les poissons et les mammiféres
(CHONG et WANG, 2001). En effet, leur pénétration se fait préférenticllement sous forme
ionique (Cu®" et Zn®") par des protéines de transport membranaire (SUNDA et HUNTSMAN,
1998).

Les bivalves accumulent ces deux métaux principalement dans I’hépatopancréas, les

gonades et les branchies (ADAMI et al, 2002).

I1.6.3.3. Risque sanitaire :

Les bivalves d'eau douce ou salée se détoxiquent d'une partie de certains contaminants
métalliques qu'ils ingérent (plomb notamment) en les fixant dans leur coquille. Les coquilles
de moules ayant grandi dans certaines zones polluées peuvent ainsi étre trés chargées en
métaux lourds, voire en radionucléides.La chair outre ses contaminants microbiens et viraux,
peut aussi contenir des ETM (éléments trace métalliques) fraichement ingérés. Par ailleurs
pour ne pas faciliter le relargage de métaux lourds a partir des coquilles, il convient de ne pas
cuire les moules ni les laisser en présence d'acides (sauce toxiques dans le plat préparé), ce
qui contribuerait a les désorber. Les coquilles d'huitre ou de moule (broyées ou non) ont été
utilisé pour produire du
calcium plus facilement bioassimilable (pour aliments du bétail, des volailles, de poissons de
piscicultures, voire de médicaments ou de complémentation de I'alimentation humaine). Ce
type de production ne doit étre fait qu'avec des moules non polluées et dont les coquilles ont

été analysées pour tout le spectre des métaux (MIQUEL, 2001).



11.6.3.4. Aspect réglementaire

Les coquillages commercialisés doivent étre conformes aux exigences réglementaires
en mati¢re de contamination chimique, fixées par le réglement (CE) n 1881/2006. Ainsi, les
teneurs
maximales en plomb, cadmium et mercure dans les mollusques bivalves, lors de leur mise en
circulation, ne doivent pas dépasser, en mg/kg de poids de chair a 1’état frais et en respectant
les
méthodes d’analyse et de prélévement des échantillons prévues dans le réglement (CE) n
333/2007, des teneurs de :plomb : 1,5 ; cadmium : 1 ; mercure : 0,5. (LIGEARD, 2008).Par
contre la directive Algériens n°96/121 - JO n°59 du 03/09/1997 qui fixe les conditions et les
modalités de péche aux coquillages vivants exige les normes suivants : plomb : 2 ; cadmium :

2 ; mercure : 0,5.









III. MATERIELS ET METHODES :

Le travail a pour but le controle de la salubrité de la moule d’élevage « Mytillus
galloprovincialis » issue de la ferme sise a Ain Tagourait (Tipaza). Ce contrdle a consisté en

des analyses bactériologique, toxicologique et métaux lourds.

II1.1. Présentation de la zone de prélévement :

La ferme SARL Elevage Aquacole de la Méditerranée SEAM a été crée en 1989 par
Mr KHABAR Kamel. Elle est située a I’entrée de la commune d’Ain Tagourait a proximité de
la plage mahieddine (baie de Bou Ismail); elle est partagée en deux concessions, une au
niveau du rivage et I’autre en pleine mer. La concession sur terre renferme un hangar dans
lequel est aménagé un espace de travail (machines de tri et de brossage de la moule), deux
bassins de retrempages, une chambre froide et des bureaux. La concession en pleine mer,
¢loignée d’un peu plus de 300 métres du rivage, et d’une superficie de 5 Ha, elle constitue le
lieu d’élevage ou sont suspendues les structures mytilicoles.

Ce site d’¢levage se trouve dans la baie de Bou Ismail (figure 8) qui s’étend sur
environ 350 km? (DAGORNE, 1973). Elle est limitée a 1’Est par la presque ile de Sidi Fred;j
(2° 50’E) et de I’Ouest par le massif du Chenoua (2° 54’ E) (BOUAZIZ, 1992), vers le sud la

baie est limité par le rivage

ointeur 36°36'31.965 N 2°37:30.81°E éléy

Figure 8 : Positionnement de la ferme mytilicole « EAM » (google earth 2008).



I11.2. Analyse des parametres physico-chimiques :
Trois parameétres physicochimiques ont ét¢ mesurés sur le lieu du prélévement a

savoir : la température, le pH (CHUWTI ) et la salinité (conductimétre HANA).

IT1.3. Prélevement et transport des échantillons :

Les prélevements ont été réalisés durant trois mois de I’année 2008 (Juillet- Aott-
Octobre), a raison d’un prélévement par mois. Un litre d’eau de mer a été prélevé a 30cm de
profondeur en utilisant des flacons stériles de 500ml. Les moules prélevées ont été¢ mis dans
des sachets en plastiques a usage unique. Les échantillons sont transportés au laboratoire dans
une glaciere

(4-10°C) et les analyses ont été effectuées dans les 24h.

Les prélevements ont été généralement réalisés a 08 heures du matin.

I11.4. ANALYSE MICROBIOLOGIQUE :
I11.4.1. Analyse microbiologique de la moule

I11.4.1.1. Préparation de I’échantillon de moule (homogénat) (DELARRAS,

2003):

Les analyses microbiologiques ont été effectuées sur la chair et le liquide inter
valvaire. Les moules vivantes et non endommagées ont été lavées soigneusement sous 1’eau
courante et brossées de facon a éliminer les souillures externes. Elles ont ensuite été
désinfectées par un flambage rapide a la chaleur. L ouverture de la moule s’est effectuée par
un scalpel stérile du coté du byssus, le liquide intervalvaire et la chair ont été recueillis dans
un sachet stérile de type stomacher. 100g de chair et liquide inter valvaire ont été pesés pour
déterminer les coliformes et les Streptocoques fécaux et 25g pour les autres germes exemple
Salmonella. Le volume de moule a été dilué dans deux volumes de diluat (TSE solution de
tryptone sel) et broyé dans un stomaker (¢électronic time) pendant 60seconde.

Cette suspension constitue alors la dilution mére (DM) qui est au 1/3. Elle a été laissée
pendant 15 a 20min afin de revivifier les bactéries.

A partir de la suspension mére au 1/3, deux dilutions (1/30, 1/300) ont été préparées dans des

tubes de 9ml de tryptone sel.

111.4.1.2. Dénombrement de la flore totale

A partir des dilutions 1/3 effectuées, porter aseptiquement 1ml dans une boite de pétri
vide puis rajouter 15 ml de la gélose PCA. Le contenu de la boite est mélangé par des
mouvements en forme de huit. Une fois solidifié, une deuxiéme couche de 5 ml du milieu est

rajouter afin d’éviter



les divers contaminants. Les boites sont incubées a 30°C pendant 72h. Les colonies sont

dénombrées sur des boites qui ne dépassent pas les 300 colonies (LARPENT, 1997).

I11.4.1.3. Dénombrement des germes fécaux par la méthode des NPP (Nombre
le plus probable)

La méthode utilisée pour la détermination des indicateurs de contamination fécale
(Coliformes, Streptocoques fécaux) est la méthode de fermentation en tubes multiples qui est
basée sur I’ensemencement d’une série de trois tubes contenant des milieux liquides, puis la
détermination du nombre le plus probable a partir des tubes positifs en se référant a la table de

trois tubes des probabilité de Mc Grady. (DELARRAS, 2003 ; RODIER et al, 2005).

111.4.1.3.1. Recherche des coliformes totaux

Ce test a été effectué en utilisant le bouillon lactosé au pourpre de bromocrésol
(bouillon BCPL). Tous les tubes sont munis de cloches de Durham pour déceler le
dégagement éventuel de gaz dans le milieu (plus de 1/10 du volume de la cloche) (OMS/
PNUE, 1995).

Cette méthode fait appel a deux tests consécutifs :

% Test présomptif

Ce test consiste en 1’ensemencement de séries de trois tubes du milieu BCPL simple
concentration par 1ml d’échantillon (solution mere (1/3) et dilutions (1/30 et 1/300)).
Les milieux sont incubés a 37°C pendant 24-48h.

Une croissance microbienne avec production de gaz dans la cloche de Durham ainsi
qu’un virage au jaune de I’indicateur de pH est considérée comme une réaction présomptive

pour la présence des coliformes totaux.

% Test de confirmatif

La confirmation de la présence des coliformes totaux est effectuée sur milieu Schubert.
Elle se manifeste par une croissance avec production de gaz aprés une incubation de 24-48h
pendant 37°C.

Le nombre caractéristique est formé a partir du nombre de tubes positifs dans chaque
série. Ce dernier est reporté sur dans la table des NPP a trois tubes spécifique aux coquillages
pour obtenir le nombre de coliformes totaux présent dans 100g de chair et de liquide inter

valvaire (DELARRAS, 2003).



I11.4.1.3.2. Recherche des coliformes thermotolérants — Escherichia coli :

A partir des BCPL positifs, on ensemence le milieu Schubert. Ce dernier est incubé
pendant 24-48h a 44°C. Une croissance avec dégagement de gaz dans la cloche de Durham
est confirmative de la présence des coliformes thermotolérants (fécaux). La présence de
E.coli est mise en évidence par la production de I’indole dans les tubes positifs de schubert.
Cette production se traduit par 1’apparition d’un anneau rouge apres 1’ajout du réactif de
Kovacs.

Le nombre de tubes positifs est noté, puis reporté dans la table des NPP spécifiques aux
coquillages afin d’obtenir le nombre de coliformes fécaux et de E.coli dans 100g de chair et

de liquide inter valvaire (DELARRAS, 2003).

111.4.1.3.3. Dénombrement des Streptocoques fécaux « Enterococcus » par la
méthode des NPP

Les Enterocoques (streptocoques fécaux) sont dénombrés en milieu liquide par la
technique des NPP (nombre le plus probable) a trois tubes (DELARRAS, 2003) .Cette
méthode se fait en deux étapes.

% Test présomptif:

Cette méthode est basée sur I’ensemencement de trois tubes de Rothe simple
concentration par chacune des solutions meres et dilutions. Ce milieu contient I’azide de
sodium comme agent sélectif (LARPENT, 1997, DELARRAS, 2003). Apres une incubation
de 24h a 37°C, les tubes présentant un trouble sont présomptifs de la présence des
Streptocoques fécaux.

% Test confirmatif

Chaque tube positif est ensemencé sur le milieu Litsky qui contient en plus de I’azide de
sodium, un deuxiéme agent sélectif : éthyl violet. Aprés une incubation de 24h a 37°C, les
tubes présentant un trouble et éventuellement une pastille violette sont considérés positifs
(LARPENT, 1997). Les résultats sont exprimés en nombre de Streptocoques par 100g de la
chair et le liquide inter valvaire en se référant a la table des NPP spécifique aux coquillage
(DELARRAS, 2003 ; RODIER et al., 2005).

I11.4.1.3.4. Recherche et dénombrement des spores de Clostridium

sulfitoréducteurs:

La recherche et le dénombrement des spores de Clostridium a été effectuée par
I’incorporation en profondeur dans une gélose de tryptone sulfite néomysine TSN. Elle
consiste a traiter 5 ml de 1’échantillon a analyser (solution mére des moules et les dilutions)
au bain marie a 80°C pendant 10mn afin de détruire toutes les formes végétatives, puis les

refroidir & I’eau de robinet. 15ml du TSN (tryptone sulfite néomycine) sont rajoutés. Apres



une incubation de 24-48h a 46°C, I’apparition de colonies noires indique la présence de spore

de Clostridium. Le résultat est exprimé par le nombre de spores dans Sml d’échantillons.

I11.4.1.4. Recherche des germes pathogenes dans la moule :
I11.4.1.4.1. Recherche de Salmonella :

La recherche de la moule a été effectuée dans 25g de chair et de liquide intervalvaire
en appliquant les étapes suivantes :

Un pré-enrichissement : Il a été effectué dans 50ml de TSE et une incubation a 37°C pendant
24h.

Un enrichissement : 10 ml du milieu de pré enrichissement ont été ensemencés dans un

bouillon sélénite- cysteine a double concentration contenant deux disques de 1’additif SFB et

incuber a 37°C pendant 24h.

Un isolement : a partir des tubes SFB, un isolement sur le milieu gélosé Hecktoen est
effectué.

Lecture : aprés 24h d’incubation a 37°C, les Salmonelle ne fermentant ni le lactose ni le
saccharose vont apparaitre sous forme de colonies bleu vert avec ou sans centre noir. Cette

suspicion doit étre confirmée par des tests biochimiques ou galerie API20E

I11.4.1.4.2. Recherche de Staphylococcus aureus :

Pour la recherche de Staphylococcus aureus, un enrichissement de 1 ml de la solution
mere et des dilutions dans un bouillon de Giolitti Cantoni additionné¢ de tellurite de
potassium.

Les tubes présentant un trouble noir aprés une incubation de 24h a 37°C, feront I’objet d’un
isolement sur milieu Chapman. Aprés une incubation de 24-48h a 37°C, la présence des
colonies dorées sur le milieu chapman (fermentation du mannitol) indique la présence des
Staphylococcus aureus pathogénes (DELARRAS, 2003).

La confirmation de la présence des Staphylococcus aureus pathogenes est réalisée par
deux tests biochimiques :

% Test de la catalase :
La présence de la catalase se traduit par I’apparition de bulle de gaz en présence de I’eau
oxygeénée.

% Test de la coagulase :
Généralement, les Staphylococcus aureus pathogénes possédent une coagulase. La recherche
de cette derniére se fait en prélevant les colonies catalase positives et de les mettre en contact
avec le plasma de lapin. La présence de cette enzyme se traduit par 1’apparition d’un coagulat

(LARPENT, 1997).



I11.4.2. Analyse microbiologique de I’eau (RODIER,2005)
I11.4.2.1.Dénombrement des germes fécaux par la méthode de filtration:

I11.4.2.1.1.Dénombrement des coliformes totaux, fécaux et E.coli par la
méthode de filtration :

La présence de ces indicateurs a été réalisée par la filtration d’un volume de 100 ml
d’eau de mer a travers des membranes stériles de 0,45 pum, en utilisant une rampe de
filtration en inox a six postes, reliée a une pompe a vide. Les membranes ont été déposées sur
un milieu gélosé au TTC et Tergitol.

La recherche des coliformes totaux s’effectue a 37 °C pendant 24 h a 48 h. Alors que
la recherche des coliformes fécaux est réalisée a 44°C pendant 24 a 48 h.

La présence des coliformes totaux et fécaux se traduit sur le milieu tergitol par
I’apparition de colonies jaunes ou orangées. Le résultat est exprimé en nombre de cellules par
100ml d’eau de mer. La présence de E.coli est mise en évidence par la production de I’indole

dans de I’eau peptonée exempt d’indole apres action du réactif de Kovacs.

111.4.2.1.2. Dénombrement des Streptocoques fécaux par la méthode de

filtration :

Les Enterocoques ont été recherchés par la filtration d’un volume de 100 ml d’eau de
mer a travers une membrane stérile de 0,45 um, a I’aide d’une rampe de filtration en inox a
six postes. La membrane a été ensuite déposée sur le milieu gélosé Slanetz-Bartley. Apres
une incubation de 24-48h a 37°C, les colonies d’enterocoques apparaissent habituellement

roses a marrons avec un petit diametre de 0,5 a 2mm.

I11.4.2.2. Recherche des germes pathogenes dans I’eau de mer :

111.4.2.2.1. Recherche de Salmonella :

La recherche de Salmonella a été effectuée par la filtration de 500 ml d’eau de mer a
travers une membrane stérile de 0,45 pm, en utilisant une rampe de filtration en inox, reliée a
une pompe a vide. La membrane a été placée dans 100ml de bouillon sélénite simple
concentration additionnée de 10 disques SFB. Aprés 24heures d’enrichissement a 37 °C, un
isolement a été réalisé sur le milieu Hecktoen. Apres une incubation a 37°C pendant 24h, les
Salmonelle ne fermentant ni le lactose ni le saccharose vont apparaitre sous forme de colonies
bleu vert avec ou sans centre noir. Cette suspicion doit €tre confirmée par des tests

biochimiques ou galerie API20E .



ITI.5. ANALYSE TOXICOLOGIQUE :

IIL.5.1. Recherche de la biotoxine paralysante PSP (Paralytic shellfish poison) :
méthode de bio-essais (AOAC international, 1995) :

I11.5.1.1. Préparation de I’échantillon :

Les moules vivantes ont été lavées a I’eau mais jamais traitées par la chaleur ou par
I’anesthésie. 150g de chair ont été¢ récupérés et égouttés pendant Smin dans une passoire
contenant un papier filtre. Le prélévement a été mixé a 1’aide d’un mixeur électrique (IKA

universal)

I11.5.1.2. Extraction de la PSP :

100g de la chair homogénéisée sont placés dans un bécher de un litre, auquel on a
ajouté¢ 100ml de HCL 0,IN. Le mélange est agité soigneusement et son pH est ajusté entre 2
et 4. La mixture est portée a ébullition pendant 05 mn, puis laissée refroidir a une température
ambiante. Une fois refroidie, le PH est vérifié et ajusté entre 2 et 4. Compléter la mixture a
200 ml par de I’eau distillée puis, agiter pour homogénéiser et laisser reposer quelques
minutes. La mixture est fractionnée dans des tubes et centrifugée a 3000 tours/mn pendant 05

mn. Enfin, le surnageant est récupéré dans un récipient propre et son pH est ajusté¢ (PH=2-4).

I11.5.1.3. Epreuve de bioessai sur souris (IFREMER, 2006) :

La toxicité PSP (seuil sanitaire = 80 pg d'équivalent saxitoxine par 100 grammes de
chair totale) est évaluée sur souris males de souche SWISS a partir d'une solution acide
d'extrait de la
chair totale des coquillages a tester. L'essai consiste en 1'injection a un lot de trois souris de 20
grammes, de 1 mL d'extrait acide de I'échantillon. Le temps de survie est mesuré avec
précision et correspond au temps écoulé entre la fin de 1'injection et la mort de la souris. Les
symptomes présentés par les souris, caractéristiques des toxines paralysantes, sont des sauts,
des convulsions suivis de la mort par arrét respiratoire.

Le temps de survie est ensuite exprimé en Unités-Souris (US) a l'aide d'une table
(tableau I annexe). Une US est définie comme la quantité de phycotoxine qui, injectée par
voie intrapéritonéale, tue une souris de 20 (£1) g en 15 minutes. Les US sont converties en pg
équivalent-STX a l'aide d'un Facteur de Conversion (FC) mesuré lors de I'étape préliminaire
de standardisation du test (voir annexe).Ce test sur souris est quantitatif pour les temps de
survie compris entre 5 et 7 minutes. C'est pourquoi, il est parfois indispensable d'effectuer

plusieurs dilutions de I'extrait pour obtenir ces temps de survie.



II1.5.2. Recherche de I’entérotoxine DSP (diarrhetic shellfish poison) : méthode de
bioessai selon YASUMOTO et al., 1984 modifiée(IFREMER ,2006).

I11.5.2.1. Préparation de I’échantillon :

Les moules vivantes sont lavées a 1’eau mais jamais traitées par la chaleur ou par
I’anesthésie.Peser et égoutter 25g de I’hépatopancréas des moules utilisées, puis mixer a

I’aide d’un mixeur électrique.

111.5.2.2. Extraction de la DSP :

Déposer 10 g d’hépatopancréas homogénéisé dans un bécher de 250ml et réaliser trois
séries extractions avec 50 ml d’acétone, durant 3 mn a température ambiante. Le surnageant
est récupéré et filtré dans chaque série d’extraction. Les trois fractions acétoniques récupérées
sont évaporées dans un rot a vapeur (BUCHI Heating Bath B-490) a 60°C jusqu’a 1’obtention
d’un volume minimum de 0.5 a Iml. Enfin, 6ml de la solution de tween 60 a 1% sont ajoutés

au résidu sec.

I11.5.2.3. Epreuve de bioessai sur souris :

Injecter a trois souris males (poids : 18-20g) 1 ml de I’extrait par voie intra péritonéale.

% Toxicité :

La toxicité s’exprime en pg/gr de I’hépatopancréas. Les données épidémiologiques en
biotoxine entérique de moule DSP, indiquent que les quantités aussi petites que 12 US de
biotoxine DSP sont suffisantes pour provoquer une intoxication légere chez 1’homme
(diarrhée, vomissement, nausées, douleur abdominale).

La période d’observation pour déterminer le temps de survie est réduite a 05 heures
(toxicité rapide de I’acide okadaique). Si la mortalité est observée avant 5 heures, cela
implique une réponse positive et on indiquera la présence d’entérotoxine DSP.

Pour plus de sécurité, les souris sont maintenues en observation pendant 24h (a cause de
la découverte d’autres types de toxines DSP) (Ifremer, 2006). La mort de deux souris sur les

trois indique la présence de I’entérotoxine DSP a des niveaux a risque.



I11.6. ANALYSE DES METAUX LOURDS :

I11.6.2. Analyse des métaux lourds par spectrométrie d’absorption atomique
«SAA »; selon NORME ISO 8388 :1986.

I11.6.1. Préparation de I’échantillon :

Le travail a été réalisé sur la chair d’une dizaines de moules vivantes et non
endommagées, bien lavées préalablement. Aprés ouverture de la moule avec un scalpel
propre, la chair récupérée a été mise a égoutter, puis coupées en petits morceaux, une masse

« m » est pesée pour chaque analyse.

I11.6.2. Minéralisation des échantillons :

I11.6.2.1. Pour ’analyse du Cd, Pb, Zn et Cu :

Le travail s’effectue dans une verrerie bien lavée et traitée par le HNO; dilué. La
minéralisation compléte durant une nuit, d’une masse « m » de 1’échantillon est réalisée par
I’ajout de la solution Eau Regale (mélange d’3VHCI+1V HNO3). Le mélange est refroidi a

température ambiante puis filtré est complété a 100ml par de 1’eau distillée.

I11.6.2.2. Pour ’analyse du Hg :

Le travail est également réalisé sur une verrerie propre et traitée par le HNO;. La
minéralisation de 5 g d’échantillon est effectuée par I’ajout de 20ml d’H,SO4, Mélanger puis
rajouter 30 ml de HNOj; en petite partie. Laisser la réaction toute la nuit afin d’obtenir une
minéralisation compléte. Ajouter 5g de I’oxydant KMnOy et s’assurer que la coloration rose
persiste quelques minutes. Dans le cas contraire, il faut rajouter quelques grammes de
KMnQ4 Introduire 10ml de peroxidsulfate de potassium (K,S,0s a 50g /1) et porter au bain
marie a 95°C pendant deux
heures. Apres refroidissement, réduire 1’excés de permanganate par addition de solution de
Chlorhydrate d’hydroxylamine (80g/l) qui se traduit par la disparition de la couleur rose

(généralement 10ml suffisent). Le minéralisat est filtré et complété a 250ml par 1’eau distillée.



I11.6.3. La spectrométrie d’absorption atomique « SAA » :

La spectrométrie atomique est une méthode d’analyse quantitative des éléments
chimiques. Elle consiste a emmener 1’échantillon a une température élevée, soit en le brilant
dans une flamme (analyse de Cd, Cu, Pb, Zn.) ou dans un systéme hydrure (analyse du Hg).
Les atomes libres, produit par la rupture des liaisons entre les molécules de 1’échantillon,
absorbent les radiations (de longueur d’ondes caractéristiques des éléments) provenant d’une
lampe cathodique.

L’appareil mesure la quantité de radiations absorbées par 1’échantillon. Cette dernicre
est proportionnelle a la concentration des éléments dans 1’échantillon. La méthode est validée

par le contrdle interne a 1’aide d’échantillons standard.






IV. RESULTATS :

IV.1.Résultats des paramétres physico-chimiques :

IV.1.1. Température de I’eau :
La température joue un role trés important dans le comportement physiologique de la
moule (reproduction, filtration) .Les résultats (figure 9) ont montré une diminution de la

température avec le temps (24°c -21°¢), ces valeurs s’expliquent par le changement de

saison (été et automne).
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Figure 9: Variation mensuelle de la température a la surface.



IV.1.2. Salinité
Les résultats ont montré que la salinité a été relativement stable durant la période
de prélevement (figurel0).Les valeurs observées sont entre 36,72 et 36,88 PSU. Ce sont
des valeurs caractéristiques de la mer méditerranée et elles sont favorables pour la

filtration des moules.
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Figure 10 : Variation mensuelle de la salinité.

IV.1.3. pH (potentiel Hydrogéne)
L’évaluation du pH nous permet de déterminer 1’acidité, la basicit¢ d’un milieu et
renseigne sur I’état de pollution d’une région. Les résultats ont montré que le pH varie entre

8,13 et 8,20.
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Figure 11 : Variation mensuelle du pH.



IV.2. Résultats des analyses bactériologiques des moules et de I’eau de mer

Les variations mensuelles des coliformes totaux, coliformes thermotolérants, E. coli et
Streptocoques fécaux de 1’eau d’¢levage et la moule de Ain Tagoraite sont illustrées par les
figures (12,13).

II1.2.1. Dénombrement mensuel des indicateurs de contamination dans I’eau de
mer

IV.2.1.1. Coliformes totaux :

L’appréciation des concentrations en coliformes totaux observée en période d’étude a
permis de révéler des variations de 0 a 114 cellule/100ml. Ces valeurs restent inférieures a la
norme, ce qui pourrait étre di soit a la disparition physique (dilution, dispersion) ou bien a la

mortalité des bactéries (milieu oligotrophe, compétition, prédation, conditions hostiles).

IV.2.1.2. Coliformes thermotolérants (fécaux) et E.coli:

Vu que le risque sanitaire 1ié¢ aux coliformes totaux est généralement faible, et que leur
origine fécale est improbable (CHEVALIER, 2003), il était important de rechercher les
coliformes thermotolérants et spécialement E.coli. En effet, cette derniére est considérée le
meilleur indicateur de contamination fécale (RODIER, 2005). Les résultats des analyses ont
montré ’absence de ces contaminants dans les prélévements effectués. Ce ci pourrait
s’expliquer, tout simplement par leur fragilité, leur sensibilité et leur durée de vie trop courte

dans le milieu marin trop hostile (MEZRIOUI et BALEUX, 1992).

IV.2.1.3. Streptocoques fécaux :

Les résultats ont montré I’absence des Streptocoques fécaux dans tous les échantillons
d’eau durant la période des prélévements. Sachant que ce germe est le plus résistant parmi les
bactéries non sporulés, les résultats obtenus ne peuvent prédire que la bonne qualité
microbiologique de 1’eau (PLUSQUELLEC et al., 1986 ; PRESSCOTT et al, 1995;
RODIER, 1995).
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I1V.2.2. Dénombrement mensuel des indicateurs de contamination dans les moules :

Les résultats des dénombrements des indicateurs fécaux retrouvés dans 100 ml de

chair et de liquide intervalvaire sont représentés dans les figures (13,14).

IV.2.2.1. La Flore totale :

La flore totale n’a pas une grande importance dans certains produits de la mer, car ces
derniers peuvent contenir une flore saprophyte qui n’a aucun effet sur la santé humaine. De
plus, aucune réglementations n’a fixé la charge bactérienne dans les moules. Cependant, nous
I’avons comme méme recherché dans nous prélévements. Les résultats ont montré la présence
d’une faible charge bactérienne a savoir 240, 300,100 pour les mois de juillet, aolt et octobre

respectivement.

1V.2.2.2 .Coliformes totaux :
La concentration des coliformes totaux pendant la période de prélévement a connu des
fluctuations telle que la concentration la plus élevée est enregistrée en mois d’aott (6300

cellules /100g). Ce pendant, la valeur minimale enregistrée est nulle en mois de juillet.

1V.2.2.3. Coliformes Thermotolérants (fécaux) :
Les valeurs des coliformes fécaux varient dans le temps .En effet, nous avons
constaté une valeur nulle durant le mois de juillet. Ce pendant, la valeur la plus élevée (2790
Cellule/100g) a été observée au mois d’aott .Cette valeur dépasse largement la valeur guide
de 300Cellule/100g chair et liquide intervalvaire. Cette valeur peut étre expliquée soit par les
conditions météorologiques ayant prévalues durant la semaine qui a précédé le prélévement,
ou il a été enregistré une mer tres agitée qui a probablement entrainé la remise en suspension

des bactéries IFREMER, 2008).

1V.2.2.4.Escherichia coli :

Les résultats de la recherche d’E.coli ont montré son absence dans les
prélevements de moule effectués en mois de juillet et octobre. Cependant, le prélévement
de mois d’aolt a présenté des valeurs de 690 Cellules/100g (chair+liquide intervalvaire)
qui dépassent largement la valeur guide de 230 Cellules/100g mais qui restent inférieur a
1000 cellule /100g (valeur impérative, DELLARAS, 2003), donc ces moules restent
propre a la consommation humaine directe. Ce résultat pourrait étre expliqué comme

précédemment par les mauvaises conditions climatiques.



IV.2.2.5.8treptocoques fécaux :

Malgré que la nouvelle réglementation européenne concernant la qualité
bactériologique des coquillages et de la zone conchylicoles impose uniquement la
recherche des coliformes fécaux, E.coli et les Salmonelles. La recherche des
Streptocoques fécaux a été exigée par 1’arrété du 21 Décembre 1979 (abrogé pour les
coquillages). En effet, ce germe présente une bonne résistance pour les conditions hostiles
de [D’environnement et peut étre un bon indicateur de contamination ancienne
(PLUSQUELLEC et al. 1986). Les résultats ont montré
leur présence durant les mois du juillet et aolit avec des concentrations de 690 et 600
cellules/100g respectivement. Ces valeurs restent au dessous de la valeur de
2500cellules/100g de chair et liquide intervalvaire.

Il est a signaler que la recherche des Streptocoques fécaux pour 1’échantillon du mois

d’Octobre n’a pas pu étre réalisé pour des raisons techniques.

1V.2.2.6. Clostridium sulfitoréducteur :

Bien qu’il n’y ait aucune norme concernant les spores de Clostridium
sulfitoréducteurs, nous les avons recherchés. Les résultats ont montré la présence de 2
spores dans Sml d’échantillon durant le mois d’aott .11 aurait été intéressant d’identifier
ces Clostridium (recherche éventuelle de C .perfringens) mais malheureusement ¢a n’a

pas été fait par manque de moyens.

IV.2.3. Recherche des pathogénes :

1V.2.3.1. Salmonella dans I’eau et la moule :
Salmonella est le seul pathogeéne recherché en routine dans les eaux et les produits
agroalimentaire. Sa présence n’a pas été observée dans aucun échantillon soit de 1’eau de mer

(500ml) soit des moules prélevés (25g de chair et de liquide intervalvaire).

1V.2.3.2. Staphylococcus aureus :
La recherche de ce germe pathogeéne a révélé son absence durant les mois d’Aott et
d’octobre. Par contre en mois de juillet, les résultats ont montré la présence de 84 colonies

dont certaines sont productrices d’une coagulase, ce qui confirme le pouvoir pathogéne.
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IV.3. Résultats des analyses toxicologiques

Les risques sanitaires liés a la consommation des moules ne sont dii uniquement a la
contamination bactérienne mais, également a 1’ingestion des toxines produites principalement
par des dinoflagellés. La réglementation en vigueur exige la recherche de principalement trois
toxines a savoir : la toxine diarrhéique DSP, la toxine paralysante PSP et la toxine amnésiante
ASP. Dans notre étude la ASP n’a pas pu étre recherchée faute d’étalon pour la HPLC.
Cependant, les deux autres ont été réalisés par un bio-essai sur souris. Comme la directive
européenne 91/492/CEE de 1991 I’exige, le test souris a été négatif pour la DSP (survie des
souris durant 24h apres ’injection) et la quantité de la PSP a été trouvée <80ug/100g de chair.
Les résultats montrent que les moules prélevées ne présentent pas de risques pour le

consommateur et refléte encore une fois la bonne qualité de la zone d’¢levage.

IV.4. Les résultats de ’analyse des métaux lourds :

Les moules sont des filtreurs qui peuvent concentrer non seulement les différents
agents infectieux mais, également des xénobiotiques qui ont un effet sur la santé humaine
mais a long terme. Parmi ces polluants, les métaux lourds se trouvent en téte de liste. La
réglementation européenne actuelle exige la recherche de trois métaux toxiques a savoir : le
mercure (<0.5mg/kg), le plomb et le cadmium (<1 et 1.5mg/kg) alors que la réglementation
algérienne exige (<2mg/kg). Dans notre étude, nous avons analysé cinq métaux : Hg, Pb, Cd,
Zn et Cu. En ce qui concerne le Hg, un taux de (55,8 ug /kg) a été retrouvé. Par contre, le Cd
et le Pb ont été retrouvés a des taux (<6 et <40 respectivement). C’est valeur n’ont pas pu étre
comparées aux normes (<2mg/kg), a cause de la limite de sensibilité de 1’appareillage utilisé.
Enfin, le zinc et le cuivre ont été retrouvés a des valeurs de (21 et <20 mg /kg)

respectivement.



DISCUSSION



V. Discussion :

Les moules sont des organismes filtreurs qui peuvent accumuler différents agents
infectieux : bactéries, virus, toxines et xénobiotiques. Leur consommation crue ou peu cuite,
les places parmi les aliments a risque du point de vue toxi-infections alimentaires. Différents
textes réglementaires ont fixé les critéres microbiologiques et toxicologiques pour la mise en
vente de ces produits ainsi que pour déterminer les zones d’¢élevage. Notre étude s’intéresse au
controle de la salubrité des moules prélevées de la zone d’élevage de Ain Tagoraite.

Sur le plan bactériologique nous avons constaté la bonne qualité des eaux d’élevage
avec absence de coliformes thermotolérants et de Streptocoques qui sont les principaux
indicateurs de contamination fécale, ceci pourrait étre expliqué par les mouvements des
masses d’eau sous ’effet des courants et des vents. En effet, ces derniers ont une influence
trés importante sur la stabilit¢ des milieux de vie et des écosystémes, ils favorisent la
dispersion et I’hétérogénéité des constituants de I’eau.

La concentration des bactéries par la moule Mytilus galloprovincialis, est importante,
comparée avec celle de I’eau environnante. La quantité des germes dans 1’organisme des
moules est régie par le phénomene de filtration. Ces derniers aspirent un grand volume
d’eau en moyenne 175 a 6501/h/Kg du poid vif (GUILLAUD et ROMANA, 1996), Les
particules en suspension sont captées lors de ce transit. Le tri se fait au niveau des palpes
labiaux qui rejettent tous les éléments non digérables a cause de leur taille ou de leur nature.
Les bactéries ne sont donc pas expulsées, mais plutdt concentrées en forte proportion, ceci
explique pourquoi 1’état sanitaire des moules dépend étroitement de celui du milieu dans
lequel elles vivent. D’aprés les résultats de la figure (14), nous avons constaté une
concentration plus importante des coliformes et Streptocoques dans la moule par rapport a
I’eau, ce qui est dii au phénomene de filtration. Cette dernieére est un mécanisme perpétuel
influencé par plusieurs facteurs. Son intensité est en fonction des conditions physiques du
milieu marin.

En effet, la température est le principal facteur qui conditionne [’efficacité de
I’accumulation et de I’épuration des bivalves. Le taux d’accumulation relativement élevé
observés en mois de Juillet et Aolt est dii au fait que la purification est lente et que
I’accumulation est rapide a des températures élevées (de 24 a 37°C) (RODRICH et al, 1994).
Une augmentation de la température peut perturber fortement le milieu (pollution thermique)
mais peut aussi €tre un facteur d’accroissement de la productivité biologique (GAUJOUS,

1995).



En ce qui concerne les analyses des moules, seule les résultats du mois d’Aott qui
dépassent les valeurs guide mais non la valeur impérative. Ces résultats peuvent é&tre
expliqués par une filtration trés importante favorisée par la remise en suspension des
particules durant le mauvais temps.

En effet PRIEUR (1981) a signaler I’adaptation de certaines bactéries aux conditions
hostiles rencontrées dans le tractus digestif de moules (PLUSQUELLEC et al, 1986).

Sur le plan toxicologique, les résultats ont montré 1’absence dans cette zone d’¢levages
de toxines. Ces analyses sont recommandées tous les 15jours. Egalement, en ce qui concerne
la pollution chimique, 1’analyse est recommandée une fois tous les six mois. Les résultats sont
conforment a la norme, en ce qui concerne le mercure. Par contre, il faut adopter une autre
technique plus sensible a la détection du cadmium et du plomb.

Il est a noté que le contrdle de la qualité des moules a une grande importance dans la
prévention de la santé du consommateur, mais également dans la surveillance et le classement
des zones conchylicoles. Seulement, pour ce dernier cas, il faut réaliser des analyses
d’environs 26 prélévements réalisés durant une année sur des moules ayant s¢journées au
moins 15 jours dans le site d’élevage (LARPENT, 1997 ; DELARRAS, 2003).

Enfin, il est a signalé que le phénomene de filtration chez les moules est a la base de
leur contamination, mais il contribue également a leur épuration lorsqu’elles sont placées en
eaux saines. En effet, un séjour de 15 a 30jours, selon la contamination initiale, permet

I’autoépuration des coquillages souillés (MARTEIL, 1974).






VI. Conclusion :

L’objectif de notre travail a été¢ le controle de la qualit¢ des moules d’élevage «
mytilus galloprovincialis » issues de la ferme SEAM de Ain Tagourait, les résultats obtenus
nous ont permis de constater que :

v’ La qualité bactériologique de la zone d’élevage est de bonne qualité.

v La moule est un biofiltreur qui concentre les bactéries de 1’environnement, la qualité
bactériologique de ce dernier a été satisfaisante, durant la période des prélévements.

v Les toxines présentant un risque sanitaire pour I’homme sont absentes dans les
¢chantillons analysés.

v Enfin, ’accumulation des métaux lourds dans la chair est faible spécialement pour le

mercure.

Ces résultats augurent de la bonne qualité de ces moules et du fait qu’elle sont propre a
la consommation directe sans aucune purification, Néanmoins, il faut prendre en
considération toutes les toxines susceptible de causer des risques sanitaires pour ’homme,
ainsi que I’aspect viral qui n’est pas prévu dans la législation actuelle.

Enfin pour réalis¢é un suivi et une surveillance pour la salubrit¢ de cette zone
conchylicole, il serait intéressant de continuer le travail durant une année d’étude avec

minimum 26 échantillons.
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Recherche de 1a PSP :

1-Calcul de la toxicité :

- Déterminer le temps de mort médian des souris, inclure les survivants ;

- Déterminer pour chaque temps mort, son unité souris (MU) a 1’aide du tableau 1
(annexe).

- Si le poids de I’animal ne correspond pas a 20+1g, effectuer des corrections en
multipliant MU de la souris par le facteur de correction du poids (tableau 2 annexe),

- Déterminer le MU médian du groupe (le temps de mort des survivant supérieur ou égal a
60min est inférieur a 0.875MU) ;

- Convertir les MU en pg poison/ml en le multipliant par la valeur du coefficient de
conversion FC ;

- La formule :

ug de poison / 100g de chair= (ng/ml) x facteur de dilution x 200

2- Standardisation de 1a méthode : détermination du coefficient de conversion FC

- A partir d’une solution mere de PSP (100pug/ml), préparer une solution de PSP standard de
lpug saxitoxine/ml dans 100ml d’eau distillée acidifi¢e avec de HCI. Cette solution
acidifiée(pH=2-4), peut étre conservée pendant plusieurs semaines a 4°C.

- Diluer 10ml de la solution PSP (1pg/ml) avec 10-15-20-25 et 30ml d’eau distillée ;

- Inoculer 1ml de chaque dilution a un groupe de 10 souris par voie intrapéritonéale ;

- Choisir la dilution qui donne un temps de mort de 5 a 7min ;

- la dilution sera prouvée avec variation de 1ml d’eau distillée (ex pour 1’ajout de 25ml, on
essayera 24ml et 26ml).

- Injecter a des groupes de 10 souris, trois dilutions qui donnent un temps de mort moyen de 5
a 7min ; si plus de 3 souris d’un groupe de 10 survient a I’injection d’une dilution donnée,
répéter ’opération avec un autre groupe de 10, un a deux jours plus tard et examiner les
causes des résultats initiaux ;

- Répéter le test entier avec la dilution prouvée avec les variations de 1ml d’eau, en utilisant
une solution standard nouvellement préparée ;

- Calculer le temps moyen de mort pour chaque groupe de 10 souris, pour les dilutions qui ont
donné un temps de mort entre 5 et 7min ;

- Si toutes les dilutions donne un temps de mort entre 5 et 7min, il faut inclure tous les
groupes méme quelques temps sont hors 1’intervalle 5-7min ;

- Déterminer le MU (unité souris) correspondant dans le tableau 1 annexe a chaque temps de
mort pour chaque souris de chaque groupe ;

- Déterminer le facteur de correction du poids pour chaque souris a ’aide du tableau 2
annexe ;

- Multiplier les MU par le facteur de correction du poids pour avoir le CMU/ml des dilutions
sélectionnées. Calculer le CMU médian ;

- Diviser le MU en pg/ml de la dilution sélectionnée par le CMU médian pour avoir le facteur
de conversion (FC) pour chaque dilution ;

- Calculer la moyenne des valeurs de FC, cette dernic¢re valeur est utilisée au cours des essais
de routine. Elle correspond a la quantité de poison en ug qui tue une souris (MU).

- Les valeurs de FC peuvent varier trés significativement dans un laboratoire, c’est pour cela
que la valeur est vérifiée selon la fréquence des analyses. Cette valeur ne doit pas varier de +
20%



Tableau 1 : Relation temps de mort et Mouse unit (unité souris) pour la PSP

Temps de | Unité Temps Unité Temps Unité

mort souris de mort | souris de mort | souris

2:00 7.67 4:15 2.32 8:15 1.22

2:05 7.04 4:20 2.26 8 :30 1.20

2:10 6.52 4 :25 2.21 8 :45 1.18

2:15 6.06 4:30 2.16 9:00 1.16

2:20 5.66 4 :35 2.12 9:30 1.13

2:25 5.32 4 :40 2.08 10 :00 1.11

2:30 5.00 4 :45 2.04 10 :30 1.09

2:35 4.73 4:50 2.00 11:00 1.075

2:40 4.48 4 :55 1.96 11:30 1.06

2:45 4.26 5:00 1.92 12 :00 1.05

2:50 4.06 5:05 1.89 13 1.03

2:55 3.88 5:10 1.86 14 1.015

3:00 3.70 5:15 1.83 15 1.000

3:05 3.57 5:20 1.80 16 0.99

3:10 343 5:30 1.74 17 0.98

3:15 3.31 5:40 1.69 18 0.972

3:20 3.19 5:45 1.67 19 0.965

3:25 3.08 5:50 1.64 20 0.96

3:30 2.98 6 :00 1.60 21 0.954

3:35 2.88 6:15 1.54 22 0.948

3:40 2.79 6 :30 1.48 23 0.942

3:45 2.71 6 :45 1.43 24 0.937

3:50 2.63 7 :00 1.39 25 0.934

3:55 2.56 7:15 1.35 30 0.917

4:00 2.50 7 :30 1.31 40 0.898

4 :05 2.44 7 :45 1.28 60 0.875

4:10 2.38 8:00 1.25

Tableau 2 : Table de correction du poids de la souris

Poids de la | Unité | Poidsdela | Unité | Poidsdela | Unité Poids de la | Unité
souris en souris | souris en souris | souris en souris souris en souris
gramme gramme gramme gramme

10 0.5 13.5 0.7 17 0.88 20.5 1.015
10.5 0.53 14 0.73 17.5 0.905 21 1.03
11 0.56 |14.5 0.76 18 0.93 21.5 1.04
11.5 0.59 |15 0.785 |18.5 0.95 22 1.05
12 0.62 |15.5 0.81 19 0.97 22.5 1.06
12.5 0.65 16 0.84 19.5 0.985 23 1.07
13 0.675 | 16.5 0.86 20 1.000
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Annexe [l
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Résumé :

Mytilus galloprovincialis est un bio-accumulateurs d’agents infectieux, de biotoxines marines et de
polluants chimiques. Leur consommation peut entrainer des intoxications alimentaires sévéres. Le but de notre
travail a été le contréle de la salubrité de la moule d’élevage « Mytilus galloprovincialis » prélevée au niveau de
la ferme EAM de Ain Tagourait (Tipaza) et ceci durant la période de juillet a Octobre 2008. Les indicateurs
fécaux (coliformes fécaux, E.coli) recherchés par la méthode des NPP ont été inférieurs a la norme sauf pour le
mois d’aofit ou nous avons noté une valeur de 630 E.coli/I100g mais qui ne dépasse pas la valeur impérative de
1000E.coli/100g. Aucune Salmonelle n’a été détectée durant les analyses. La recherche des biotoxines ASP et
DSP par la méthode de bio-essai sur souris a montré I’absence des toxines dans notre échantillon. Enfin, la
quantité du mercure recherché par la méthode de spectroscopie d’absorption atomique (SAA) est de 55,8ug/kg
de poids de chair et qui est largement inférieure a la norme fixée par le reglement (CE) soit 0.5mg/kg. En
conclusion, Les analyse effectuées ont montré que les moules ne présentaient pas de risque pour la santé du
consommateur.

Mots clé : Mytilus galloprovincialis, qualité bactériologique, toxines, mercure
Abstract:

mytilus galloprovincialis is a bio accumulators of infectious agents, marine biotoxins and chemical pollutants.
Their consumption can cause severe food poisoning. The aim of our work was to check the safety of farmed
mussels “Mytilus galloprovincialis” collected at the SEAM farm (Ain Tagourait, Tipaza),during the period from
July to October 2008.
Fecal indicators (fecal coliforms, E. coli) sought by the MPN method were below the standard except for the
month of August when we noted a value of 630 E.coli/100g, but that does not exceed the binding of 1000
E.coli/100g. No salmonella was detected during analysis. The research for ASP and DSP Biotoxins by the
method of mouse bioassay showed the absence of toxins in our sample. Finally, the amount of mercury sought
by the method of atomic absorption spectroscopy (AAS) is 55.8ug/kg weight of flesh and is below the standard
set by Regulation (EC) is 0.5mg/kg. In conclusion, the tests carried out showed that the mussels don’t pose a risk

to consumer’s health .

Key Words: Mytilus galloprovincialis, bacteriological quality, toxins
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