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Résumé
Bacillus spp. sont des bactéries ubiquitaires rencontrées dans plusieurs aliments notamment le
lait de vache qui considéré comme milieu idéal pour toute croissance microbienne. Elles
peuvent étre soit une flore d’altération ev/ou pathogene. Ce travail vise a rechercher et a
dénombrer ces bactéries dans le lait vendu a Laghouat, ensuite, a évaluer leur
thermoresistance. De ce fait, la prévalence de contamination de 11 échantillons du lait
analysés aprés traitement thermique a 80°C/10min ¢tait de 80% avec une contamination
moyenne de 3 log (ufc/mL). Au total 11 isolats ont €té obtenu dont 5 étaient testés vis-a-vis la
température. Ces isolats ont montré une thermorésistance (D values) variable qui dépend de
Iisolat. Les résultats de ce travail peuvent étre utilisés aprés I'identification moléculaire des
isolats comme donnée a 1I’élaboration d’un modéle d’évaluation d’exposition au B. cereus s’il
existe.
Mots-clés : Lait de vache. Bacillus, thermo-résistance, évaluation de 1’exposition.
Abstract
Bacillus spp. are ubiquitous bacteria found in several foods including cow's milk which is
considered an ideal medium for microbial growth. The Bacillus spp are a flora of alteration
and / or a pathogen. This work aims to find and count these bacteria in the milk sold in
Laghouat, and then to evaluate their heat resistance. As a result, the contamination prevalence
of 11 milk samples analyzed after heating (80 °C/10min) was 80% with an average
contamination of 3 log (cfu/mL). A total of 11 isolates were obtained which 5 were heated at
different temperatures. These isolates showed a variable heat resistance (D values) which
depends on the isolate. The results of this work can be used after the molecular identification
of the isolates as data to the setting a model of exposure evaluation of B. cereus if it exists.

Keys words : cow’s milk, Bacillus, heat resistance, exposure assessment
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Introduction

Le lait est un aliment occupe une place prépondérante dans la ration
alimentaire des algériens, il apporte la plus grande part des protéines d’origine
animale. Parmi les différents types du lait disponible sur le marché, le lait de vache est
le plus consommeé en Algérie avec une moyenne de production de 0,7 litre par
personne (Anonyme, 2013). Il est issu de traite des vaches dans des conditions

d’hygiene parfois ne sont connues et ni respectées par les éleveurs.

De ce fait, un éventail des microorganismes peuvent étre apporté au lait
surtout qu’il est considéré comme aliment favorable au développement de
microorganismes (Mourgues et al., 1983). De plus, certains microorganismes
peuvent se trouver déja dans le lait des vaches atteints de mammite. En effet,
plusieurs microorganismes sont énumérés dans le lait a savoir notamment
Staphylococcus aureus (Tourette, 2002), Listeria monocytogens (Jami et
al.,2010), E. coli (Margo et al., 2012) et des bactéries aérobies sporulantes comme
B. cereus (Magnusson, 2007) et d’autres bactéries aérobies sporulantes (Gopal
et al., 2015). Ces bactéries sporulantes et surtout B. cereus n’étant pas recherchée
dans le lait en Algérie. Cependant, B.cereus est consideré comme deuxieme ou
troisieme agent causant des Toxi-infections alimentaires y compris le lait (Cadel,
2011). Alors, 1I’Algérie n’est épargnée de ce pathogéne ubiquitaire surtout que le
lait et les produits laitiers sont le quatrieme groupe d’aliment incriminé dans les
intoxications avec 19% de cas d’intoxication dont [’agent est inconnu

(DGROA/DQC/SDNPA/2014).

B. cereus est une bactérie thermorésistante impliquée dans plusieurs cas
d’intoxication alimentaire individuel ou méme collective. Cette bactérie peut se
trouve dans le denrée alimentaire et atteindre des concentrations toxiques de 10°
bactéreis/mL altérer le lait (Chorin et al., 1997). De plus, son caractere de
thermorésistance lui permet de persister dans le lait chauffé au moment de la
consommation. Tenant compte, la contamination initiale du lait de vache cru en
spores aérobies mesophiles et leur thermorésistance, ces microorganismes peuvent
persistés et par la suite se développer dans le produit pour atteindre de
concentration toxique. Dans ce contexte, nous tenterons de rechercher, dénombrer
puis isoler I’ensemble de spores bactériennes aérobies mésophiles dans le lait vendu

dans la ville de Laghouat puis déterminer leur thermorésistance.

-



Introduction

Par ailleurs, la continuité de ce travail sera discutée dans la partie perspective.
Pour atteindre nos objectifs, nous avons partagé notre travail en deux parties :

- La premiére partie : se résume en une recherche bibliographique portant les
généralités sur le lait, La flore microbienne du lait cru de vache et des généralités sur
le genre Bacillus ;

- La deuxiéme partie expérimentale: décrite le matériel et les méthodes utilisées
et les résultats obtenus.
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l. 1. Généralité sur le lait

Le lait est un aliment complet capable de fournir a I'organisme tous les
éléments essentiels et nécessaires a sa croissance et a son développement telle que

calcium, protéines, lipides, sels minéraux et vitamines (Kaan-Tekinsen et al., 2007).
I. 1. 1. Définition du lait

Selon le congrés international de la Répression des fraudes de Paris en 1909, «
le lait est le produit intégral de la traite totale et ininterrompue d’une femelle laitiére
bien portante, bien nourrie et non surméne. Il doit étre recueilli proprement et ne pas
contenir de colostrum » (Perrin, 1997). Il est défini également comme étant une
sécrétion mammaire normale d’animaux de traite obtenue a partir d’une ou de
plusieurs traites sans y ajouter ou en soustraire, destinée a la consommation

comme lait liquide ou & un traitement ultérieur (FAO, 2000).

Le lait est le produit de sécretion des glandes mammaires des mammiféres,
comme la vache, la chévre et la brebis, destiné a I’alimentation du jaune
animale naissant (Martin, 1996). Du point de vue physicochimique, le lait est un
produit tres complexe (Yobouet, 2016). Une connaissance approfondie de sa
composition, de sa structure et de ses propriétés physico-chimiques est indispensable
a la compréhension des transformations du lait et leurs produits obtenus lors des

différents traitements industriels (Amiot et al., 2002).
1. 2. Types du lait

En Algérie, le lait occupe une place prépondérante dans la ration alimentaire,
notamment le lait de wvache qui fournit plus de substances alimentaires
essentielles que tout autre aliment naturel (Yakhlef et al., 2010). Selon Alais

(1984), on peut classer les laits liquides en trois groupes :
- le premier groupe : le lait cru, qui fera I'objet de notre étude;

- le second groupe : les laits traités par la chaleur, ce sont les laits pasteurisés et

stérilisés ;

- le troisieme groupe : les laits transformés, ce sont les laits aromatisés, concentrés,

acidifiés.

-
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1. 3. Composition biochimique du lait

Le lait en général, est constitué essentiellement d’eau, de lipides, de protéines et de
glucides (Genevieve, 1996). La composition du lait varie d’une espéce animale a une

autre comme montre le tableau 1.

Tableau 1 : Composition du lait de différentes especes animales (Amiot et al., 2002 ;
Pellerin, 2001).

Animaux Eau (%) Matiére Proteins Glucides (%) | Minéraux
Grasse (%) (%) (%)
Vache 87.5 3.7 3.2 4.6 0.8
Chevre 87.0 3.8 2.9 4.4 0.9
Brebis 81.5 7.4 5.3 4.8 1.0
Chamelle 87.6 54 3.0 3.3 0.7
Jument 88.9 1.9 2.5 6.2 0.5

1. 4. Qualités du lait de vache
1. 4. 1. Qualité organoleptique

Le lait, a I'é¢tat normal est un liquide peu plus pesant que l'eau, d’une odeur
différente suivant les espéces, d’une saveur douce, légerement sucré et tres

agréable (Jacquemier, 2010).

Le lait de vache est un liquide opaque blanc mat, plus ou moins
jaunatre selon la teneur de la matiére grasse en B caroténes (FAO, 1995). 11 a une
odeur peu marquée, mais caractéristique, son godt est agréable et douceétre (FAO,
1995).

1. 4. 2. Qualité physico-chimique

Les principales caracteristiques physiques et physico-chimiques (cf.
tableau 2) considérées dans 1’industrie laitiéres sont la masse volumique (ou la

densité), le point d’ébullition et I’acidité etc. (Mekroud, 2011).

.
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Tableau 2 : composition physico-chimique moyenne du lait (Anonyme., 2009)

Paramétres Valeurs moyennes
Densité & 20°C 1.028 4 1.034

Chaleur spécifique 0.93

Point d’ébullition +100.55°C

PH 6.626.8

Acidité (exprimée en degrés Dornic*) 16 418°D
Conductivité électrique 4.0 a5.5ms/cm a 25°C
Valeur énergétique 275kj/ml

*: 1°Dornic correspond a 0.1g d’acide lactique par litre de lait
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11. 1. Microbiologique du lait cru de vache

Le Ilait cru, provenant d’une traite effectuée dans des conditions de
propreté et d’hygiéne normales, renferme cependant de nombreux germes dont le
développement rapide est assuré par sa tempeérature a la sortie de la mamelle
(35°C) (Lenoir., 1992). S’il n’est pas I’objet d’un refroidissement immédiat en
dessous de 4°C, sa population microbienne, au moment de la livraison, peut
atteindre plusieurs millions de germe par millilitre (Veisseyre et Lenoir., 1992). Par
conséquent, posent des problemes pour la santé publique.

Les microorganismes principalement, présents dans le lait sont les bactéries. Mais, on
trouver également des levures et des moisissures, voire des virus (Anonyme.,
2009). De trés nombreuses especes bactériennes sont susceptibles de se développer
dans le lait qui constitue, pour elles, un excellent substrat nutritif (Anonyme.,
2009). Au cours de leur multiplication dans le lait, elles libérent des gaz, des
substances aromatiques, de 1’acide lactique, diverses substances protéiques, voire

des toxines pouvant étre responsables de pathologie chez ’homme (Anonyme.,
2009).

L'importance et la nature des bactéries contaminants le lait, dépendent, de I'état
sanitaire de I'animal, de la nature des fourrages (Agabriel et al., 1995), mais
aussi des conditions hygiéniques observées lors de la traite, de la collecte, de

la manutention et de la température de conservation du lait (Agabriel et al., 1995).
Il. 1. 1. Flores indigenes ou originelle

La flore indigéne représente 1’ensemble des microorganismes retrouvés dans le
lait & la sortie du pis (Vignola., 2002). Les germes indigenes sont principalement des
microorganismes mésophiles (Vignola.,2002) a savoir Micrococcus, Lactobacillus,
Streptococcus et Lactococcus (Larpent., 1997). Ces derniers constituent également
la flore technologique du lait. A c6té de cette flore technologique, nous avons les
flores pathogénes et d’altération qui altérent la qualité hygiénique et technologique du

lait (Tchamba., 2007).

I1. 1. 2. Flores de contamination

Cette flore correspond a I’ensemble des microorganismes contaminant le lait,

de larécolte jusqu’a la consommation (Vignola., 2002). Elle peut se composer

-
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d’une flore d’altération, qui causera des défauts sensoriels ou qui réduira la durée
de conservation des produits et d’une flore pathogene dangereuse du point de vue
sanitaire (Vignola., 2002). Les sources de contamination du lait sont nombreuses
et variees. Le tableau 3 représente les différentes sources de contamination du

lait notamment I’eau, le sol, le personnel et I’équipement laitier...etc.

Tableau 3 : Différentes sources de contamination du lait (Beneddine et Djebrit.,
2015).

Sources Genres

Féces et Téguments de 1’animal coliformes, Bacillus, Clostridium,
Salmonella

Sol Streptomyces, bactéries sporulées, spores

de champignons

litieres et aliments Flore banal, lactobacilles, Clostridia

butyriques (ensilage)

Air et Eau flores diverses

équipement de traite et de stockage | Flore lactique, microcoques, lactobacilles,
du lait Chromobacterium, Pseudomonas,
Alcaligenes, Flavobacterium,

Acinitobacter, levures

Manipulateurs Staphylocoques des mains, germes
d’expectoration et de contamination

fécale

Vecteurs divers insectes en particulier

I1.1. 2.1. Flores d’altération

Elle est responsable de diverses dégradations du produit au niveau du
gout, de I’arome, de [D’apparence ou de la texture. Par exemple, texture
visqueuse a la surface du fromage, présence de longs filaments dans le lait,
caillage du lait, production de mauvaises odeurs (soufrée, ammoniacale, fruitée
et atypique) dues a certaines activités metaboliques telles que la protéolyse ou

la lipolyse et gazéification du lait provoquant des trous involontaires ou des

-
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gonflements durant 1’affinage du formage. Les principaux micro-organismes
d’altération sont : Pseudomonas sp ; Proteus sp ; Coliformes ; principalement E. coli,
Enterobacter, les sporulés, tels que Bacillus spp ; Clostridium et certaines levures
et moisissures (Vignola., 2002).

11.1. 2.2. Flores pathogénes

Elle fait partie de la flore contaminante du lait. Les bactéries
pathogénes pour I’homme peuvent étre présentes dans le lait cru, ou dans les
produits laitiers qui en dérivent (Vignola., 2002). Elles sont capables de provoquer
des malaises chez les personnes qui consomment ces produits (Vignola., 2002).
Les bactéries les plus importantes de cette flore pathogéne sont le plus souvent
mésophiles et les principaux microorganismes pathogenes associés aux produits
laitiers sont : Salmonella, Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum,
Clostridium perfringens, Bacillus cereus, Yersinia enterocolitica, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli, Campylobacter jejuni, Shigella sonei et
certaines moisissures (Conte., 2008).L’ensemble de microorganismes susceptibles de

rencontrer dans le lait sont illustrés dans le tableau 4.

Tableau 4 : Flore microbienne du lait cru (Brisabois et al., 2009).

Flores Exemples Effets
Micrococcus sp
Flore original Lactobacillus
Streptococcus
Bacillus Provoque la dégradation des
Flore Coliforme composants du lait
d’altération Levures et moisissures qui influencera le godt, I’arome,
Flore Pseudomonas I’apparence ou
contaminant la texture.
Bactéries infectieux Dérégle le systéme digestif
Flore Bactérie toxinogénes provoquant des intoxications
pathogene alimentaires

11.1. 2.3. Flore thermorésistante

Un certain nombre de bactéries sont capables de résister aux traitements
thermiques usuels utilisés dans le but d'assainir ou de conserver le lait, qui sont
dites thermorésistantes (FAO, 1995 ; Rahli, 2015). Leur développement ultérieur peut

altérer les produits et parfois, étre dangereux pour la santé. On distingue :
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- La flore thermoreésistante totale, définie comme la flore résiduelle aprés un
traitement a 63°C pendant 30 minutes ou un traitement équivalent tel que la

pasteurisation HTST (High Température Short Time 72 °C pendant 15 secondes).

- La flore moyennement thermorésistante, qui n'est pas détruite par chauffage a 75°C

pendant 12 secondes.

- La flore fortement thermorésistante, qui n'est pas détruite par chauffage a 80°C
pendant 10 minutes. Elle comprend notamment des spores bactériennes, dont
beaucoup nécessitent des températures supérieures a 100°C pour étre inactivées
(FAO., 1995).

I1. 3. Principales activités des microorganismes dans le lait

Les activités métaboliques des microorganismes présents dans le lait peuvent
avoir des effets positifs ou négatifs sur I’apparence, 1’odeur, la consistance ou la
texture et le golt des produits laitiers (Vignola., 2002). Parmi ces activités on

peut citer I’acidification, la protéolyse, la lipolyse, la production de gaz.
I1. 3. 1. Acidification

C’est une production d’acide lactique a partir du lactose par les ferments
lactiques lors de leur croissance (Abakar., 2012). Est produite par des germes
thermotolérants ou des sporulés ayant résisté comme les Clostridium et les Bacillus
(Bachtarzi., 2012). L’acidification est un bon indice pour évaluer la qualité

microbiologique et le respect de la chaine de froid du lait cru (Vignola., 2002).
1. 3. 2. Protéolyse

C’est la dégradation des protéines du lait avec formation de peptides, dont
certains donnent des mauvais golts aux produits laitiers (Conte., 2008). L’activité
protéolytique des bactéries lactiques en est le meilleur exemple, ces bactéries dotées
d’un systéme protéolytique complexe comprenant des protéases situées a la
surface cellulaire, et une large gamme de peptidases intracellulaires, qui
lorsqu’elles sont libérées dans le caillé fromager participent efficacement a

I’affinage du fromage (Bachtarzi., 2012).

-
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I1. 3. 3. Lipolyse

C’est une réaction enzymatique de dégradation de la matiére grasse qui se
traduit dans le lait par une augmentation de la teneur en acides gras libres. Au-dela de
certains seuils, cette augmentation peut provoquer l'apparition de défauts de golts

(rance, savon...) dans les produits laitiers (Heuchel et al., 2003).

Dans un lait cru réfrigéré, la flore dominante est représentée par les

psychrotrophes.70% ou plus de cette population possedent une activité
lipolytique.

Cependant, elle n’est perceptible au golt qu’a partir des teneurs de 10° & 10’
germes/ml, c'est-a-dire pour des laits crus considérés comme tres pollués
(Richard., 1983 ; Chilliard et Lamberet., 1984).

I1. 3. 4. Production de gaz

Certaines bactéries (hétérofermentaires, bactéries telluriques) au cours de
leur croissance produisent des gaz. Dans le cas de certains fromages on peut assister a
I‘apparition d‘un défaut d‘aspect, di a la production de gaz, associ¢ ou non a un

défaut de godt (Conte., 2008).

Enfin, certains microorganismes ne semblent pas présenter les inconvénients cités
plus haut. Leur présence en grand nombre dans le lait est toutefois I’indication
d’une mauvaise hygiéne générale au stade de la production du lait. Ces
microorganismes peuvent é&tre considérés comme « indicateurs » d’une hygiene

défectueuse.

]
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I11. 1. Genre de Bacillus spp

Les bactéries aérobies sporulées du genre Bacillus font partie de la flore
contaminant du lait cru. Elles sont responsables de la détérioration de la qualité du lait
et de ses produits (Aouadhi et al., 2015) Ce genre particulierement hétérogene.
L’hétérogénéité extréme du genre est reflétée par la grande variété de places
¢cologiques que les nombreuses espéces occupent et par I’extréme diversité de

leurs statuts taxonomiques (Yobouet., 2016).
I11. 2. Taxonomie de Bacillus

Selon Delarras, 2014 et Dromigny, 2008. Le genre de Bacillus établi en
1872 par Ferdinand Cohn, appartient a

Famille : Bacillaceae.

Ordre : Bacillales .

Classe : bacilli.

I11. 2. 1. Caractéristiques du genre de Bacillus

Les especes du genre Bacillus sont des bacilles rectilignes a extrémités
carrées ou arrondies, de taille variable (de 0,5 x 1,2 pm jusqu’a 2,5 x 10 pm),
sporulés, a Gram positif, généralement mobiles grace a une ciliature péritriche (B.
anthracis et B. mycoides sont immobiles et pour les espéces mobiles, la
mobilité est variable selon les souches), parfois capsulés (B. anthracis, B.
licheniformis, B. megaterium et B. subtilis peuvent élaborer une capsule formée d’un
polymere d’acide glutamique), aérobies ou aéro-anaérobies, le plus souvent catalase

positive, donnant une réponse variable au test de 1’oxydase (Holt et al., 1994).

La caractéristique la plus importante de ce genre et qui lui permet d’héberger
plusieurs niches écologiques et la capacité de former des endospores (Benabdallah.,
2014).

I11. 2. 2 Classification du genre Bacillus

En 1950, Smith propose une classification basée sur la forme de 1’endospore et

sur les modifications morphologiques qu’elle entraine sur le corps bactérien. Cette

=
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classification, toujours d’actualité, définit trois groupes (cf. Tableau 5) (Teyssou et
al., 1998) :

— groupe | : endospore ovale non déformante ;
— groupe Il : endospore ovale déformante ;
— groupe 111 : endospore ronde déformante.

Tableau 5: Classification des espéces appartenant au genre Bacillus (Teyssou et
al., 1998).

Groupe | : endospore ovale non déformante

B. anthracis B. pumilus B. similibadius
B. cereus B. subtilis B. firmus

B. megaterium B. longisporus B. lentus

B. thuringiensis B. thermodenitrificans B. nitritollens
B. coagulans B. badius B. licheniformis

Groupe 11 : endospore ovale déformante

B. polymyxa B. larvae B. racemilacticus
B. macerans B. caldovelox B. alcalophilus
B. circulans B. azotoformans B. caldolyticus
B. brevis B. caldotenax B. fastidiosus

B. laterosporus B. laevolacticus B. acidocaldarius
B. alvei B. stearothermophilus

Groupe 111 : endospore ronde déformante

B. sphaericus B. pasteurii B. pantothenticus

I1I. 2. 3. Principaux caractéres d’identification biochimique

Les caracteres principaux des bactéries du genre Bacillus, les milieux
d’isolement sélectif et 1’identification biochimique, utile en analyse de routine

sont présentés dans le tableau 6.
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Tableau 6: Principaux caracteres des bactéries du genre Bacillus (Delarras., 2014).

Caracteres Principaux — Milieux de culture - ldentification Biochimique

Morphologie

Bacilles a extrémités plus ou moins
rectangulaires de 3 a 9um x0.6 a 1pm

Présence de capsules polypeptidiques chez B.
anthracis et B. megaterium

Spores ou endospores libres ou dans leur

sporange

Coloration de Gram

Gram +

Mobilité

+ cellules a ciliation péritriche

B. anthracis immobile

Type respiratoire

Aérobies stricts ou anaérobies facultatifs suivant

especes
Oxydase * (- en général)
Catalase +

Condition de culture

Espéeces mesophiles: se développent & 30°C en
243 48 heures

Espéces psychrotrophes (certaines souches de B.
cereus): se développent a 20°C en18 a 48 heures.
Espéces thermophiles : se développent a 55°C en
123 1G heures

Caracteres spécifiques

Exigent 3a 12% NaCl suivant les especes

Produisent des acides a partir du glucose

Milieux de culture

Milieux d’usage courant, donnant sur milieu

gélosé des colonies de type R?

Milieux d’isolement spécifique

Gélose Mossel (MYP) bio- rad
Gélose Bacara® AES Chemunex

Identification biochimique

API® 50 CH avec API® 50 CHB/E medium et
API® 20E bio Mérieux® SA

I11. 3. Spores du Bacillus spp.

En général, les spores de genre Bacillus ont une forme ovale & sphérique ;

elles sont terminales ou non, mesurant en moyenne 1um par 1 a 2um (cf ; Tableau 7).
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Tableau 7 : Dimensions des spores de bactéries du genre Bacillus (Guech., 2015).

Longueur (um) | Diamétre (um) | Volume (um)
7souches de Bacillus anthracis | De 1,23a1,67 | De0,81a0,86 | De 0,420 a 0,642
B cereus 1,55 0,90 0,657
B thuringiensis 1,61 0,80 0,549
Autres Bacillus
B atrophaeus 1,22 0,65 0,273
B megaterium 1,73 0,88 0,696
B sphaericus 1,07 0,85 0,408
B stearothermophilus 1,74 0,98 0,894
B subtilis 1,07 0,48 0,160

Les volumes moyens de B. anthracis et B. thuringiensis, sont semblables a ceux de B.
cereus. Les autres especes proches présentent de plus grands volumes de
spores que B. anthracis, comme on peut s’en rendre compte a la lecture du tableau
(Guech., 2015). Les spores sont donc des éléments de trés petites dimensions,
ce qui leur donnera la capacité de contaminer les denrées alimentaires (dans ce cas
le lait cru) a partir d’anfractuosités présentes dans les entreprises du secteur

alimentaire (Guech., 2015).
I11. 3. 1. Structure des spores

La structure et la composition chimique des spores bactériennes different
considérablement de celles des cellules végeétatives. Ces différences sont a
I’origine des propriétés de résistances uniques des spores (Abbas., 2014). Les
spores sont constituées d'un noyau, autrement connu sous le nom de
protoplastes, qui contient des matiéres nucléaires, entouré par la membrane
corticale et le cortex, qui est a son tour enfermé dans le manteau des spores (Ponce et
al., 2008). En 1876, Robert Koch et Ferdinand Cohn publient la premiere
description morphologique des endospores de B. anthracis et B. subtilis
(Eichenberger., 2007). La Figure 1 présente ainsi une schématisation de cette structure
de résistance.

=
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Figure 1 : Schéma général de la structure de la spore bactérienne (1’échelle des différentes
structures n’est pas respectée) et photographie en Microscopie Electronique a Transmission

d’une spore de Bacillus subtilis (MET). Echelle : 100 nm (Loison., 2013).

Cette forme cellulaire est multicouche, chaque couche possédant des spécificités
notamment en termes de composition. La grande différence de structure des spores
entre les especes est le nombre des couches dans la spore, alors que le cortex et

le noyau sont tres similaires. Donc, la description des structures de cette spore sont :

-la paroi sporale : cette paroi contient du peptidoglycane normal qui

deviendra, apres la germination, la paroi de la cellule végétative (Gaillard., 2003).

-le cortex : il représente 10 a 20% de I'ensemble, c'est une couche épaisse
d'aspect monomorphe, tres transparente aux électrons; il est formeé d'un
peptidoglycane inhabituel avec beaucoup moins de liaisons internes et trés
sensible au lysozyme; il contient une forte proportion de dipicolinate de
calcium; son autolyse constitue une étape déterminante de la germination
(Gaillard., 2003).

-’exosporium : c’est la couche la plus externe. Elle est constituée principalement de
lipides, de polysaccharides et de protéines, elle n'est pas essentielle a la survie de la
spore (Matz et al., 1970).

-les tuniques: elles représentent 20 a 35% de I'ensemble; elles sont composées d'une
protéine type keratine riche en liaisons disulfures; imperméables, elles sont

responsables de la résistance aux agents chimiques (Gaillard., 2003).
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I11. 3. 2 Sporulation

Le processus de formation des spores thermorésistantes a été largement étudié
pour la bactérie modeéle B. subtilis. Ce processus est initié en réponse a un
nombre de signaux externes et internes tels que l'augmentation de la densité
cellulaire ainsi que l'appauvrissement du milieu en nutriments et dure
géneralement entre 8 et 10 h (de Hoon etal., 2010). Les étapes morphologiques
de la sporulation sont similaires chez toutes les especes des genres Bacillus et
Clostridium (Hilbert and Piggot., 2004). Elles ont été mis en évidence par
microscopie électronique et sont au nombre de 7 étapes (cf. Figure 2) (Errington.,
1993).
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Figure 2: Schéma simplifié des étapes du cycle de sporulation et de germination chez B.
subtilis (Loison., 2013).

Les étapes des sporulations s’agissent d’un processus complexe, divisé généralement
en 6 a7 étapes, controlé par 4 facteurs sigma distincts en plus de cH (Loison., 2013).
Les cellules végétatives se préparent a la sporulation. Elle correspond généralement a

la fin de la phase exponentielle de croissance (Errigton., 1993).

L’étape 1 : sporulation, le matériel nucléaire apparait sous forme de filament

disposé axialement (Errigton., 1993).
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Le développement d’un mésosome sporal se produit alors, qui deviendra plus tard
associé a la partie du filament axial qui sera enfermé par le septum de la spore
(Dromigny., 2009)

L’étape 2 : la formation du septum de la spore est la conséquence d’un

repliage de la membrane cytoplasmique (Errigton., 1993).

Le résultat immédiat de ce repliage de membrane est une structure de raccordement,

entourée par une membrane unitaire (Dromigny., 2009).

L’étape 3 : sporulation est caractérisée par le mouvement simultané des secteurs
vesiculaires vers le pole de la cellule et la progression du septum de la spore
dans la méme direction. (Errigton., 1993).

Les résultats de ce processus sont la formation d’une double membrane de «

préspore » (ou « forespore ») qui enferme complétement ’ADN de la spore

(Dromigny., 2009).

L’étape 4 : sporulation voit apparaitre le matériel cortical entre les composants
opposés de la membrane de la « préspore » (Errigton., 1993). L’exosporium (Cette
structure principalement protéique n’est présente que chez certaines espéces de
Bacillus comme B. cereus, B. anthracis ou Bacillus thurengiensis mais est absente
chez B. subtilis. Il s’agit de la couche la plus externe de la spore) apparait dans cette
étape. Tardivement, on assiste au développement du cortex, manifesté par une
couche dense aux électrons, et au développement d’une couche corticale moins

dense.

L’étape 5 : est caractérisée par le fait qu’aucun matériel nucléaire n’est visible dans le
noyau de la spore, mais des agrégats ribosomaux peuvent étre observés (Errigton,
1993). La membrane interne du septum initial de la spore est maintenant la membrane

limitatrice du noyau de la spore.

L’étape 6 : correspond a une spore définitive, toujours emballée dans le
sporange. (Dromigny., 2009) mais au cours de cette période, les propriétés
caractéristiques de résistance a la chaleur, de dormance et de germination
apparaissent successivement (Nicholson and Setlow., 1990). La cellule mére se lyse

ensuite pour libérer la spore mature, il s’agit du dernier stade, Cette spore libérée,

-



Bacteéries aérobies mésophiles Bacillus spp

métaboliquement inactive, est ainsi résistante a de nombreux stress environnementaux
extrémes (hautes températures, radiations, détergents, solvants chimiques,...) et

peut rester a I’état de dormance sur une trés longue période de temps

(Errington., 2003).
I11. 3. 4. Germination

La germination est un processus essentiellement biophysique aboutissant
a la perte des propriétés spécifiques des spores telles que leur structure unique,
leur extréme résistance et leur dormance. Elle se produit sans nécessité de
synthése de nouvelles macromolécules car I’appareil de germination est déja

présent dans la spore mature en dormance (Moir., 2006).
La germination peut étre divisée en deux grandes étapes (Abbas., 2014).

- la premiere est appelée le déclenchement, elle est détectée des les premiéres minutes
aprés 1’addition du germinant et consiste en la perte des résistances de la spore, la
libération du DPA, la perte des cations ainsi que 1’hydratation partielle du cceur de la

spore.

- la seconde étape correspond a 1’hydrolyse du cortex, a I’hydratation compléte du
cceur de la spore, a la chute de la densité optique et a la perte des propriétés de
dormance. L’étape qui suit la germination est la reprise de la croissance
cellulaire qui se traduit par la reprise du metabolisme cellulaire, la dégradation

des protéines de type SASP et la synthése de macromolécules (Abbas., 2014).
I11. 3. 5. Thermorésistance de Bacillus spp.

Les spores sont résistantes a la chaleur, une rupture mécanique et une large
variété de produits chimiques, ce qui rend tres difficile de les détruire dans les
produits laitiers lors du processus de fabrication. Dans le cas des Bacilles mésophiles
et thermophile facultative, des combinaisons de plusieurs propriétés auraient
contribué a l'ensemble résistance des spores de Bacillus, notamment de leur faible
teneur en eau, I'impermeabilité de la membrane interne, la couche de spores, le
peptidoglycane (Burgess et al., 2010). La specificité des spores comparées aux
cellules végétatives est leur remarquable résistance a la chaleur. Les spores de B.

subtilis par exemple, peuvent survivre a une chaleur humide de 100 °C, avec une
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valeur de D (temps de réduction décimale, le temps nécessaire pour abaisser la
population par un facteur 10) comprise entre 20 et 30 min selon les souches.
De plus, les spores sont approximativement 1000 fois plus résistantes a la
chaleur séche qu’a la chaleur humide (Abbas., 2014).

En 2001, Cazemie a conclus que la résistance aux fortes températures est
due a trois facteurs principaux, la déshydratation du protoplaste, la
minéralisation et [’adaptation thermique. Les trois facteurs ont ¢été identifiés
comme étant les principaux responsables des variations de résistance thermique.
Le premier est inhérent au micro-organisme puisque la résistance thermique
dépend de la température optimale de croissance. Généralement, les bactéries
thermophiles produisent des spores plus thermorésistantes et les bactéries
psychrophiles produisent des spores moins thermorésistantes. Le second facteur
est 1i¢ a I’hydratation de la spore, plus une spore est déshydratée, plus elle est
résistante aux traitements thermiques. Le troisieme facteur est lié au type de

minéralisation de la spore.
I11. 4. Pathogénicité du Bacillus spp

La plupart de ces bactéries sont peu pathogeénes pour I’homme, a deux
exceptions pres : B. anthracis, qui est responsable du charbon, et B. cereus qui
est I’espece la plus fréquemment isolée de produits pathologiques (Gaillard.,
2003). Le danger engendré par ce groupe de bactéries est leur capacité de
produire des enzymes ainsi que des toxines susceptibles d’altérer la qualité des
produits et d’engendrer des possibilités d’intoxications alimentaires (Guech-Lamari et
Gacemi., 2012).

I11. 4. 1. Bacillus anthracis

B anthracis est responsable du charbon (également appelée anthrax)
(Gaillard., 2003). Cette affection peut atteindre les étres humains lors d'une
exposition a des animaux infectés, leurs tissus ou leurs produits (Dromigny., 2009)

I11. 4. 2. Bacillus cereus

B cereus fait partie des pathogénes puis qu'elle produit deux toxines

pouvant étre a l'origine de Toxilnfections Alimentaires Collectives (Granum., 1994;

0
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Johnson., 1984). Qui sont a l’origine du syndrome émétique ou du syndrome

diarrhéique.

- Le syndrome émétique est caus€¢ par I’ingestion de la toxine émétique
(appelée céreulide) préformée dans I’aliment (Agata et al., 2002; Rajkovic etal.,
2008) Ce syndrome est caractérisé par une courte période d’incubation (1 & 5
heures apres ingestion des aliments) et se manifeste par des vomissements
(Ehling-Schulz et al., 2004).

- Le syndrome diarrhéique quant & lui, résulte des entérotoxines
produites par les cellules végétatives de B. cereus. Ces dernieres se trouvent au
niveau de la couche de mucus et /ou attachées a 1’épithélium dans I’intestin gréle
(Ceuppens et al.,2013). Le temps d’incubation est donc plus long que pour le
syndrome émétique et varie entre 12 h et 24 h. 1l se manifeste par des crampes
abdominales et une diarrhée.
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L’objectif de cette étude était d’évaluer la thermorésistance de spores de Bacillus
spp (spores aérobies mésophiles) isolées du lait de vache commercialisé dans la ville de
Laghouat.

La totalité des manipes a été réalisée au laboratoire pédagogique de microbiologie de

département de Biologie, Université de Laghouat.

IV. 1. Echantillonnage du lait de vache cru

Les échantillons du lait de vache cru étudiés ont été prélevés de différents points de vente
de la ville de Laghouat. Les points de vente ont été repérés suivant la méthode aréolaire
décrite par Grawitz (2011). Elle consiste a repérer les points de vente du lait (connue) sur
la carte de la ville de Laghouat. Les points de prélevements sont illustrés sur la carte de la
ville de Laghouat (cf. Figure 3).
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Figure 3 : Illustration de points de ventes et de prélevement du lait de la ville de Laghouat (image
google map, 04/05/17,11h00).
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IV. 2. Prélevement des échantillons du lait de vache cru

Au total 11 échantillons ont eté prélevés durant de 1€29/01/2017 a 02/02/2017; Le tableau
7 rassemble les informations relatives aux prélevements des échantillons. Les échantillons
ont été prélevés a différents temps (moment) dans la journée pendant une semaine parfois

chez les mémes points de vente.

Tableau 8: Différentes échantillons et leur site et leur date et heure de la prélever.

Echantillon Date de prélévement Heure deprélévement. | Le site de préléevement
Ech 01 28/01/2017 16 :37 EL-Wiam

Ech 02 28/01/2017 17 :40 El- Dhalea

Ech 03 28/01/2017 17 :45 Rahebet Ezzitoun
Ech 04 29/01/2017 13 :00 /

Ech 05 29/01/2017 17 :57 EL-Wiam

Ech 06 29/01/2017 17 :59 EL-Wiam

Ech 07 29/01/2017 18 :20 Rahebet Ezzitoun
Ech 08 29/01/2017 18 :25 EL-Wiam

Ech 09 30/01/2017 07 :58 El- Dhalea

Ech 10 30/01/2017 16 :02 EL-Maamoura
Ech 11 30/01/2017 16 :31 EL- Garbia

IV. 3. Transport des échantillons
Les échantillons ont été prélevés dans leur emballage et conditionnement de vente

puis transféré au laboratoire pour 1’analyse a la température 4°C.

IV. 4. Recherche, dénombrement de Bacillus spp aérobies mésophiles
Préparation des échantillons

Un volume de 10ml de chaque échantillon a été introduit dans des tubes stériles (cf.
Figure 4) puis apporté au bain marie & 80°C pendant 10 min afin de détruire les bactéries
de formes végeétatives omniprésentes. Aprés traitement thermique, une série des dilutions

décimales a été réalisée dans 1’eau physiologique stérile.
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Figure 4 : Echantillons du lait traité a 80°C pendant 10 min sans aucune altération organoleptique
(coagulation).

Dénombrement et isolement des Bacillus spp

La procédure suivie est inspirée de celle décrite par Ziane et al. (2016). Un volume de 1 ml
de chaque dilution a été étalé en surface de la gélose Mueller Hinton coulée dans des boites
de Pétri. Le Mueller Hinton Agar a été choisi pour sa teneur en amidon, ce qui améliore la
récupération des bactéries sporulées. Le nombre total de spores a été énuméré apres

incubation a 37°C pendant 24 h pour tous les échantillons.

Purification des isolats

La purification des isolats consiste a prélever une 0se puis ensemencée en strie suivant la
technique de cadrant sur la gélose nutritive. Les précultures étaient incubées a 37°C
pendant 24h. Une succession de étalement a été réalisé jusqu’au 1’obtention des colonies

bien séparées.

IV. 5. Confirmation de la pureté des isolats
Pour confirmer la pureté¢ des souches isolées, nous somme basée sur 1’observation
macroscopique de 1’aspect des colonies puis par observation microscopique des cellules

apres coloration du Gram et la recherche de catalase.

E
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IV. 6. Production et conservation des spores de Bacillus spp

Préparation de pré-culture

Les isolats obtenus ont été ensemences dans un milieu BHI (milieu liquide de couleur
jaune) puis incubées a 37°C pendant 24h.

Un volume de 0,5 mL de la pré-culture était étalé sur la surface du milieu nutritif gélosé en
boites de Pétri de 90 cm et supplémenté par 40mg/l de MnSO4 et 100mg/I de CaCl2. Puis,
les boites ensemencées ont été incubées a 37°C pendant un temps nécessaire a la

sporulation de la population bactérienne (05 jours).

Récupération et lavage des spores de Bacillus spp

Apres 05 jours d’incubation, lorsqu’un tapis se forme a la surface de la gélose nutritive, 2 a
3 ml d’eau distillé stérile était versée sur chaque boite. Le tapi de spores formées est raclé
avec une pipette Pasteur sous forme de rateau, puis récupérées dans des tubes stérile pour
subir une série de centrifugations & 4000t/m pendant 5 minutes.

Le surnageant est jeté a chaque centrifugation puis les culots ont été récupérés puis lavés
aprés chaque centrifugation. A la fin de série de lavage, un volume eau/éthanol (pour
détruire les formes végeétatives) a été ajouté puis gardé a 4°C pendant une nuit. En fin, le
mélange était récupéré puis centrifugé. Ensuite, 500ul de 1’eau distillée stérile a été ajoutée
au culot pour former un stock de spores de 1011 spores/mL (estimation faite apres

dénombrement classique sur gélose nutritive).

IV. 7. Etude de la thérmorésistance de spores des isolats

Le traitement thermique de spores de chaque isolat a été effectué a trois températures
75°C, 85°C et 95°C. Au total 5 isolats ont été sélectionnés au hasard (E1, E2, E3, E4 et
E5).

Le traitement consiste a diluer 10uL de spores dans 9mL du lait stérilisé. Ensuite, 1mL a
été transféré dans 8 tubes a essai contenant 9mL du lait stérilise. Les 8 tubes étaient ensuite
apporté au bain marie a la température désirée. Une fois la température au coeur du tube
atteint la température souhaitée, le premier tube était retiré puis refroidit pour le
dénombrement. 1l correspond au dénombrement de t0. Les autres tubes étaient retirés a des
intervalles du temps différents et de la méme fagcon que le tube de t0.

A partir de chaque tube traité thermiquement (correspond a un temps fixe), une série de
dilution a été réalisée dans de I’eau physiologique. Un volume de ImL était ensemencé par
profondeur dans des boites de Pétri stériles (duplicatas). L’incubation était effectuée a

37°C pendant 24h.




IV. Matériel et méthodes

IV. 8. Dénombrement de spores de Bacillus spp
La charge de Bacillus spp était calculée suivant la formule de la norme AFNOR (1994) :

_ 2C
V(n1+0.1n2)d

ou :

>C : est le nombre des colonies comptées sur une boite retenue des dilutions effectuées;
V : est le volume de I"inoculum appliqué a chaque boite, en millilitres;

nl: est le nombre des boites retenues a la premiére dilution;

n2 : est le nombre des boites retenues a la seconde dilution;

d : est le taux de dilution correspondant a la premiere dilution retenue.

IV. 9. Détermination des paramétres de la thermorésistance

Les deux paramétres caractéristiques de la thermorésistance de Bacillus spp étudiés étaient
déduits a partir des courbes obtenues :

- La valeur de D représente I’inverse de la pente de la courbe Log N en fonction de temps
de traitement thermique (minutes) pour chaque niveau ;

- La valeur de z est calculée a partir de la courbe Log D en fonction de différents niveaux

de température (°C) qui leurs corresponds.

)



V. RESULTATS ET DISCUSSION



Résultats et discussion

V. 1. Isolements et purifications des isolats

Aprés incubation des boites d’isolement a 37°C pendant 24h. Les colonies a
différents aspects macroscopiques sont apparues. Une colonie, dont 1’aspect est different,
de chaque échantillons a été repérée pour éviter 1’isolement de méme isolat. Au total 11
isolats ont été retenus selon les critéres de sélection correspond au Bacillus spp. C’est-adire
catalase positive, Gram positif et de forme bacillaire. Par ailleurs, le caractére de la
thermorésistance est déja prouvé par sa présence aprés traitement thermique a 80°C

pendant 10min.

V. 1. 1. Aspect macroscopique de purification
Généralement, la plus part des colonies de taille entre 2 et 4 mm avec de forme
Ronde plate et translucide de couleur Blanche- Créme (cf. Tableau 8 & Figure 5).

Figure 5 : Aspect macroscopique des isolats de Bacillus spp sur milieu nutritif gélosé. a : isolats
El et b) isolats E4.

V. 1. 2. Aspect microscopique

La sélection des isolats était basee sur les résultats de la recherche de catalase. Ensemble
des isolats sont catalase positive (effervescence). Ensuite, 1°‘examen microscopique des
isolats apres la coloration de Gram a montré que tous les isolats sont Gram positifs et a
I’¢état pure et de formes bacillaires présentant des endospores non colorée réfringente

central et non déformante (cf. Figure 6).
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Figure 6 : Observation microscopique des cellules de Bacillus spp. aprés la coloration de Gram
pour I’isolat E1 (100 x 10).

V. 2. Dénombrement de Bacillus spp

L’un des objectifs était de compter le nombre de Bacillus spp dans le lait cru vendu dans la
ville de Laghouat. Apres traitement thermique a 80°C/10min, 80% des échantillons
analysés sont contaminés par Bacillus spp. dont le nombre de spores comprise entre 10 et
104 spores par mL (cf. Tableau 9). Ces résultats sont en concordance avec les résultats
montrés par Follys et Kischnerova (2006). Ces auteurs ont montré une contamination
moyenne de 3 log dans le lait de vache.

Les Bacillus principalement sont considérés comme les contaminants les plus
importants de I’industrie laitiere (Murphy et al., 1999, Ronimus et al., 2003 ; Seale et al.,
2008, Yuan et al., 2012). Elles sont essentiellement des indicateurs d’hygiéne et résulte de
non-respect de bonne pratiques de traite et d’hygiéne comme expliqué par Meer et
al.(1991), Te Giffel et al. (1997). Elle sont responsables d’altérations dues a leur propriété

acidifiantes et leur potentiel enzymatique (Burgess et al., 2010).

Tableau 9 : Contamination du lait de vache. commercialisé a Laghouat par Bacillus spp

Nombre d’échantillons Prévalence | Nombre des isolats Concentration
analysés (%) moyenne (cfu/mL)
Min 1
11 80 11 Moy 3
Max 4

Min : minimale ; max : maximale, moy : moyenne
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V. 3. Etude de la thermorésistance des spores bactériennes

La thermorésistance des isolats testés a été étudiée a différentes températures de 75°C,
85°C et 95°C. Les resultats de la thermorésistance sont illustrés sur le tableau 10. Les
valeurs de D sont estimées aprées 1’ajustement linéaire de courbes log N(ufc/mL) versus
temps (min) de traitement. Les coefficients d’ajustement sont satisfaisants qui compris
entre 0,80 et 0,90.

Les valeurs de D sont inversement proportionnelles a la température du traitement. Les
résultats ont montré également que les valeurs de D sont dépendantes de la souche. Les
isolats E2, E4 et E5 ont montré des valeurs élevées par rapport aux autres deux souches
quelle que soit la température testée. Dans cette étude, les valeurs de D sont plus elevées
que celle montré par Mazas et al. (1999) dans le lait. Ces auteurs ont montré que les
valeurs de D comprise entre 0,90 et 1 minute. Cependnat ces valeurs sont beaucoup plus
faibles par rapport aux valeurs montrées par Brerendsen (2006). Par ailleurs, Janstova et
Lukasova (2001) ont montré des valeurs de D concorde avec la thermorésistance de 1’isolat
E2 et E3.

Selon Mazas et al. (1999), les spores traitées dans le lait sont protégées par la matiere
grasse du lait. De ce fait, la thermorésistance est probablement plus élevée dans le milieu

de laboratoire (milieu de culture, tampon phosphate...etc.).

Tableau 10 : Valeurs des paramétres de thermorésistance (D- value (min) et Z value (°C)) des

-----

E1 E2 E3 E4 E5

D75°C (min) | 12,71 50,85 22,53 62,02 46,54
D85°C (min) | 10,17 18,61 12,55 30,20 21,00
D95°C (min) | ND 6,83 5,72 16,84 14,42
ZT°C(°C) | 3,93 22,93 33,59 35,32 39,30

Les valeurs de la thermosensiblité varie entre 3 et 39°C. Ces valeurs sont élevées

par rapport a valeurs montrées par Ziane et al. (2016) et Luu-Thi et al. (2014).
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Conclusion

La flore thermorésistante telle que les Bacillus spp est un groupe
important de contaminants en industrie laitiere. Leur développement ultérieur peut
altérer les produits mais aussi provoque des intoxications a des concentrations
toxiques notamment pour Bacillus cereus (bactérie reconnue comme pathogéne au

sein de ce groupe).

Le but fondamental de ce travail basé sur deux aspects : I’'un est la recherche
et le dénombrement de la flore sporulée aérobie puis 1’isoler a partir du lait cru
de vache commercialisé a Laghouat. Deuxiéme aspect est I’étude de la

thermoreésistance de spores des isolats obtenus.

Au total 11 isolats ont été obtenus a partir du 80% des échantillons
contaminés. La concentration de spores dans les échantillons n’atteint pas les
concentrations jugées toxiques pour B. cereus (10° spores/mL) (si I’identification

moléculaire envisagée a reparti 1’un ou plusieurs isolats comme B. cereus).

Les mesures d’hygiéne de traite et de vente sont recommandées pour

minimiser la contamination du lait de vache par ces spores bactériennes ubiquitaires.

Comme perspective a ce travail, les isolats de spores de Bacillus spp doit étre
identifiée par le séquencage de géne d’ARNr 16S. Si I’identification a montré la
présence de I’espéce cereus, une deuxiéme affiliation moléculaire basée sur le

géne panC sera effectue.

Deuxiéme perspective, est I’étude de la thermorésistance a différents facteurs présente
dans le lait et apporté par le consommateur du lait (T°C, pH, chocolat...etc) ainsi que
leur croissance dans les différentes conditions environnementales. Au terme de
ces résultats envisagés, une évaluation de 1’exposition de B. cereus liée a la

consommation du lait dans la ville de Laghouat sera réalisée.
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Annexe



Compositions de Muller Hinton:

Beef infusion solides .................. 2.0g/1
Starch...........cooooiiiii 1.59/1
Casein hydrolysate.................... 17.5¢g/1
AGAr .o, 17.0g/1

pH 7.4 +/- 0.2 at 25°C

Compositions de Gélose Nutritive:

Beef Extract ...................ooeeil 3.0g/I

Gelatin peptone .............ccooevenen. 5.0g/I

Bacteriological Agar.................... 15.09/1
pH7

Compositions de BHI:

Brain Heart Infusion (from solids)..17.5 g/l

Proteose Peptone....................... 10.0 g/l
Sodium Chloride ..................... 5.09/
GlUCOSE ... 2.0 g/l
Disodium Phosphate ................. 2.5/l

pH 7.4 +/- 0.2 at 25°C
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Résumé
Bacillus spp. sont des bactéries ubiquitaires rencontrées dans plusieurs aliments notamment le
lait de vache qui considéré comme milieu idéal pour toute croissance microbienne. Elles
peuvent étre soit une flore d’altération ev/ou pathogene. Ce travail vise a rechercher et a
dénombrer ces bactéries dans le lait vendu a Laghouat, ensuite, a évaluer leur
thermoresistance. De ce fait, la prévalence de contamination de 11 échantillons du lait
analysés aprés traitement thermique a 80°C/10min ¢tait de 80% avec une contamination
moyenne de 3 log (ufc/mL). Au total 11 isolats ont €té obtenu dont 5 étaient testés vis-a-vis la
température. Ces isolats ont montré une thermorésistance (D values) variable qui dépend de
Iisolat. Les résultats de ce travail peuvent étre utilisés aprés I'identification moléculaire des
isolats comme donnée a 1I’élaboration d’un modéle d’évaluation d’exposition au B. cereus s’il
existe.
Mots-clés : Lait de vache. Bacillus, thermo-résistance, évaluation de 1’exposition.
Abstract
Bacillus spp. are ubiquitous bacteria found in several foods including cow's milk which is
considered an ideal medium for microbial growth. The Bacillus spp are a flora of alteration
and / or a pathogen. This work aims to find and count these bacteria in the milk sold in
Laghouat, and then to evaluate their heat resistance. As a result, the contamination prevalence
of 11 milk samples analyzed after heating (80 °C/10min) was 80% with an average
contamination of 3 log (cfu/mL). A total of 11 isolates were obtained which 5 were heated at
different temperatures. These isolates showed a variable heat resistance (D values) which
depends on the isolate. The results of this work can be used after the molecular identification
of the isolates as data to the setting a model of exposure evaluation of B. cereus if it exists.

Keys words : cow’s milk, Bacillus, heat resistance, exposure assessment



