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Résumé

Résumé

Les produits alimentaires déshydratés dont les épices et les herbes séchées peuvent
étre contaminées par plusieurs microorganismes sporulés. Bacillus cereus est une bactérie qui

forme des spores thermorésistantes reconnue pour son implication dans les TIAC.

Ce travail a été réalisé pendant la période de février jusqu’a Avril, il vise & rechercher
et dénombrer ce groupe de bactéries. En effet, 20 échantillons ont été prélevés puis analyser.
Les résultats ont montrés que parmi les 20 échantillons 12 ont été contaminé avec un taux
maximal de 1,313x10° ufc/gdans le Carvi et un taux minimal de 2,55x10* ufc/g dans le

Cumin.

L’¢étude de la thermorésistance des spores de B.cereus a été réalisé a six températures
différentes. Les valeurs de la destruction thermique obtenues sont: D95°C comprise entre
9.73 & 27.36min, les valeurs D100°C de 5.59 & 11.17min et D105°C sont 6,001 et 11,04min.

Concernant la sensibilité thermique Zt des souches étudiées a montré des valeurs
comprises entre 15.38°C a 32.15°C pour les souches 3-Mél qui était la plus résistante et la

souche 6-Fen qui était la plus sensible.

Les résultats obtenus lors de cette étude peuvent construire un outil lors d’une étude
plus large sur ’estimation des risques liés & la consommation des B. cereus dans les plats
cuisiniers.

Mots clés : Epice, B.cereus, spores, Thermorésistance, destruction thermique,

sensibilité thermique
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Abstract

Abstract

Dehydrated food products including spices and dried herbs can be contaminated with
several spore-forming microorganisms. Bacillus cereus is a bacterium that forms heat-

resistant spores recognized for its involvement in TIAC.

This work was carried out during the period from February to April, it aims to find and
count this group of bacteria. Indeed, 20 samples were taken and then analyzed. The results
showed that among the 20 samples, 12 were contaminated with a maximum rate of 1.313x109
cfu/g in Caraway and a minimum rate of 2.55x104 cfu/g in Cumin.

The study of the thermoresistance of B.cereus spores was carried out at six different
temperatures. The thermal destruction values obtained are: D95°C between 9.73 and
27.36min, the D100°C values from 5.59 to 11.17min and D105°C are 6.001 and 11.04min.

Regarding the thermal sensitivity Zt of the strains studied showed values between
15.38°C and 32.15°C for the 3-Mel strains which was the most resistant and the 6-Fen strain

which was the most sensitive.

The results obtained during this study can build a tool during a larger study on the
estimation of the risks associated with the consumption of B. cereus in cooked dishes.

Keywords: Spice, B.cereus, spores, Thermoresistance, thermal destruction, thermal

sensitivity



uadla
3adal) Al il (pe aanlly Asiadd \wa»}@\ﬂ\&sg&wwﬂ b Al coladiall &gl o S

) aandll 8 LIS il Len o yina 3 all da sl ol JSUIS L, 4 Bacillus cereus a8 adl 45 5S4l

de ganall 038 alaxiy aadl 1) Jeall 138 Cangs 5 Janl ) ol s (e Btieal) 5l IS Jaall 138 245 5
Janas 85ke ilS Lgia 12 A 20 o e 4l i) el Lellas 3 A 20 380 &3 ¢ @Il 3 L) o
O3Sl Gicfu /g 10* x 2,55 o Ja Y Jamas il SU Licfu /g 107 X 1.313 sl

oAl pexill a8 Adlise s e a0 & vie Bcereus §1s:Y A sadl La gl dulja cy sal
11.17 ) 5.59 = 450 42 0 D100 a8 ¢ 4383 27.36 5 9.73 O 45 4a 0 D95 (& e Jsaall o
4383 11.04 56.001 (A 45% 4 2 D105 54ads

453 32,15 5 4usie 4 0 15.38 (o Zt a8 el A el VI Al el Daulially Bl Lok
Al JSY)-Fen 6 s daslia SY)-Mel 3 ¥ 4 g

Aagi el Hhlaal sl Sl duljo J3A slal s o oSy Al ol sda JOA Lgdde Jgeanll &5 ) i)
A4 suladl) 3LLY) 3 B, cereus <giuly

Ayloall liall ¢ gl all el ¢ &yl sl dasliall ¢ £1 531 <B.cereus « il sil sdalidal) cilalst)



Table des matiéres

Table des matiéeres

REIMEICIBIMENTS ...ttt bbbttt b e bt e e st et e et nbeere e I
DT [ or: o TSP PR USOUPTTTPTORPRPRN i
LiSte des aDrEVIALIONS .......cuoiviiiiiiiiiieeee bbb \Y
LISTE ABS TIGUIES ..uvieiieciie sttt ettt et et sbeenbe e st e sneesneenes VI
LiSte deS tADIEAUX .....eeeeieieceiee e et Vil
RESUME ..ottt bbbttt bbbt bt bt e bt e bt e st e b et et e b e benn e VIl
ADSTTACT ...t bbb bbb IX
TabIE dES MALIEIES ....vveveiceeie et re e e e et et e s tentesneaneeneas XI
INErOdUCTION GENEIAIE ...ttt 1

Partie 1 : Synthése bibliographique

Chapitre I : Généralités sur le groupe Bacillus cereus sensu lato et thermorésistance des

spores
I. Caracteéristiques de Bacillus cereus sensu lato...............ccooooiiiiiiiiiiiii 5
I.1. Morphologie de BacillUS CEreUS. ... ..ot 5
1.2. Caractéristiques bioChimiqQUES........ ..o, 6
10 TR 1> b (o 0 1 T 6
L3, L. PRNALIQUE. ...t 7
1.3.2. PhYIOGENELIQUE. ... 7
L4, SPOTUIALION. ... e e 8
I.5. Structure de la spore de Bacillus CEreus. ...........ooviiiiiii i, 9
TR G701 Pt 9
b. Membrane iNterne. ... .. ..o 10
O 0 1) G 10
d. MeMDIaNe EXIEIME. ...t 10
B. MANTRAUX. . . .ttt e 10
L =201 o 1o 1 113 P 10



Table des matiéres

6. GeIMINALION. ...ttt 10
I1. La thermorésistante des spores Bacillus cereus.................ooooiiiiiiiiiiiiinn.. 11
I1.1. Facteurs influengant la thermorésistance.................ooiiiiiiiiiiiiii i, 11
IL1.1. Influence de température. ...........c.ooviiuieiiini it eieeeieeneans 12
IT.1.2. InfluenCe de PH......oviii ettt 12
I1.1.3. Influence de I’activité d’eau AW.........coevuiiiiiiiiiiiii e, 12
[1.2. Parameétres de la thermorésistance. ...........ocouiiuiiiiiiiiiiiiiieieeee e, 12
TL2.1.Parametre Dt ..o e e e 12
TL2.2. Parametre Zt........oouuoniii e e 13
I11. Bacellus cereus dans les produits alimentaires..............ccooeviiiiiiiiiiiiieenn, 14
III.1. Incidence de Bacillus cereus sur différents aliments....................coooeinnn.o. 14
[11.2. Bacellus cereus dans 185 EPICES. ... ....cviuriniiii e, 14
III.3.Pouvoir toxique de Bacellus Cereus..........ooviviiiiiiiiii i e 15
[1.4. Formes d’intoxication alimentaire. ...............oeeieviiiiiiiiiiiiiiiieineneenene, 15
HI.4.1. FOrme €meEtIQUE. ....veetite et ettt et ettt et et et e e e e ee e e e enaans 16
[1.4.2. Forme diarrh@iQUe...........oovirinieii e e 16
Partie 2 : Partie expérimentale
Chapitre IT : Matériel et méthodes
II.1.Description de la région d’échantillonnage................cooooviiiiiiiiiiiii e, 20
I1.2. Prélevement des €échantillons. ..., 20
I1.3. Recherche des spores Bacillus cereus dans les échantillons............................. 21
I1.3.1. Isolement des spores Bacillus cereus...............coooiiiiiiiiiiiiiiiiinn. . 21
a. Préparation des échantillons..................ocooiiiiiii i 21
b. Dénombrement des colonies Bacillus cereus..................cocooiiiii 22
I1.4. Confirmation de I’appartenance au groupe B.cereus..............cooevvviiiiiinin.n. 23
I1.5.Préparation de stock de SPOTeS........c.ovuiiniiiiiiii e 24
[1.6.Etude de la thermoréSiStante. .............oiuiiuiiiii i, 24



Table des matiéres

I[1.6.1Traitement thermique et dénombrement................ovviiiiiiiiiiiiiniiiennn. 25
I1.6.2 Dénombrement des colonies SUrvivantes...............cooeeveiniiiiinineennnnnn... 26
a. Analyse des données de survie des spores thermorésistantes................. 26

Chapitre III : Résultats et Discussion

I. Résultats de la recherche des spores de Bacillus cereus dans les épices ...................... 28
I1. Résultat de la Confirmation de 1’appartenance au groupe Bacillus cereus.................. 30
I11. Etude de la thermoreésistance des spores Bacillus cereus.................ccoooeviiiiiinnn. 30
I11.1. Résultat de la cinétique de destruction thermique Dt..................ocooiiiiiiinni, 36
I11.2. Sensibilité au traitement thermique Zt.............ooooiiiii i, 37

Conclusion

Références bibliographiques....... ..o 42

Annexes 49

Xl



Introduction
Geénérale



Introduction générale

Introduction générale

Les épices et herbes aromatiques occupent une place prépondérante dans la
cuisine traditionnelle algérienne. Ces produits sont d'origine végétale (dérivés de
diverses parties anatomiques des plantes), malgré leur faible valeur nutritionnelle,
mais ils ont une bonne valeur sensorielle et une profonde influence sur le systeme

digestif. (Garbowska et al.,2015).

La plupart de ces produits ayant une faible activités d’eau (<0,85) ils sont
stockées dans des conditions seches apres la récolte; cependant, le contact avec l'air et
l'augmentation de I'hnumidité affecte la qualité des épices en augmentant la probabilité

de contamination microbienne (Kim et al .,2012).

Cependant, des tests de qualité microbienne ont révélé que les épices et les
herbes séchés peuvent présenter des niveaux microbiens élevés allant jusqua 108
(ufc/g). Parmi les micro-organismes détectables Bacillus cereus, Salmonella spp. et
Clostridium perfringens (McKee, 1995). Bien que les levures et les moisissures (par
exemple Aspergillus spp., Fusarium spp. et Penicillium spp.) peuvent créer des
problémes graves en raison de leur capacité a produire des aflatoxines (Flannigan;
Hui, 1976; O;Riordan; Wilkinson, 2008; Santin,2005). Bacillus cereus forment des

endospores survivent dans diverses conditions de stress (Aksu, 1994).

Les plats cuisinés sont assaisonnés par les épices et cuits a différentes
températures pendant un certain temps, ce procédé permet d'éliminer les formes
végétatives, les seules vivants sont les spores, qui résistent a la cuisson grace a la

thermorésistance.

Les spores de B.cereus germent lorsqu'elles se trouvent dans des conditions
environnementales favorables. Elle provoque deux syndromes d'intoxication
alimentaire distincts, caractérisés respectivement par la diarrhée et les vomissements

(Banwart, 1989 : Cliver, 1990 ; Eley, 1992).
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L’objectif de cette étude vise a :

e Déterminer le niveau de contamination par les spores de B.cereus dans
les épices et les herbes séchées commercialisés dans la commune de
Metlili wilaya de Ghardaia.

o Etudier la thermorésistance de certaines souches appartenant au groupe
Bacillus cereus sensu lato.

Notre mémoire s’organise comme suit :

e Une premiére partie synthétise les caractéristiques du groupe Bacillus
cereus ainsi que leur la thermorésistance.

e Deuxiéme partie expérimentale, explique la méthodologie de travail
suivie par les résultats obtenus avec leurs discussions.

e Enfin une conclusion et perspectives.
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Géneralités sur le groupe Bacillus cereus sensu lato

I. Caractéristiques de Bacillus cereus sensu lato

Bacillus cereus sensu lato (B. cereus s.l.), également connu sous le nom de groupe
B. cereus (Liu et al, 2017). Ce sont des batonnets a Gram positif, anaérobies facultatifs et
sporulés. En tant qu'organismes ubiquitaires associés au sol, B. cereus s. |. se trouvent
couramment dans les produits alimentaires ou ils peuvent causer la détérioration (Dréan,
2015).

Le groupe Bacillus cereus comprend sept especes étroitement apparentées : B. cereus
sensu stricto (appelé aussi B. cereus), B. mycoides, B. pseudomycoides, Bacillus thuringiensis,
Bacillus weihenstephanensis, Bacillus anthracis et plus récemment Bacillus cytotoxicus
(Guinebretiére, et al. 2013).

La température optimale de croissance est comprise entre 28 et 35°C, la température
de croissance minimale est 4-5°C et un maximum de 48°C. B. cereus peut croitre a des
valeurs de pH de 4,9 a 9,3. L'activité de I'eau minimum (Aw) pour la croissance est de 0,93
(Jaaskelainen, 2008; Senesi et Ghelardi, 2010; Bermudez-Aguirre et al., 2012).

Bacillus cereus peut se développer a des pH variant de 4,3 a 9,3 (Forsythe,2000), et
pour des Aw supérieures a 0,912 (Kramer et Gilbert, 1989).

I.1. Morphologie de Bacillus cereus

Les espéces constituant le groupe Bacillus cereus sensu lato sont a coloration Gram-
positive, formant des batonnets de 3 um de long pour 1 um de large environ, aérobies ou

anaérobies facultatives. (Venkateswaran et al., 2017).

Elles présentent un génome avec un faible pourcentage en bases GC (environ 35 %),
avec un génome de 5.3 a 5.9 Mb. Elles produisent des endospores et peuvent étre mobiles

grace a une ciliature péritriche. (Venkateswaran et al., 2017).
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Figure 1: Bacillus thuringiensis. Images en microscope de contraste de phase objectifs 100

X. (A) : B. thuringiensis phase sporulée (Laurent Consentino, 2019).
|.2. Caracteristiques biochimiques

Les especes de groupe Bacillus cereus sensu lato est caractérisé par la production de
plusieurs substances potentiellement pathogenes telles que les hémolysines, les
phospholipases C, la toxine causant des vomissements (Cereulide), les entérotoxines
(Turnbull et al, 2002). Ainsi que la production de la lécithinase et le catalase, mais pas
I’oxydase (Sutra et al.,1998).

1.3. Taxonomie

Selon Euzéby (2002), les bactéries du genre Bacillus font partie du :
- Domaine des eubactéries (ou Eubacteria).
- Phylum (ou division) des firmicutes.
Aussi dénommees bactéries a bas G+C % et a coloration positive [Larpent ,2000].
Le genre Bacillus est un genre bactérien particulierement hétérogene.
(Dromigny,2008).
La classification moléculaire la plus répandue du groupe B. cereus se base sur le
séquencage du gene de ménage panC qui code la pantoate-béta-alanine ligase C
(Guinebretiére et al., 2008).
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1.3.1. Phénétique

Selon Drobniewski, (1993) le genre Bacillus est réparti en trois grands groupes selon
la morphologie de la spore et du sporange.

Tableau 01 : Classification phénétique du genre Bacillus Drobniewski, (1993).

Groupes Caractéristiques
Sous-groupe A Sous-groupe B
- Bactéries a grandes cellules - Bactéries a petites
- Largeur des cellules cellules (diamétre
supérieure ou égale a 1 pm inférieur a 1um).
- Production de spores - Dépourvues d’inclusions
ellipsoides ou cylindriques protoplasmiques de
- Spores centrales ou polybéta-
Groupe | terminales hydroxybutyrate
- Spore qui ne dilate pas les (B.subtilis, B.pumilus,
sporanges B.licheniformis, B.firmus
- Des inclusions ).
protoplasmiques de poly-
béta-hydroxybutyrate
(B.anthracis, B.cereus,
B.mycoides,
B.thuringiensis,
B.pseudomycoides.)

- Bacilles sont a coloration de Gram variable

- Des sporanges gonflés

- Spores ellipsoides centrales ou terminales (B.alvei, B.brevis,
B.circulans...)

Groupe I1

- Des especes hétérogenes a coloration de Gram variable
Groupe LI - Des sporanges gonflés
- Des spores sphériques terminales ou sub-terminales

1.3.2. Phylogénétique

Les souches de groupe, B. cereus sensu lato se répartissant chacune dans un ou
plusieurs groupes. Les sept groupes génétiques possedent des capacités d’adaptation
thermique différentes, des plus psychrotrophes aux plus thermotolérants, et différents Degrés

d’association avec des maladies transmises par les aliments.
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Le groupe VI est le plus psychrotrophe et n’a encore jamais été associ¢ a des toxi-
infections alimentaires. Les groupes Il, IV, V sont psychrotrophes & mésophiles et les groupes
I11 et VI sont mésophiles a thermotolérants. (Anses, 2016)

Tableau 2 : Groupes phylogénétiques de B. cereus sensu lato (Anses, 2016).

Groupes phylogénétiques Dénomination

I B.pseudomycoides

I B. thuringiensis ou B. cereus

i B. thuringiensis, B. cereus ou B. anthracis

v B. thuringiensis ou B. cereus

\Y B. thuringiensis ou B. cereus

VI B. weihenstephanensis, B. mycoides ou B. thuringiensis
Vil B. cytotoxicus

1.4. Sporulation

La spore qui prend naissance a I’intérieur méme de la cellule végétative est une
cellule nouvelle et différent du point de vue structure, composition chimique et enzymatique.
Le phénomene de sporulation est déclenché par I’épuisement des ressources nutritives dans un

contexte physico-chimique qui peut étre variable suivant les espéces (Leclerc et al, 1995).
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Figure 02 : Cycle de sporulation et germination de Bacillus subtilis (McKenney et al, 2013).
1.5. Structure de la spore de Bacillus cereus

Les spores des espéces de Bacillus sont dormantes et extrémement résistantes a de
nombreux stress environnementaux, notamment la chaleur, la dessiccation, les radiations et
une variété de produits chimiques toxiques. En conséquence, les spores peuvent survivre
pendant des périodes extrémement longues, certainement des centaines d'années et peut-étre

beaucoup plus longtemps (Stelow et al, 2006).

En générale, les spores de Bacillus ont une forme ovale a sphérique, varie cylindrique
elles sont terminales ou non, mesurant en moyenne 1 um a 2 um (Dromigy, 2008).

La spore se compose de l'extérieur vers l'intérieur d'un: exosporium, des tuniques
internes, externes, d'une membrane externe, d'un cortex, d'une membrane interne et d'un cceur
(Abbas;2014).

Exosparium

Coais
Cortex

Inner membrane

o
sy
J&:
~—yr
v

Core —

Figure 03: Schematic representation of the internal structure of a bacterial spore

(Reproduced from Foster and Johnstone, 1990).
a. Ceeur

Le cceur contient le cytoplasme de la spore avec les composants cellulaires réguliers,
tels que les protéines cytoplasmiques, les ribosomes et I'ADN. (Setlow ,2006). Accompagnée
par 1’acide dipicolinique (DPA) qui est essentiel a la résistance de la spore. (Te Giffel ,1997).
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b. Membrane interne

Le noyau de la spore est entouré par la membrane interne. La membrane interne
devient la membrane cytoplasmique de la cellule végétative naissante lors de la germination.
(Cowan et al., 2004).

c. Cortex

Le cortex est composé de peptidoglycane (Popham 2002). Il est essentiel pour la
formation d'une spore dormante et pour la réduction de la teneur en eau du noyau de la spore,
(Setlow ,2003).

d. Membrane externe

La fonction précise de la membrane externe qui se trouve sous les couches de
spores n'est pas claire, bien que cette membrane soit une structure essentielle dans la

formation des spores (Piggot et Hilbert 2004).
e. Manteaux

Le manteau des spores est composée de plusieurs couches (Driks 1999, 2002b;
Lai et al. 2003). De plus, le manteau est impliqué dans la résistance aux rayonnements UV

environnementaux (Riesenman et Nicholson, 2000).
f. Exosporium

La couche de spores est entourée d'une structure lache semblable a une
membrane appelée exosporium. est important pour I'hydrophobicité et I'adhérence des spores
propriétés (Faille et al., 2002 ; Koshikawa et al., 1989).

1.6.Germination

La germination comprend 2 phases:

v La germination proprement dite, pendant laquelle la spore se réhydrate (elle
perd alors sa thermo-résistance) et remet en fonction la machinerie des synthéses des
acides nucléiques et protéines ;

v L'émergence de la cellule hors de I’enveloppe de la spore, et la croissance de la

cellule jusqu'au stade de la premiere division (Couvert, 2000).
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I1. La thermorésistante des spores Bacillus cereus

La thermorésistante de la spore est une de ses principales propriétés, elle varie
selon les espéces et peut dans certain cas, permettre la survie aprés 10 min & 120°C, une forte
thermoresistante de la spore et souvent corrélée a la thermophilie de la forme végétative. Les
spores sont également plus résistantes aux radiations, au pH, aux rayonnements et d’autres

facteurs environnementaux. (Sagripanti et al, 2006 ; Henriques et moran, 2007).

La thermorésistance des spores est élevée dans les produits a faible activité d’eau
(Aw) et aussi au procedé de stérilisation & la chaleur seche qu’a la chaleur humide
(Jenson et Moir., 2003).

La résistance aux fortes températures serait due a trois facteurs principaux, la
déshydratation du protoplaste, la minéralisation et I’adaptation thermique (Cazemier et al,
2001).En effet, le fait d’élever la température de sporulation accentuait la déshydratation du
protoplaste, ce qui avait pour conséquence une trés nette augmentation de la thermorésistante
(Beaman et Gerhardt, 1986).

L'acquisition de la thermorésistance est realisée via I'accumulation de plusieurs
composés en quantités trés importantes dans le cortex, les principaux étant l'acide
dipicolinique (DPA) et des cations divalents, essentiellement du calcium Ca2+. En
1960,Hashimoto et al. Remarquent déja que la résistance est fortement liée a la quantité
d'acide dipicolinique présent, il en va de méme pour la réfringence. La teneur en acide
dipicolinique est telle, jusqu'a 15 % de la masse de la spore, qu'elle dépasse le seuil de
solubilite, le composé se trouve alors sous forme cristalline (Leuschner et Lillford, 2001),
ainsi que les protéines SASP protégent les spores en protégeant I’ADN (Setlow and Setlow,
1994)

I1.1. Facteurs influencant la thermorésistance

Divers facteurs peuvent fortement influencer la thermo-résistance des spores. Pendant
de nombreuses décennies, seule la température était prise en compte dans le calcul des
baremes de pasteurisation et de stérilisation.

La tendance actuelle est I'intégration de nouveaux facteurs environnementaux jouant

également un réle prépondérant tels que le pH et I'activité de I'eau. (Merzougui et al.,2013).
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I1.1.1. Influence de température

L’effet de la température sur la résistance des spores de plusieurs souches de Bacillus
a la chaleur a fait I’objet de nombreux travaux (Baweja et al., 2008; Carlin, 2011; Nguyen
Thi Minh et al., 2011; Planchon et al., 2011). Ces travaux ont montré que les spores
produites a hautes températures étaient plus résistantes aux traitements par la chaleur que
celles produites a basses températures. Chez B.subtilis, les études montrent que
I’augmentation de la température de sporulation dans une gamme comprenant trois
températures différentes (30 °C, 37 °C et 44 °C) augmente la résistance des spores a la
chaleur (Igura et al., 2003).

Dans une étude menée par Melly et al., 2002, il a été montré que chez B. subtilis,
I’augmentation de la température conduisait a une diminution de la teneur en eau du cceur de
la spore. La teneur du DPA dans les spores de B. cereus et de B. anthracis augmente avec la

hausse de la température (Baweja et al., 2008; Planchon et al., 2011).

I1.1.2. Influence de pH

Le pH est connu pour avoir une forte influence sur la résistance thermique des micro-
organismes. Un pH acide (pH = 4) du milieu lors du traitement peut provoquer une resistance
thermique plus faible de spores, comparé a un pH neutre. Les spores de B. cereus ATCC 4342
ont montré une résistance plus faible lorsque le pH de sporulation était de 5.5, par rapport a un
pH égal & 7 (Merzouguiet al., 2013).

I1.1.3. Influence de I’activité d’eau Aw

L'activité de l'eau (aw) est tout comme le pH, un élément essentiel dans la
détermination de la thermo-résistance des microorganismes. A I’inverse d’un pH bas,qui
favorise la destruction thermique, une faible aw lors du traitement provoquera une
augmentation de la résistance a la chaleur. En revanche, une faible activité de I'eau (<0,98) du
milieu de récupération a montré une inhibition de la germination et de la croissance de spores
de B. cereus (Martinez et al., 2007).

I1.2. Parameétres de la thermorésistance
I1.2.1.Parametre Dt

La destruction thermique des spores en fonction de la durée de traitement a une
température donnée peut étre modélisée. Le modéle déterministe qui définit la durée de

réduction décimale, symbolisée D, est 1’un des plus courants. Cette durée correspond au
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temps nécessaire (en minutes) pour réduire la population d’un facteur 10, a une température
donnée (Katzin et al., 1943). La cinétique de destruction des microorganismes est, dans la

grande majorité des cas, décrite par 1’équation suivante :

Equation01 : Log N = LogNO — 2

Avec

e tletemps de traitement

e NO la population initiale

e N la population survivante au temps t

e D ladurée de réduction décimale (Gaillard, 2003)
I1.2.2. Paramétre Zt

Un autre parameétre, appelé paramétre de thermorésistante ou facteur d’activation

thermique et noté Z, correspond & la variation de la température de traitement qui conduit a la

modification d’un facteur 10 la durée de réduction décimale D (Bigelow, 1921).

Un grand nombre de modeles non linéaires est disponible pour ajuster les courbes de
destruction présentant différentes allures : un épaulement initial, un effet de traine, une allure
sigmoide (avec épaulement et traine), une convexité ou concavité, une allure biphasique par
exemple (Mafart et al., 2010).

Ces modeles peuvent décrire chacune des allures précédemment citées via I’utilisation
d’équations permettant une modélisation généralement satisfaisante de cinétique

d’inactivation d’allures différentes (Geeraerd et al., 2000;Geeraerdet al., 2005).

Equation 02 : Logé = Logé’ — —

Zt

Z correspond a 1’¢lévation de la température qui permet de diviser la valeur de D par 10

e T :Température étudiée.
e T' Température de référence notée 121.1°C.
e D':laduree de traitement thermique a la température de référence 121.1°C

permettant une réduction décimale de la population microbienne.
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II1. Bacellus cereus dans les produits alimentaires

Les spores B. cereus sont présentes a des niveaux variables dans toutes les catégories
d’aliments, des produits secs ou déshydratés, tels que les épices, les herbes aromatiques,
certains légumes, les céréales et les farines Ces matiéres premieres entrant dans la
composition d’un produit fini, sont des sources potentielles de contamination (Anses.,2016).

III.1. Incidence de Bacillus cereus sur differents aliments

Les altération d’aliment causées par Bacillus sont principalement des défauts
organoleptiques telles que des flaveurs désagréables : notes rances, fruitées, levurées, ameres
(Meer et al.,1991).ces altération sont dues a la production d’acide et/ou d’enzyme (telles que
des lipases et protéases) et d’autres composées indésirables (Burgess et al., 2010).

Les spores de B. cereus ont une grande capacité d’adhésion aux surfaces des
équipements, et étre ainsi a I’origine de la formation de biofilms (Andersson et al. 1995). Ces
biofilms, difficiles a éliminer par les traitements de nettoyage, peuvent a leur tour produire
des spores.

Les risques pour le consommateur sont le plus souvent liés a une multiplication de
B.cereus lors de I’exposition des aliments a des températures inappropriées.

II1.2. Bacellus cereus dans les épices

Les épices et les herbes sont dérivés de différentes parties anatomiques des plantes,
telles que les feuilles, les racines et les tiges. Bien que leur valeur nutritionnelle ait diminue,
ils possédent une bonne valeur sensorielle et ont un effet profond sur le tube digestif.
(Garbowska, Pluta et Rozanska, 2015; Yan, Meng et Kim, 2012).

Les epices et les herbes sont souvent cultivees dans des zones chaudes et humides,
stockées dans des conditions seches, parce que leur exposition a I’air et a I’humidité affecte
leur qualité et peut étre exposée a des dommages microbiens (Kim, Sagong, Choi, Ryu &
Kang,2012).

les épices contient divers micro-organismes, Y compris les bactéries sporulées qui
peuvent vivre dans les endroits sec .Parmi les micro-organismes les plus résistants au
dessechement est les spores de B. cereus, qui produit une gamme de toxines ce qui augmente
les risques pour la santé (Ainiza, Jinap, & Sanny, 2015; Schaarschmidt et al., 2016;
Witkowska, Hickey, Alonso-Gomez, & Wilkinson, 2011).
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II1.3.Pouvoir toxique de Bacellus cereus

B. Cereus peut produire de nombreuses toxines (tableau2). En dehors des
entérotoxines, d’autres toxines jouent un réle dans le développement d’infections locales ou
systémiques :

Tableau 03 : Les toxines de B. cereus. qui jouent un réle dans le développement
d’infections locales ou systémiques (R. Teyssou.,et al 1998).

Dénomination Activités toxiques majeures

Toxine cytolytique thiol-dépendante.
Activiteé cytotoxique et cardiotoxique létale
chez la souris. Inactivée par le cholestérol

Hémolysine
(céréolysine)

Hémolysine thermolabile. Réle in vivo non défini.

Hémolysine 11 ST ,
y Non inactivee par le cholestérol

Phospholipase cytolytique. Relargage des enzymes
Phospholipase C lysosomiales des polynucléaires neutrophiles.
Réle dans la pathogénie des lésions oculaires.

Trois composants : B, L1 et L 2.
Entérotoxine Activité hemolytique, cytotoxique et dermonécrotique.
Augmentation de la perméabilité vasculaire.

Toxine thermostable. Inhibition du cycle
d’oxydation mitochondrial des acides gras in vivo

et in vitro. Effet émétisant aboli par la vagotomie

et par les antagonistes des récepteurs de la sérotonine

Toxine émétisante

De plus, il provoque deux types de de maladies gastro-intestinales, a savoir les
syndromes diarrhéiques et émétiques, qui résultent de la production de diverses toxines
(Blakey et Priest, 1980; Ehling-Schulz et coll., 2004).

I1.4. Formes d’intoxication alimentaire

Bacillus cereus est un pathogene opportuniste émergent, fréqguemment associé a des
toxi-infections alimentaires. Les symptdmes provoquées par Bacillus cereus lors
décontaminations alimentaires sont généralement ceux d’une gastro-entérité (Granum,1994)

due a la production de toxines émétique (céreulide) et diarrhéiques (entérotoxine).
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II1.4.1. Forme émétique

L’intoxication émeétique se déclenche rapidement 1 a 5 heures apres ingestion des
aliments contaminés indiquant que la toxine est produites dans 1’aliment, la production de la
toxine responsable des symptomes émétiques, la céreulide, est restreinte a seulement quelques
souches de B.cereus mésophiles trés proches les unes des autres (Altayar et Suth
erland,2006 ; Ehling-Schulz et al., 2005).La dose de céreulide suffisante pour provoquer des
symptomes émétiques serait de I’ordre de 5 a 10 pg/kg de masse corporelle (Anses, 2016).

La céreulide est un petit polypeptide cyclique thermostable, liés par des liaisons
peptidiques ou esters (Agata et al., 1994). Grace a sa structure, la céréulide n’est pas affecté
par les températures élevées (121°C pendant 15 min), le pH acide jusqu’a pH 2, et les

protéases intestinales comme la trypsine et la pepsine (Shinagawa et al.,1996).

La céreulide induit 1’apoptose de plusieurs types cellulaires (Jadskeldinen et al.,
2003; Virtanen et al.,2008), en particulier les cellules hépatiques (Yokoyama et al., 1999) et

les cellules NK de la réponse immunitaire (Paananen et al., 2002).

II1.4.2. Forme diarrhéique

Dans le cas d’une intoxication diarrhéique, les symptomes surviennent plus
tardivement, 8 a 16 heures apres ingestion de 1’aliment contaminé, indiquant que les
entérotoxines sont produites dans D’intestin apreés 1’ingestion des bactéries ou des spores
(Altayar et Sutherland, 2006 ; Ehling-Schulz et al., 2005). La maladie diarrhéique est
caractérisée par des douleurs abdominales et la diarrhée (Sim, 1998; Beattie et
Williams,2000;Granum, 2007).

Le syndrome diarrhéique provoquée par B. cereus est médiée par une ou les trois
entérotoxines diarrhéiques: les toxines tripartites hémolysine BL (Hbl) et entérotoxine non
hémolytiques (Nhe), les deux formes de cytotoxine K (cytK-1 et cytK-2) (Fagerlund et al.,
2004).

Les toxi-infections diarrhéiques a B. cereus sont le plus souvent associées a une
consommation d’aliments contenant au moins 10° ufc/g. Toutes les souches de B. cereus n’ont

pas la méme capacité a provoquer des symptomes diarrhéiques (Anses, 2016).
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Tableau 4 : Caractéristiques des maladies a symptémes émetiques et a symptomes

diarrhéiques (Anses, 2016).

Durée moyenne

d'incubation

Principaux symptomes

Complications

Maladies a symptémes émétiques

30mina5sh

- Nausées

- Vomissements

- Malaises

- Diarrhées et douleurs

abdominales occasionnelles

Activité toxique sur plusieurs
types de cellules humaines
et peut provoquer une
dégenérescence, toutefois

réversible, du foie.

Maladies a symptémes diarrhéiques

6az24h

- Diarrhées aqueuses
- Douleurs abdominales

- Nausées occasionnelles

Les complications des
maladies a symptomes
diarrhéiques sont

exceptionnelles
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Chapitre 11 Matériel et méthodes

Ce travail a été réalisé au niveau de laboratoire de Microbiologie, Département de
Biologie, Université Ammar Al-Telidji, Laghouat

I1.1.Description de la région d’échantillonnage
La Wilaya de Ghardaia se situe au centre de la partie Nord du Sahara algérien. A
environ 600 Km au sud de la capitale du pays, Alger. Elle couvre une superficie de 86.560
km?. Ses coordonnées géographiques sont :(D.P.A.T., 2009).
- Altitude 480 m.
- Latitude 32° 30’ Nord.

- Longitude 3° 45’ Est.
I1.2. Prélevement des échantillons

20 échantillons d’épices et des herbes séchés ont été prélevés a partir de deux endroits

différents dans la commune de Metlili, wilaya de Ghardaia.

Les épices utilisées dans cette étude proviennent du marché international égyptien et
indien. Les échantillons ont été pesés dans des pots stériles (chaque pot contient 20 g) dans

les mémes conditions de vente au client puis transférés au laboratoire pour analyse.

Figure 04 : Echantillons d’épices pesées dans des pots stériles.
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Tableau 05 : Nombre d’échantillons d’épice prélevés.

Epices Nombre d’échantillons
Gingembre Jxai) 02
Cumin (98 02
Curcuma aS_s 02
Carvi 458 02
Poivron noir 02
Poivron rouge 02
Mélange < silad) () 01
Coriandre 3 S 01
Cannelle 4é_# 01
Fenouil osbsws 01
Fenugrec 4da 01
Srayar (herbes du désert 01
séchées)

Keri de poulet 01
Shaybah cheikh(Artemisia 01
absinthium)

I1.3. Recherche des spores Bacillus cereus dans les échantillons
I1.3.1. Isolement des spores Bacillus cereus

a. Préparation des échantillons

Les échantillons d'épices ont été ouvert dans une zone stérile (bec bunsen).a l'aide
d'une spatule stérile une quantité de 10 g d’épices a été pesé et mélange avec 90 ml d'eau
peptone tamponnée .Le mélange était ensuite porté au bain marie a 80°C pendant 10 min,
suivi de refroidissement dans I'eau glacée. Ce traitement permet d'éliminer la flore végétative

présente dans les échantillons.
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Des dilutions décimales successives étaient alors réalisées dans 1’eau peptone a partir

des mélanges traités thermiquement. Une série de dilutions allant & 10est effectuée.

La recherche des spores a €té réalisé par étalement de chaque dilution sur le milieu
Mossel complet (voir annexe 01) c'est un milieu sélectif utilisé pour la recherche et le
dénombrement de Bacillus cereus dans les produits alimentaires (ISO 7932). Les boites sont
incubées a 30°C pendant 24 a 48 h.

1ml 1mil
[—l 3 [ -
J — | 9ml ~|9ml
wp j wp
Suspenision
mere ]_D-l 1{;}-3
100pl 100pl
10 g Epice +90 ml —
W
P Ensemencement en
surface sur milieu
Mossel
Incubation 30°C

Pendant 24 /48 h

Figure 05 : Préparation des dilutions décimales et d’ensemencement sur milieu Mossel.

b. Dénombrement des cellules Bacillus cereus

Le dénombrement de Bacillus cereus a été effectué suivant la méthode préconisée par
la norme ISO 7932 (2005). Elle consiste & dénombrer les cellules de Bacillus cereus
présomptifs & 30°C. En se basant sur I’ensemencement des échantillons sur la gélose sélective

Mossel complete (additionné de jaune d’ceuf et de la polymyxine B).

Les colonies des Bacillus cereus sont caractérisées par une couleur rose dd a l'absence
d'utilisation de mannitol (mannitol -) entourée d'un halo blanc du a la dégradation de la

lécithine de jaune d'ceuf (Iécithinase positif + la résistance a la polymyxine B).
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Le résultat est rapporté en UFC/g a I’aide de I’équation de la norme AFNOR (1994):

_ %C
V (n1+0,1n2)d

Ou:

N: Nombre d’UFC/g

C: Somme des colonies comptées sur les boites retenues de deux dilutions successives.
V : Volume de I’inoculum appliqué a chaque boite en ml.

nl: Nombre des boites retenues a la premiére dilution.

n2: Nombre de boites retenues a la deuxiéme dilution.

d: Taux de dilution correspondant a la premiére dilution retenue.

I1.4. Ensemencement de la galerie APl 50 CHB

APl 50 CHB est un systéme standardisé constituée de 50 microtubes permettant
I’étude du métabolisme des hydrates de carbone des micro-organismes .La spore (souche 10-
PN) est mis en suspension dans le milieu CHB puis inoculé dans chaque tube de la galerie
jusqu’a la moitie le reste des tubes sont rempli avec 1’huile de paraffine. La galerie est incubée

4 30°C pendant 24.

L S
- - e~

Figure 06 : Ensemencement de la galerie API150 CH.
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I1.5.Préparation de stock de spores

Pour la constitution du stock de spores, le protocole utilisé a été inspiré de celui utilisé
par (Gaillard et al.,1998) . Tout d’abord, les cellules ont été pré-cultivées a 37 ° C pendant
24 h dans BHIB (Bouillon cceur-cervelle).

Un volume de 0,5 ml de la pré-culture a été étalé sur la surface de gélose nutritive
additionnée de 40 mg/L de MnSO4 et 100 mg/L de CaCl, en boites de Pétri. ces boites
ensemencées ont ensuite été incubées a 30°C pendant 4 jours jusqu'a ce que la production
maximale de spores soit obtenue (Baril et al., 2012).

Les spores ont ensuite été recueillies en grattant la surface de la gélose et mises en
suspension dans 20 ml d'eau distillée stérile. La suspension de spores a été lavée trois fois
avec de I'eau distillée stérile suivie d'une étape de centrifugation a 10 000 g pendant 15 min.
Le culot lavé a éte mis en suspension dans de I'eau/éthanol (1VV/1V) a 4 C° pendant 12 h afin
d'éliminer la forme végétative. Les spores ont éte récoltées par centrifugation a 10 000 g puis
lavées trois fois. Le culot final a été mis en suspension dans un volume minimal d'eau

distillée stérile pour obtenir 1010 spores par millilitre.

Le stock des spores de Bacillus cereus obtenu était conservé a 4°C dans de l'eau

distillée stérile pendant deux mois avant le traitement thermique (Ziane et al.,2014).
I1.6.Etude de la thermorésistance

Les souches que nous avons utilisées pour I'étude de la thermoreésistance, a été isolées et
stockées depuis 1’année (2021). Parmi ces souches nous avons choisi 10 souches décrites

dans le tableau suivant (tableau06)
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I1.6.1Traitement thermique et dénombrement

La thermorésistance des 10 souches a été réalisée dans des tubes a essais a 6
températures et 4 durées différentes (tableau07).

Tableau 07 : Baréme du traitement thermique.

Durée
85C° 90C° 95C° 100C° 105C° 110C°
Température
3min * *
5m|n * * * * * *
10m|n * * * * * *
15min * *
20min * * * *
30min * * * *

Un volume de stock sporales (100ul) est dilué dans un tube contient 5ml de BHIB
(matrice alimentaire) consideré comme solution mére.1 ml de cette solution est dilué dans 4
tubes contient 5 ml de BHIB, les tubes était porté au bain marie thermostaté a la température
étudié (85C°,90C°,95C°,100C"), apres le traitement ils sont récupéres a des intervalles de
temps (10 min, 15 min, 20 min, 30min). Le traitement & 100°C et 110°C a éte effectué de la
méme maniére mais dans un bain d’huile. Un tube t0 de chaque souche était dénombré sans

traitement thermique. Correspondant a NO la population initiale.

Apres avoir retiré les tubes et laissé refroidir, une série de dilutions décimales

successives & WP étaient réalisées jusqu'a 10™.

Le dénombrement des bactéries survivantes était effectué dans la gélose nutritive
(annexe 01). Un volume de 1 ml de dilution 10-* et 10 était ensemencé en masse dans milieu
GN puis incubée a 37°C pendant 24h.

I1.6.2 Dénombrement des cellules survivantes
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La charge en Bacillus cereus des échantillons était déterminée suivant la formule de la norme
AFNOR (1994)
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Chapitre Il Résultat et discussion

I. Résultats de la recherche des spores de Bacillus cereus dans les épices

Aprés I’incubation des souches a 30°C pendant 24h & 48h, les colonies de Bacillus
cereus apparues en couleur rose entouré d’un halo blanc (production de la lécithinase) et
de différentes tailles (figureQ7).

Figure 07 : Observation macroscopique des colonies Bacillus cereus sur la gélose
Mossel complete.

L’obtention des colonies roses indique I’absence de fermentation du mannitol et
I’apparition d’un halo opaque autour de chacune des colonies obtenues montre que les

Iécithines ont été hydrolysées par la lécithinase.

La recherche des spores de Bacillus cereus dans les 20 échantillons d'épices a
montré les résultats suivant :

29



Chapitre Il Résultat et discussion

Epices (ufc/g)

14000000

12000000

10000000

8000000

6000000 M Epices
(ufc/g)

4000000

2000000

0 1
curcuma carvi poivron  paprika fenugrec cumin
noir

Figure 08 : Diagramme représentant les niveaux de contamination des épices par les spores
de Bacillus cereus.
L'analyse de 20 échantillons d'épices a montré que les échantillons les plus
contaminés sont Carvi, Paprika, Mélange, Cannelle, Fenouil, Poivron noir, Curcuma,
Fenugrec tandis que le Cumin a été le moins contaminé, avec un résultat négatif pour les

échantillons du Gingembre, Coriandre, Srayar, Keri, Shaybah cheikh.

Aksu et al (2000) ont montré que les niveaux de contamination par Bacellus
cereus les plus élevés ont été obtenus a partir de Paprika, Poivron noir, Cumin. Les

échantillons de Coriandre et de Gingembre avaient les niveaux de contamination les plus bas.

D'aprés Arréteé interministériel du 2 Moharram 1438 correspondant au 4
octobre 2016 publie sur le JOURNAL OFFICIEL DE LA REPUBLIQUE ALGERIENNE N°
39 fixant les criteres microbiologiques des denrées alimentaires. Le seuil de contamination
d'épices et d'herbes séchés par les cellules de Bacillus cereus est limité par 10* UFC/g. nos
résultats ont montrés que le Curcuma, Carvi, Poivron noir, Paprika, Fenugrec, Cumin atteints
des valeurs de 2,53x10° ufc/g; 1,31x10° ufc/g; 2,81x10° ufc/g; 1,90x10° ufc/g; 1,15x10°

ufc/g ; 2,55%10* ufc/g respectivement, ces résultats dépassent le seuil de contamination.

Les travaux de Kneifel et al (1994) ont montré que les échantillons du

gingembre et du curry avaient un nombre de Bacillus cereus aussi élevé que 10° ufc/g.
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Ces valeurs par rapport aux autres études, semblaient étre dues a la
composition chimique des épices (Sucheela ; 2007), ainsi que les conditions de cultures, de
production et de transformation des épices (Kneifel et Berger ; 1993).

I1. Résultat de la galerie AP1 50 CHB

Pour une identification par une galerie API 50 une acidification produite par la souche
a identifier est recherché, ce qui se traduit par le virage de couleur dans le tube. Apres

incubation de la plaque a 30°C pendant 24h la souche 10-PN a montré les résultats suivants :

siT“TT‘Ei’iii“i
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Figure 09 : la galerie API 50

La comparaison de ces résultats par rapport a celles donnés par le fournisseur confirme

I’appartenance de cette souche au groupe B.cereus.

III. Etude de la thermorésistance des spores Bacillus cereus

Aprés incubation a 37°C pendant 24H, les cellules de Bacillus cereus apparaissent dans la GN

comme suit ;
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Figure 10 : colonies de B.cereus sur GN apres traitement thermique.

II1.1. Résultat de la cinétique de destruction thermique DT

La thermorésistance a été étudiée sur dix souches a différentes températures 85°C,
90°C, 95°C, 100°C, 105°C 110°C. Les meilleurs résultats ont été retenus pour étre traité par
le modéle de Mafart et al., (2002) Les figures 11, 12, 13, 14,15 montrent les cinétiques de
destructions des souches choisies apres traitement thermique selon le baréme précédemment

décrit :
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Figure 11 : Cinétique de destruction de la souchel-CUR, A(90°C), B(95°C),C(100°C).
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Figure 12 : Cinétique de destruction de la souche2-Gin, A(95°C), B(100°C), C(105°C).
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Figure 13 : Cinétique de destruction de la souche3-Mél, A(95°C), B(100°C), C(110°C).
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Figure 14 : Cinétique de destruction de la souche 4-Cum, A(95°C), B(100°C),C(105°C).
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Figure 15 : Cinétique de destruction de la souche 6-Fen, A(85°C), B(95°C), C(100°C).
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Les cinétiques de destruction thermique ont montré une homogénéité de forme Figures
(11, 12, 13, 14, 15).

Tableau 08 : Les parametres de thermorésistance des 5 souches retenues

Le tableau (08) montre que les valeurs de DT°C des souches 1-CUR, 2-Gin, 3-Mél, 4-
Cum et 6-Fen sont inversement proportionnelles a la température du traitement.

Une valeur de 74,89min pour la Dgsoc a été enregistrée pour la souche S6-Fen tandis
que des valeurs comprises entre 9,73-27,36min ont été obtenu pour la Dgsec.

L’augmentation du baréme de traitement révele des Diggec entre 5,59-11,17min et des
valeurs du D1gs-c comprises entre 6,001 et 11,04min.

La seule souche qui a résisté a un traitement sévere a montré une valeur Dijpc de
5,53min. Ces résultats montrent une relation étroite entre les valeurs de DT et ’origine des
souches. La souche 6-Fen semble étre la plus sensible a une température de 85°C par contre
ce traitement reste inefficaces sur les autres souches, tandis que la souche 3-Mél semble étre
la plus résistante a la température 110°C avec une valeur 5,53min.

Nos résultats du Digoec qui varient entre 5.59-11.17min sont beaucoup plus élevés que
celles des spores de Bacillus cereus isolées a partir du lait infantile enregistrés par Stoeckel,
et al. (2013) avec des valeurs Digoec qui varient entre 1.8 et 3.5min.

La valeur Di0oc Obtenue par Pereira et al.,(2019) a partir de spores isolées de feves
de cacao était plus élevée (92,9 min) par rapport a la valeur D11pec qu’on a trouvé (5.53).

Ziane et al.,(2014) et a partir des souches isolées a partir du couscous emballé a
enregistré des valeurs de D95°C ( entre 0.68 et 18.85min ) qui sont inferieur par rapport a nos
valeurs D95°C entre 9.73 et 27.36.

Les valeurs Dt que nous avons obtenues sont beaucoup élevées ce qui nous laisse
penser qu’il s’agit bien des souches particulierement thermoreésistantes. Cette résistance
exceptionnellement élevee peut étre di a trés faible I’Aw des produits d’origine de ces

souches.
II1.2.Sensibilité au traitement thermique ZT

Les figures 18, 19, 20, 21, 22 montrent les cinétiques de sensibilité a différents

traitement thermique Zt :

Les valeurs Zt°C de la sensibilité au traitement thermique étaient comprises entre
15.38°C a 32.15°C. La valeur la plus élevée était enregistré chez la souche 3-Mél et la plus
faible valeur était observée chez la souche 6-Fen, tandis qu’une valeur de Zt 16.74°C pour la
souche 1-CUR, 25.36°C pour la souche 2-Gin et 27.39°C pour la souche 4-Cum.
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Les valeurs de Zt obtenues lors de ce travail sont plus élevées que celles obtenues par
Benamara et al. (2016) dont les valeurs sont comprises entre 7.75-21.34°C tandis que
Benahmed et al. (2020) ont trouvé des valeurs Zt comprises entre 6.5 & 18.6°C.

Ziane et al., (2014) ont montré aussi des valeurs de Zt de I’ordre de 7.52 a 10.38°C
sur des souches isolées a partir de la semoule de couscous commercialisée de la région de
Laghouat moins résistants.

On comparant nos résultats par rapport a celles obtenus lors des études antérieurs, il
semble claire que l’origine de la souche de B.cereus est un facteur influencant leur

thermorésistance.
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Conclusion

La plupart des aliments cuits sont souvent contaminé par divers types de bactéries
sporulées thermorésistantes. Le groupe Bacillus cereus sensu lato est souvent rencontré dans
les produits qui subissent un traitement thermique et/ou déshydraté (faible Aw), elles

peuvent étre a I’origine des intoxications alimentaires .

Les objectifs de cette étude étaient de rechercher et denombrer les spores de ce groupe
de bactéries dans les épices commercialises dans la région de Ghardaia et d’étudier la

thermorésistance de certains souches.

Les résultats ont montré que parmi les 20 échantillons analysées, 12 ont été contaminé
par les spores de B.cereus avec un taux maximal 1,31x10° ufc/gdans le Carvi et un taux

minimal 2,55x10* ufc/g dans le Cumin.

L’étude de la thermorésistance des spores B.cereus a montré des valeurs D95°C
comprise entre 9.73 a 27.36min, les valeurs D100°C de 5.59 a 11.17min et D105°C sont
6,001 et 11,04min.

Les souches ont montré une sensibilité thermique Zt qui peuvent allez de 15.38°C a
32.15°C. La souche 3-Mél était la plus résistante, la souche 6-Fen était la plus sensible.

Les résultats obtenus lors de cette étude peuvent construire un outil lors d’une étude
plus large sur I’estimation des risques liés a la consommation des B. cereus dans les plats

cuisiniers.

Ces résultats ont cependant été insuffisants pour étudier la thermorésistance des spores
Bacillus cereus, pour cela il serait préférable que d’autres testsbiochimiques soient réalisés, et
une identification moléculaires des souches soit effectuée. Puis il serait recommandé
d’approfondir 1’étude de la thermorésistance a des températures plus élevées, et d’étudier
I’effet de pH et Aw sur la thermorésistance. Les limites de la présente étude constituent des

axes de recherche pour des futurs travaux .
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Annexe 1:Milieu de culture et diluants

1. Milieu Mossel

Mossel de base

Mossel complet

Extrait de viande............cc.cecveeee 19/l Milieu Mossel de base .................... 90ml
Peptone.......cccvvveeveeie e 10g/1 Solution de polymixine B ................ iml
Sodium chloride ............ccceee. 10g/I Emulsion de jaune d'ceuf ................ 10ml
D-mannitol ..........cccccevieinennne 10 g/l

Rouge de phenole ............. 0.025¢g/I
Agar-agar .........ccoeeeeennenn, 13.5 g/l

Eau distille.............. 1000ml PH du milieu :7,2+0,2 .

Emulsion de jaune d’eouf

< Utilisation des ceufs de poule fraiches avec leur coquille intacte

< Lavage des ceufs avec un détergent liquide, ringage avec 1’eau de robinet puis

immerger dans I'alcool pendant 30 seconds.

<> Flamber I'ceuf entre deux becs bunsen .

< En utilisant des procédures aseptiques, Casser I’ceuf et séparer le jaune du blanc
en transférant a plusieurs reprises le jaune d’une moiti¢ de la coquille d’ceuf a
I’autre.

< Récupérer le jaune d'ceuf dans un bécher et ajouter I’eau distillée stérile jusqu’a
obtenir une émulsion .

<> Ajouter 1ml de Solution polymixine B.

2. BHIB 3. Gélose nutritive

Extrait cceur-cervelle.................... 17,59 Extrait de viande......15¢g

Peptone pancréatique de gélatine......... 109 Extrait de levure........ 29

Chlorure de sodium..........ccccccocerennee. 509 Peptone...........c.c...... 109

Phosphate disodique ...........cccccevvene. 250 Chlorure de sodium......5g

GIUCOSE.....oeiiiieeee e, 2049 Agar.....coooviieiiinne 1.59

4. GN enrichie

GN.ovvvvveveveee 11 pH :6,8-7,4

Mnso4............... 40mg/I

Cacl2................ 100mg/I

ED......... 1000ml
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Annexes 02: Tableaux et figures

planche 1: de la galrie AP1 50 CHB/E:

3.Tableau de niveau de contamination des échantillons d’épices:

Nombre

. Nombre i . Les valeurs en

Epices h . d’échantillon

d’échantillon - ufc/g
contaminé

Cumin 2 1 2,55x10* ufc/g
Curcuma 2 2 2,53x10° ufc/g
Carvi 2 2 1,313x10° ufc/g
Poivron noir 2 1 2,81x10° ufc/g
Paprika 2 2 1,90x10° ufc/g :
Fenugrec 1 1 1,15x10° ufc/g
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Annexes 03 :

Arrété interministériel du 2 Moharram 1438 correspondant au 4 octobre 2016 publie
sur le JOURNAL OFFICIEL DE LA REPUBLIQUE ALGERIENNE N° 39 fixant les
criteres microbiologiques des denrées alimentaires

26 JOURNAL OFFICIEL DE LA REFUBLIOUE ALGERIENNE N° 39 Gl
12 Légumes, frofts, végétamy of produoits b base de viégdtanx
Flan Liseites snierobenlapignes
Catdzoeies dis deastes ali MELFO-OT FAnIL &L didchamilonnage
H 5 alimentadngs g s - - _ —
Fasdis ot lépnmes feede Excfieniohur cml 3 2 13+ 1R
CRemes adrckdes B30 T =] 2 5.10% 5.107
Floee lactgue ] rd 5.10° 5.10%
Froits of Mgnmes frdts & Ueseplal [0 | Eschoncka ool 5 2 13 102
Selmaone e 5 a Abcence dias IT 3
Liseria Ny Toneies 3 a LoD
Excferackhar ol 5 rd 103 103
Aszabrokies sulbftc-nbdnctens ] 2 102 10
Eficas, sadlanpe dépaces of Rarbes | LaVUSs Ot SodGEsUees 5 2 10 132
arcemarignes alchdes
Smaphylocogoes & coagulase + 3 2 105 109
Eurciiles soies 10 =] 2 10% 1
Salmanslie 3 a Absencs daas IT &
Cermis adnoesas &30 "C 5 2 104 108
Coldfcemes thesmaooolrmeais 3 2 i 103
Herbis phohibas (this, camomalles. .} | Molssomnst =] 2 102 104
Asairokis sufacrsbdncienrs 5 2 o 103
Selmannes e ] a Absencs 48 I &
CRemes adrckdes B30 T =] 2 =.10% 5.107
Excferackhar ol 5 rd 1403 132
Hifsds afoenanqnes fraidhes Asgirokias SO EEENC IO 5 2 103 109
Smphylocoqoes b coagnlace + 3 2 133 132
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