REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
G.AM\ QA.\]\} L;JL’J\ ?..)L_ﬂ\ B1BY)
MINISTERE DE LENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LARECHERCHE
SCIENTIFIQUE
Ll eV b las dxala
UNIVERSITE AMAR TELIDJI LAGHOUAT
pstall 48
FACULTE DES SCIENCES
b sl sl
DEPARTEMENT DE BIOLOGIE

Mémoire De fin d’étude
Présenté par :
HAMIDACHE Maroua & ABDERREZAGUE Aicha

En vue de I’obtention du diplome de Master
Filiere : Sciences Biologiques
Option : Microbiologie Appliqués

Theme

Etude de la thermorésistante des souches de Bacillus spp.
Isolée a partir de viande de poulet cuit dans la ville de

Laghouat
Devant le jury composé de:
* Président: M. MESSAOUDI Omar MC(B)
« Examinateur: M. ZERROUKI Med Houssine  MA(B)
« Encadreur: M. BENAMAR lbrahim MC(B)

Soutenu publiquement Le: 06 / 07 /2022.



Remerciements

Tout d'abord, je remercie Dieu Tout-Puissant de nous avoir donné Force,

patience, courage et volonté pour développer ce travail.

Apres cela, tout cela grdce aux deux personnes les plus chéres au monde, chers

parents, que quoi que nous fassions, nous ne leur rembourserons pas leur dd.
Nous exprimons nos sincéres remerciements

Au professeur et superviseur respecté, M. BENAMAR Ibrahim, pour leur aide,
disponibilité, précieux conseils et leurs encouragements, Pour son dévouement
et ses conseils avisés qui ont été une grande source de soutien pour nous ce qui

nous a amené a faire ce travail.

Je tiens a remercier M. Messaoudi Omar enseignant a Amar Telidji Université de

Laghouat, qui nous a fait I'nonneur de présider le jury.

Je tiens a remercié monsieur zerrouki Med Houssine enseignant a I'université

Ammar Telidji de Laghouat qui a accepté sans hésitation de jury de ce travail.

Remerciements particuliers a M. Issa Attiyat, M. Lakhdar, responsable de la
bibliotheque a Banasser Ben Shahra, pour tout ce qu'ils ont apporté et a tous

ceux de prés ou de loin qui nous ont aidés dans ce travail jusqu'a sa réalisation.

Dédicace

Je dédie mon travail. A ma chére mére et mon cher pére pour leur amour, leurs
sacrifices et leur soutien constant pour moi et leur présence toujours a mes

cotés, Que Dieu les garde toujours en bonne santé.



A mes fréres Marwane et Mohsine, et A toute ma grande famille.
A tous mes amies sans exception surtout Aicha, Hadjer, Nisrin et Fatima Zahra.

Enfin, je voudrais dédier ce mémoire a tout personnes ayant participé de loin ou

de prés a la réalisation de ce travail.

Maroua

Dédicace

Je dédie tout d'abord aux deux personnes les plus chéres au monde et Chers

parents.

A mon cher pére, qui malgré mon mariage pense toujours a moi comme si
j’étais toujours sous sa grade et qui quoi que je fasse, je n‘accomplis pas son

doit et sa gréce sur moi.

A ma mere adorée : j'ai envie de moi, ce dont je ne pourrai pas la remercier
pour son soutien, son affection, sa tendresse et sa présence a mes cotés malgré
la distance, qui a toujours été pour moi une force pour affronter divers

conditions.

A ma cheére sceur pour son soutien et son marie et ses chers enfants * A mes

chers fréres : Abd al-Malik et son épouse, Noureddine, Saleh, Ishak.

A mon mari et ma petite famille, mes chers enfants : Abdelkader, Hanaa et
Jawed, pour leur patience a mon égard pour leur négligence tout au long de

cette période de mes études.



A la famille de mon mari et & toutes les familles kasrawi.

A ma chére amie "Marwa" pour son soutien et son soutien, qui a partagé avec
moi tous les moments doux et amers tout au long de notre période de travail et
d'études, et qui m'a dédommagé pour tous les amis. * A tous ceux de notre
classe qui m'ont aidé et soutenu, méme d'un mot, et a tous ceux de pres ou de

loin qui m'ont aidé tout au long de ma période d'études.

Aicha

Liste des tableaux
Liste des figures
Liste des abréviations
Introduction générale 01

Partie : Synthése bibliographique
|. Généralité sur la viande 03
I.1. Définition de la viande 03
I.2. Viande de poulet 03
[.2.1- composition chimique de la viande de poulet 03
1.2.1.1 Eau 04
[.2.1.2 Protéine 04
[.2.1.3 Minéraux 04
[.2.1.4 Lipide 05
1.2.1.5 Glucides 06
1.2.1.6 Les vitamines 06
1.2.2- qualité organoleptique 06
1.2.3 Les produits carnés 07
Il. Microbiologie de la viande de poulet 08
[l.1.Bactéries non sporules 09
[1.1.1. Pseudomonas 09
[1.1.2. Salmonella 09
[1.1.3. Campylobacter 10
I1.1.4. Listéria monocytogenes 10
[1.L1.5. Escherichia coli 10
II.1.6. Yersinia enterocolitica 11
I1.1.7. Staphylococcus 11




[l.2.Bactéries sporules 12
[1.2.1. Clostridium botulinium 12
[1.2.2. Clostridium perfringens 12
lll.  Bacillus spp. 12
[1l.1. Position taxonomique de Bacillus spp. 12
[1l.2. Caractéristique du genre Bacillus 13
[11.3. Habitat du genre Bacillus 14
IV. spores du Bacillus spp. 14
IV.1. Structure des spores de Bacillus spp. 15
IV.1.1. L’exosporium 15
IV.1.2. Les tuniques 15
IV.1. 3. La membrane externe 16
IV.1.4. Cortex 16
IV.1.5. Membrane interne 16
IV.1.6. Le coeur 16
IV.2. Sporulation 18
IV.3. Germination 19
IV.3.1. L'activation 19
IV.3.2. L'initiation 19
IV.3.3. L'émergence 19
V. pathogénicité du Bacillus spp. 19
V.1. Production des toxines 20
V.1.1. Bacillus cereus 20
V.1.2. Bacillus anthracis 21
V.1.3. Bacillus thuringiensis 22
V.2. Capacité de formation de biofilm 22
V.2.1. Biofilms de Bacillus cereus 23
V.2.2. Biofilms de Bacillus subtilis 23
VI. La thermo résistance 23
Partie pratique : Matériels et méthodes.
I. Echantillonnage 27
Il. Analyse microbiologique 27
II.1. Préparation de solution mére 27
II.2. Préparation de dilutions décimales 28
[ll. Lisolement et purification 30
IV. identification des isolats 32
IV.1. Examen macroscopique 32
IV.2. Examen microscopique 32




IV.2.1. coloration de Gram : 32
IV.2.2. Coloration des spores au vert de malachite 32
V. ldentification biochimique 33
V.1. Test de I'oxydase 33
V.2. Test de Catalase 33
V.3. Hydrolyse de I'amidon 33
V.4.Hydrolyse de la caséine 34
V.5. Hydrolyse de lécithinase 34
V.6. galerie API 20 34
VI. Préparation de la suspension sporale 35
VII. Traitement thermique 35
Partie : Résultats et discussion
|. Dénombrement de Bacillus spp. 37
. Identification des isolats 39
II.1 Examen macroscopique 39
[11.2. Examen microscopique 39
[11.2.1. Coloration de Gram 39
[11.2.2. Coloration des spores au vert de malachite 40
IV. identification biochimique 40
IV.1. Hydrolyse de I'amidon 40
IV.2. Hydrolyse de La caséine 41
IV.3. Hydrolyse de Lécithinase 41
V. Traitement thermique 43
VI. Estimation de la production des toxines et du risque 52
associé
Conclusion 58
Références bibliographiques
Annexes
Résume
Liste des tableaux
Numéro Titre Page
Tableau N° 01 Composition chimique de viande de poulet en %(AsGehar et 3
Pearson, 1980).
Tableau N° 02 Teneur en acides aminés essentiels du poulet en mg pour 100 g de 4
protéines (Brunel et al, 2008)
Tableau N° 03 Composition en sels minéraux de la viande de poulet, teneur pour 5
100g de partie comestibles (Frenot et Vierling, 2001)
Tableau N° 04 Composition en lipides, acides gras de la viande de poulet (Brunel 5
et al., 2008)




Tableau N° 05 Composition en vitamines (mg) de viande de poulet (pour 100 g de 6
fraction comestible) (Dalle Zotte, 2004)
Tableau N° 06 Niveaux de thermorésistance de quelques spores de Bacillus 25
(Farkas, 2007)
Tableau N° 07 Différentes échantillons et leur site et leur date et heure de la 27
prélever
Tableau N° 08 les plages de temps et les températures utilisées dans le 35
traitement thermique des isolats
Tableau N° 09 Dénombrement de Bacillus spp. dans les trois secteurs de 38
Laghouat.
Tableau N° 10 Caractérisation biochimique des isolats. 42
Tableau N° 11 Résultats d'identification biométrique des isolats. 43
Tableau N° 12 Temps de réduction décimale (D<) des spores des 4 souches 44
étudiées a différentes températures.
Tableau N°13 I’évaluation des risques microbiologiques semi-quantitative 57
Listes des Figures
Numéro Titre Page
Figure N°1 Ultra structure d'une spore (Meckenney et al, 2013). 17
Figure N°2 Le Cycle sporale 18
Figure N°3 Graphe représente la survie d’une population microbienne aux 26
traitements thermiques en échelle semi-logarithmique pour une
température donnée T (anses, 2019).
Figure N°4 Les prélevements et préparations de solution mére 28
Figure N°5 La préparation des dilutions décimales. 29
Figure N°6 Les dilutions décimales 29
Figure N°7 Ensemencement des isolats dans les boites 30
Figure N°8 Les tubes a B.N pour purification 31
Figure N°9 Les étapes d’isolement et purification 31
Figure N°10 Tests oxydase et catalase 33
Figure N°11 purification des isolats Bacillus spp. 37
Figure N°12 Dénombrement de Bacillus spp. dans les trois sites de vente 38
Figure N°13 L’observation microscopique des cellules bactériennes Bacillus aprées 39
fixation (Coloration de Gram) (Gx100)
Figure N°14 L’observation microscopique des Bacillus apres Coloration des spores 40
au vert de malachite (Gx100)
Figure N°15 Hydrolyse de I'amidon par la souche Bacillus 5PK 41
Figure N°16 Hydrolyse de la caséine par la souche Bacillus 6PB. 41
Figure N°17 Hydrolyse la lécithinase par la souche Bacillus 8PLU. 42
Figure N°18 Détermination des valeurs Dy de la thermorésistance des spores de 45
Bacillus spp. Souche Bacillus 5 PK aux températures :(A) : 90°C, (B) :95
°Cet (C) : 100°C, (D) :105°C.
Figure N°19 Détermination des valeurs Dy de la thermorésistance des spores de 46




Bacillus spp. Souche Bacillus 7 PS aux températures :(A) : 90°C, (B) :95
°C et (C) : 100°C, (D) : 105°C.

Figure N°20 Détermination des valeurs Dy de la thermorésistance des spores de
Bacillus spp. Souche Bacillus 4 PRB aux températures :(A) : 90°C, (B) :95
°Cet (C) : 100°C, (D) 105°C.

47

Figure N°21 Détermination des valeurs Dy de la thermorésistance des spores de
Bacillus spp. Souche Bacillus 3 PRM aux températures :(A) : 90°C, (B) :95
°C et (C) : 100°C, (D) 105°C.

48

Figure N°22 Détermination de la valeur Z de la thermorésistance de la souche
Bacillus spp. Souche Bacillus 5 PK aux températures 90 °C, 95°C et
100°C,105°C.

48

Figure N°23 Détermination de la valeur Z de la thermorésistance de la souche
Bacillus spp. Souche Bacillus 7 PS aux températures 90 °C, 95°C et
100°C, 105°C.

48

Figure N°24 Détermination de la valeur Z de la thermorésistance de la souche
Bacillus spp. Souche Bacillus 4 PRB aux températures 90 °C, 95°C et
100°C, 105°C

49

Figure N°25 Détermination de la valeur Z de la thermorésistance de la souche
Bacillus spp. Souche Bacillus 3 PRM aux températures 90 °C, 95°C et
100°C, 105°C.

49

Figure N°26 : | Courbe de croissance Bacillus a partir de la moyenne de nos
concentrations 4 Log ufc/g selon Combase a des températures 10°C,
20°C, 30°C.

53

Figure N°28 Courbe de croissance Bacillus a partir de la moyenne de nos
concentrations 4 Log ufc/g par rapport au seuil de la toxinogenése.
Selon le Combase, Dans température 20°C, on observe a partir de 15hiil
y a une production de toxines.

55

Figure N°29 Courbe de croissance Bacillus a partir de la moyenne de nos
concentrations (4 Log ufc/g) par rapport au seuil de la toxinogenése.
Selon le Combase, A partir de seulement de 4,5h, il y a une production
de toxines.

55

Figure N° 30 Courbe de croissance Bacillus A partir de concentration minimale 2 Log
ufc/g: a températures 10°C, 20°C, 30°C.

56

Liste des abréviations

AFNOR : Association Francaise de Normalisation.

AW : Activité de 'eau.

BN: Boullion nutritif.

Bt : Bacillus thuringiensis

C° : Degré Celsius.

C.botulinium : Clostridium botulinium.

Dr: le temps de réduction décimale.

E. coli: Escherichia coli.

GN : Gélose Nutritif.

g : gramme.

H : heure.

ISO : Organisation International de Standardisation.

Kg : Kilo Gramme.




mg : milligramme.

ml : millilitre.

MnSo4 : Sulfate de manganeése.

Min : Minutes.

NaCl : Chlorure de sodium.

PH: Potentiel d’Hydrogene.

Pd : Pendant.

S. gallinarum: Salmonella gallinarum.

S.aureus : Staphylococcus aureus.

T°:Température.

UFC: Unité Formant Colonie.

V/V: volume par volume.

Z : Sensibilité au traitement thermique.

pl : Microlitre.

Mg : Microgramme.

um: Micromeétre.

% : Pourcentage.

udla
Lee) sl daslia Chpagig & sahall laall Ciladie 3 Cluasll e Gl 8 3 ) o3gd Dy 1 Calaaly) Jiahi
A BV ALY g e Ao sae Gl giiad 5 sedaall plaall ay dlie sae (e AdliA Gl 8 aens Liad Gl 3 ) Al
LS Log ufc/g 4 Cluasll L, 5 5 awgie 4adlis G edal Cun Claasll L iS5 3aad 5 J e L dgla)
Z AN e Y Bl Al o o3 IS, Ay Ciliie 8 deal e Siliand) LS e (5 5iad Cilise 6 2y U
dallaall ol jal a3 clld day, LLaSl) oda die YL paad & Gl Hgaal M) &I fL& g p (st
de g 325.08 519.06 O e 90°C e Dy aff syl i a7, 5 Dy ol 5 il s2a e 4y ) al)
On sl i Z ad L) 105 ° C. xie 27,95 51.30 5100°C, e 28.22 53.62 s, 225.20 57.25 o W95°C
Gl Sl o Lls die Glandl L Sl G g yaall @Y jall G glie gilill ¢ 5e13131.02°C. 512.55°C
lew die o zlaall Joal o Claiia jpmnd gl aalll geh ve il by i e b dald dllgiud) daa
zWl lay Log ufc/g 4, S5l S Cus Combase e Gl T 51 sy jlid) e 2l cllgiual Leapii g

J.\.cicl.a.n4,5‘53.|‘9.ma;‘)dZOaJ\PhJJm@LmlF)JL}:\AhJJ 103_)\);23_)34.\;2;1..»72“?@\



Algisall & saladll laall cilatic e duas sade G 0o ¢« SQMRA el pladinly, 4y 5l da 53 30 5, 4a 0
[ 3als pasd e iy e sl ¢ 7 4,66 andly Aasi jall (il je¥) VAT (g i) 2aall iy ¢ Lol g2 V) A b

22.

_(:)A.m]\ Cl_u\' 3y yall Z\A}GA’ C}\L.d\ Cb.ﬂ\’ Oluaxll; Laltidal) clalsl)

Abstract
The main objectives of this study are to search for Bacillus spp. in cooked chicken products
and to characterize the heat resistance of their spores. We therefore collected eight
different samples from several points of sale of cooked chicken and derivative products in
the city of Laghouat. First, we isolated and identified Bacillus spp. where the results showed
a prevalence of 75% and an average concentration of 4 log cfu/g. The extracellular enzymatic
activity (protein, starch...etc.) was also studied, for better guiding us in the identification of
our strains. Then, 04 strains were tested on their heat resistance and the values of Dy and Z
were calculated, where the values of Dgy varied between 19.06 min and 25.08 min, Dgs
between 7.25 min and 25, 20 min, Dig between 3.62 min and 8.22 min and between 1.30

min and 7.95 min for Digs. While the Z values varied between 12.55 min and 31.02°C. We



find that our tested strains are very heat resistant. This suggests that lower temperatures
may explain the Bacillus concentrations found in our cooked chicken samples. In particular,
the absence of GPH during the preparation, cooking and sale of these products has been
observed. From the worst-case scenario applied in Combase where the initial concentration
was 4 Log CFU/g, the production of toxins starts from 72h at a temperature of 10°C, 15h at a
temperature of 20°C and 4.5h at a temperature of 30°C. Using the sQMRA software, out of
one million servings of cooked chicken products consumed in the city of Laghouat, the
estimated number of cases of Bacillus-related illness is 4.66%, or approximately 1 person/22.

Keys words : Bacillus, cooked chicken, heat resistance, production of toxins.

Résumé

Cette étude a comme objectifs principaux de procéder a la recherche des Bacillus spp. dans
les produits de poulet cuits et de caractériser la thermorésistance de leurs spores. Nous
avons donc collecté 8 échantillons différents a partir de plusieurs points de vente de poulet
cuit et de produits dérivés dans la ville de Laghouat. Dans un premier temps, nous avons
isolé et identifié Bacillus spp. ou les résultats ont montré une prévalence de 75% et une
concentration moyenne de 4 log ufc/g en Bacillus spp. L'activité enzymatique extracellulaire
(protéine, amidon...etc.) a été également étudiée, pour le but de nous orienter mieux dans
I'identification de nos souches. Ensuite, 04 souches ont été testées sur leurs résistance a la
chaleur et les valeurs de Dret Z ont été calculées, ou les valeurs de Dgg variaient entre 19,06

min et 25,08 min, Dgs entre 7,25 min et 25,20 min, Diggentre 3,62 min et 8,22 min et entre



1,30 min et 7,95 min concernant les D1gs. Tandis que les valeurs Z variaient entre 12,55 min
et 31,02°C. Nous constatons que nos souches testées sont tres résistantes a la chaleur. Cela
suggere que des températures plus basses peuvent expliquer les concentrations de Bacillus
trouvées dans nos échantillons de poulet cuits. Notamment, I'absence des BPH lors de la
préparation, la cuisson et la vente et de ces produits ont été observés. A partir de pire
scénario appliquée sur Combase ou la concentration initiale a été de 4 Log UFC/g, la
production des toxines déclenche a partir de 72h a une température de 10°C, 15h a une
température de 20°C et 4,5h a une température de 30°C. En utilisant le logiciel SQMRA, sur
un million de portions de produits a base de poulet cuits consommeées dans la ville de
Laghouat, le nombre estimé de cas de maladie lié au Bacillus est de 4.66%, soit
approximativement 1 personne/22.

Mots-clés : Bacillus, poulet cuits, thermorésistance, production des toxines.

Introduction générale

La viande constitue une denrée de premiére nécessité, elle est une source importante de
protéines et autres nutriments. Elle est 1’aliment par excellence dont la consommation est

freinée seulement par les prix.

Parmi les viandes les moins chéres, on retrouve celle des volailles. Ces derniéres vendues
dans les établissements de restauration gagnent de plus en plus en popularité. En effet, on

assiste a une augmentation du travail en continu et les travailleurs ont de moins en moins le



temps pour manger chez eux. On assiste ainsi a des changements rapides dans les modes de
vie, qui ont augmenté la part d’aliments de restauration rapide dans I'ensemble du marché

alimentaire dans le pays.

Méme si ces produits & base de viande de poulet sont appréciés, ils suscitent des questions
liées a sa qualité microbiologique. L’utilisation de la viande crue de faible qualité et une
cuisson insuffisante peut soulever des questions de securité sanitaire. Les dangers associés a
la consommation d’aliment cuits et contaminés par des agents pathogenes induisent des
intoxications alimentaires. Ils sont encore I'une des principales causes de morbidité dans
plusieurs pays, et dans certaines circonstances, ils peuvent conduire a des conséquences
graves.

En dépit des exigences légales en matiere de bonnes pratiques d’hygiéne, la qualité
microbiologique de ces types de produits dépend d'un certain nombre de facteurs, tels que la
qualité des matieres premieres, I'efficacité du processus de cuisson, I’hygiéne globale des
lieux et des équipements et I’hygieéne personnelle.

Parmi les dangers microbiologiques associés a ce type d’aliment cuits, en trouve les
Bacillus qui possedent la capacité a se sporuler ce qui les rendre tres résistants aux différents
processus de traitement thermique dont la cuisson. Le danger réel c’est qu’ils peuvent former

plusieurs types de toxines.

La premicre partie de ce travail consiste au dénombrement et a I’identification des souches
de Bacillus spp. dans la viande de poulet cuite commercialisée dans la ville de Laghouat. Pour

cela, plusieurs tests et analyses ont été effectues.

La deuxiéme partie présente l’objectif principal de ce manuscrit qui est 1’étude la
thermorésistance des souches de Bacillus spp. isolées et 1’acquisition des paramétres de
référence. Et enfin, utiliser les outils de la microbiologie prévisionnelle et de I’évaluation des
risques pour estimer le risque exposé a la population de la ville de Laghouat en consommant

ces produits.

La démarche suivie s’articule donc autour des axes suivants : La présentation de la viande

de poulet, des produits carnés et de la flore sporulante associé¢e. Apres I’expérimentation, les



résultats de cette étude seront discutés et ouvriront la voie a des perspectives et des études

ultérieures.

e Généralité sur la viande
I.1. Définition de la viande

Le mot viande est l'origine latine « vivenda ». La viande est un produit hétérogene
constitue des muscles attachés aux os et a la graisse que '"homme utilise pour se nourrir, il
trouve quater grands groupes de viande : bovine, ovine, porcine et de volaille (Raysse et

Darre, 1990).

En 2005, le codex alimentairius en donne définition de la viande: «la viande est
I’ensemble des parties d’'un animal qui sont destinées a la consommation humaine au ont

jugées saines et propres a cette fin ».
1.2. Viande de poulet

Le poulet « Gallus Gallus domesticus » est un animal qui fait partie de la volaille et par
conséquent la viande de poulet appartient a la viande blanche. Le poulet est parmi les
viandes les plus consommeées au monde. Il est trés apprécié pour son profil nutritionnel et

pour sa qualité organoleptique (FAO, 2015).
1.2.1. Composition chimique de poulet :

La viande de poulet est un aliment important pour 'homme puisqu’elle contient une
proportion intéressant de protéine 20% par rapport a sa faible teneur en matieres grasses

5.2- 12.5% (Brunel et al., 2008)

Dans la viande de poulet contient trois composants chimiques principaux mentionnés

dans le tableau N°1

Tableau N° 1 : Composition chimique de viande de poulet en % (Asghar et Pearson, 1980).

Eau Protéines Lipides glucides sels minéraux




75 20 3 1 1

1.2.1.1 Eau:

La teneur en eau de la viande de poulet est généralement d’environ 3\4 du poids

musculaire (Asghar et Pearson, 1980).
1.2.1.2 Protéine :

Les protéines représentent 75% de la matiére seche donc apres I'eau, les protéines

sont les composants principaux des tissus musculaires.

La teneur de la viande de poulet en protéines est en moyenne de 20 a 22 g pour 100 g de

parties comestible (Brunel et al, 1995).

Ces protéines d’apres GAEY et al (2002), ont une teneur élevé en acides essentiels en

proportion équilibrées, elle se caractérise par leur richesse en lysine et en leucine (tableau 2)

Le tryptophane et la méthionine sont permis les acides aminés les plus pauvres de la

viande de poulet (Brunel et al, 2008).

Tableau N° 2 : Teneur en acides aminés essentiels du poulet en mg pour 100 g de

protéines (Brunel et al, 2008).

Acide aminé Teneur Acide aminé Teneur
Lysine 8.96 Leucine 7.52
Méthionine 2.40 Valine 4.80
Tryptophane 1.12 Phénylalanine 4.48
Thréonine 4.16 Isoleucine 4.64

1.2.1.3 Minéraux :



En moyenne, la viande de poulet contient 1.4 de minéraux (Henry, 1992).

Elle est trés pauvre en calcium de I'ordre de 10 mg/ 100 g, mais le phosphore et le

potassium sont des minéraux présents en grande quantité (Frenot et Vierling, 2001).

Tableau N° 3 : Composition en sels minéraux de la viande de poulet, teneur pour 100g

de partie comestibles (Frenot et Vierling, 2001).

Elément Potassium Sodium Phosphore Calcium Magnésium Fer Zinc
Teneur
en mg
50 80 200 12 37 1.8 0.8
5
1.2.1.4 Lipide :

La viande de poulet a la réputation d’étre faible en lipide et de fournir des acides gras

insaturés (AGlI).

Le filet ne contenant que 1,33 g pour 100 g, en revanche, la cuisse qui est la plus grasse
avec 3,9 g/100 g, ce premier est riche en acides gras insaturés (AGl) avec un pourcentage de

62,5 dont plus de la moitié en (AGMI) (Brunel et al., 2008).

Selon Sales (1995), le poulet contient plus de 60 % d’acides gras insaturés avec un rapport

oméga 3/oméga 6 de 0,47.

Tableau N° 4 : Composition en lipides, acides gras de la viande de poulet (Brunel et al., 2008)

FILET CUISSE
Moyenne Moyenne
Lipides (g) 1,33 3,9

AGS Totaux (%) 34,7 32,5




AGMI Totaux (%) 38 39,94
AGPI Totaux (%) 28,6 27,56
AGI Totaux (%) 66,5 67,5
Polyinsaturés/Saturés 0,61% -

AGS: acides gras saturés

AGMI, AGPI et AGI : acides gras monoinsaturés, polysaturés et saturés.

- : données non communiquées.

1.2.1.5 Glucides :

La teneur en glucides est trés faible en pourcentage 1%

glycogéne(Asghar et Pearson, 1980).

1.2.1.6 Les vitamines :

sous forme de

Les vitamines sont nécessaires a la croissance humaine, qui ne peut les synthétise lui-

méme (Brunel et al., 2008).

Par conséquent, la viande de poulet est importante dans la chaine alimentaire car elle

est riche en vitamines groupe B, notamment B3 ainsi que la vitamine E, mais elle est moins

pourvu en vitamine D (Dalle Zotte, 2004).

Tableau N° 5 : Composition en vitamines (mg) de viande de poulet (pour 100 g de fraction
comestible) (Dalle Zotte, 2004).

Vit B1 Vit B2 Vit B6 Vit 12 Vit E Vit PP Vit D Acide
(ug) folique

(ng)
0.06-0.12 0.12-0.22 0.23-0.51 04 0.13-0.17 4.7-13.0| 0.2-0.6 8-14

1.2.2 Qualité organoleptique




La qualité organoleptique Regroupe les propriétés sensorielles (couleur, flaveur, texture
et tendreté) a l'origine des sensations de plaisir associées a sa consommation (Toraille,

1994 ; Anonyme, 2005).

e couleur:

La couleur est la premiere caractéristique percue par le consommateur. Elle dépend de la
fraicheur de I'aliment. Le principal pigment responsable de la couleur de la viande est la
myoglobine qui est une chromoprotéine couleur de viande synonyme de la fraicheur
recherchée par le consommateur (Coibion, 2008 ; Renerre, 1997). La myofibrille est
responsable de la couleur de viande, et aussi sa leveur de surface influencé par PH et la

structure de muscle (Santé et al ; 2001).

e Flaveur:

Le poulet jeune facilite la perte de substances aromatiques solubles lors de la cuisson. Le

peu de graisse concourt a réduire une autre source aromatique (Anonyme, 2005).

- le poulet jeune a donc naturellement une flaveur plus discréte ; et plus tendre.

c. Texture et tendreté :

Le poulet jeune possédent un collagene peut structurer, ce qui confére plus de tendreté a

la viande et plus de finesse a la peau.

La tendreté peut-étre défini comme la facilite avec laquelle une viande se laisse trancher,

et mastiquer (Toraille, 1994).

1.2.3 Les produits carnés

La désignation « produit carné » représente tout produits a base de viande et toute
préparation a base de viande elle-méme qui subit une addition de denrée alimentaire, de
condiments ou additifs ou un traitement a la chaleur pour modifier les caractéristiques de la

viande fraiche (Boudechicha et al., 2018).



« Gagaoua et Boudechicha, 2018 », été classée (32) produits carnés en (5) catégories et

qui sont:
® p.carnés salés et/ou marinés non séchés.
e p.carnés séchés non fermentés.
e p.carnés fermentés partiellement séchés/séchés.
e p.carnés fumés.
e p.carnés cuites/ou confits.
Quelques exemples des produits carnés a base de viande :

Les techniques de transformation des produits carnés sont souvent basées sur des
opérations séparées ou combinées de : salage, séchage, et de fumage a objectif de diminuer

la teneur en eau (Dzimba et al., 2007).

Grace a ses procédés de transformation, plusieurs produits sont obtenus de par le

monde, par exemple :
e Le biltong:

Est un produit carné salé séché largement consommé en Afrique de sud. Préparé

généralement a partir de viande de boeuf (Dzimba et al., 2007).
*Patés :

La viande, les abats, la peau et le gras, sont broyés, mélangés puis cuits pour donner ce

produit.
¢ Les mortadelles :

Une pate fine, a base de viande ou préparations de viande de volaille exclusivement,
du gras (maximum40%) et les abats, poussé dans un boyau pour donner un produit de large

diametre.

e Luncheons:



Sont préparés a base de viande de volaille et/ou autres espéces, broyées et salés puis

cuites et peut étre fumées.
*Viandes hachées :
viandes ayant subi un processus de hachage en fragment.
e Merguez :

Sont préparés a base de chair a saucisse de dinde ou, au moins a 50 %, avec d’autres

volaille et du gras. Additionnée de pigment rouge ou de poivre.
e Cachir:

Est un produit carné couramment préparé et consommé en Algérie, est une saucisse
épicée et cuite, préparé en mélangeant viande hachée de bceuf, du poulet..., le mélange

broyé et cuits a la vapeur.
* Microbiologie de la viande de poulet

La contamination bactérienne peut se produire a partir des surfaces de I'équipement, de
I'eau et du microbiote animal. Les bactéries de l'air et environnementales peuvent
contaminer la viande de poulet, lorsque la peau de volaille est en contact direct avec l'air et
les surfaces de I'équipement et est donc facilement contaminée. Dans la viande fraiche, les
bactéries sont présentes a la surface et dans le tube digestif de la carcasse et non dans la

viande (Rouger et al., 2017).

Ci-dessous, nous pouvons diviser les types de bactéries que I'on trouve dans la viande de
volaille et les produits qui en sont issus en deux parties bactéries sporulés : Clostridium et
Bacillus, et bactéries non sporulés: Pseudomonas, Salmonella, Campylobacter, Listéria

monocytogenes, Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, Staphylococcus
1l.1.Bactéries non sporules
1.1.1. Pseudomonas :

Les bactéries du genre Pseudomonas sont constituées de Bacillus gram négative, ayant

une taille de 0,5 a 1,0 um de diameétre pour 1,5 a 5,0 um de longueur, non sporulés, aérobies



stricte, oxydase (+) et habituellement mobile grdce a une ciliature polaire. Certains
produisent des pigments, tels que la pyocyanine (vert bleu) et la pyorubrine (jaune vert)

fluorescentes (Willcox, 2007 ; Enoch et al., 2004 ; Palumbo, 1972).

Ces bactéries sont ubiquistes et vivent en saprophytes dans la nature. Plusieurs souches
ce sont des pathogénes humains opportunistes et des agents d’altération de la viande.
Les souches les plus courantes chez 'homme sont Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens,
P. putida et P. stutzeri (Salifou et al., 2013). Leur présence dans les chaines d'abattage est
une source de contamination de la viande, et donc Pseudomonas est un indicateur de viande

fraiche (Bailly et al., 2012).
1.1.2. Salmonella :

Le genre salmonella appartient a la famille des Enterobacteriaceae. Ce genre

regroupant de petite bacilles a gram négatif et sont aéro-anaérobies facultatives.

Ces bactéries mesurent 0,7 a 1,5 um de diamétre sur 2 a 5 um de longueur,
généralement mobile par des cils péritriche mais des mutant immobile comme S. gallinarum,

oxydase négatives et nitrate réductase positives.

Ce sont mésophile a des températures comprises entre 5,2°C et 47°C et leur optimum
est aux environs 37°C (Fosse et al., 2006) . Ces bactéries peuvent étre différenciées en plus
de 2000 sérotypes, tous les sérotypes puissent étre pathogenes pour I’étre humain, Lorsque
ces sérotypes particuliers provoquent une infection chez I'homme, ils mettent souvent la vie
en danger. Il s’agit de sérotype ubiquistes qui peuvent étre héberges dans le tractus gastro-
intestinal de 'homme ; des animaux sauvages et domestiques et surtout des volailles pour S.

enteritidis (Fosse et Magras, 2004).

11.1.3. Campylobacter :

Ces des vibrions, pathogene, des bacilles fins a gram négatif, incurve ou spiralés,

asporulés, parfois capsulés, mobile a un flagelle polaires (Federighi et al., 1998).



Les Campylobacter rencontrée plus fréquemment dans la viande de porc et volaille
(Salifou et al., 2013), sont provoquées (95%) des cas de gastro-entérite et (9,2%) des

diarrhées humaines (Federighi et al., 1998).
11.1.4. Listéria monocytogenes :

C'est la seule espece pathogéne de listéria d’origine alimentaire présente dans des
divers produits carnés (Sutra, 1998). Est une bactérie gram positive, réguliers, ubiquistes,
non sporulée mobiles de 5 a 6 flagelle, responsable de « listériose » humaine et nombreuses

animales (Sutra, 1998).

Dans les (20) derniers années ont été marquées par des épidémies d’origine

alimentaire (parfois plus 100 de malades) et trés grave (Salifou et al., 2013).
11.1.5. Escherichia coli :

Escherichia coli est un germe de la famille des Enterobacteriaceae , anaérobie
facultative a gram négative en forme de courts batonnets asporulés, mobiles grace aux
flagelle péritriches mesurant de 2 a 4 um de long et d’un diametre d’environ 0,6 um. ils sont
capables de fermenter plusieurs sucres . et que I'on trouve en grand nombre dans le tractus
intestinal de animaux et humains, la contamination par Escherichia coli survient le plus
souvent lors de la production et de la transformation d’aliments d’origine animale, ou

indirectement par de I'’eau contaminée (Ray, 2004; Eslava et al., 2003).

Sont caractérises par leur capacité a produire de vérotoxines, encore appelées «Shiga-

toxine » (Magras et al., 1998).

Il existe deux principaux types d’Escherichia coli pathogene qui sont les principales

causes de maladie d’origine alimentaire :

J E. coli Entérotoxigene (ETEC) : associe a la diarrhée et déshydratation, une cause
de la diarrhée du voyageur par la production d’enterotoxines thermo-labiles ou thermo-

stables

. E. coli entérohémorragique (EHEC) : par exemple : E. coli 0157:H7.



Les EHEC induisent également les lésions A/E, les EHEC produisent spécifiquement les
shigatoxines (Stx), absorbées par la circulation systémique induisant des complications

pouvant mettre en jeu le pronostic vital de I'individu infecté (Branchu, 2012).

I1.1.6.Yersinia enterocolitica :

Est une entérobactérie pathogene responsable d’infections humaines et animales, c’est
un bacille gram négatif, petit taille 0,8 a 2 um, immobile a 37°C et mobile a 30°C (Simonet et

Catteau, 1998).

- Yersinia enterocolitica est psychotrope c’est-a-dire capable de se multiplier a des

températures (< 4°C).

Chez I'humain provoque « I’'entérocolite », se traduit par une diarrhée, fievre, douleurs
abdominales... etc., grace a l'ingestion d’un aliment contaminée (Simonet et Catteau, 1998).
Les températures de pasteurisation détruisent les bactéries de Yersinia enteropothogéne.

Ainsi, les couples (temps / températures) Dans la cuisson des viandes (Salifou et al., 2013).
11.1.7. Staphylococcus :

Staphylococcus fait partie de la famille Micrococcaceae, il s’agit de cocci a gram positive,
mesurant 0,5 a 1 um de diamétre, en forme grappe, non sporulés, des bactéries aéro-
anaérobies facultatives. C’est un germe halophile et xérophile en plus d’étre un germe

mésophile.

70-80% des souches produisent des exotoxines, dont les enterotoxines staphylococciques
A, B, C1, C2,C3, D, E et H, la toxine du choc toxique staphylococcique et les toxines

exfoliatives A et B (Cavalli, 2003).
L'espece le plus connu du genre staphylococcus c’est S.aureus.

Chez I'homme, il vit dans la cavité nasale, dans les glandes sébacées et sudoripares, dans
les follicules pileux. Par conséquent, la contamination de la viande est possible au moment
de l'abattage et de I'enlevement de la mamelle, surtout lorsqu'il y a contact direct entre

I'numain et la carcasse (Salifou et al., 2013).



Il.2.Bactéries sporules
11.2.1. Clostridium botulinium :

Est une bactérie gram positive, anaérobie, mobile par ciliature péritriche droit ou
légerement incurvés, sporulés (certains souches ne sporulent pas) (Fach et Perelle, 1998).

C’est une bactérie mésophile, se multiplier a température de 15°C (Fernandes, 2009).

Les spores de C.botulinium ont une résistance de (20 mm) température a 110°C (Salifou

et al., 2013).

- Les souches de C.botulinium produit de neurotoxines botulique responsable de la

maladie « botulisme » (Fach et Perelle, 1998).
11.2.2. Clostridium perfringens :

C'est une bactérie gram positive, sporulé, anaérobie strict, thermophile, appartient au
groupe deux du genre « Clostridium » et a la famille « bacillaceae » (Salifou et al., 2013) , qui
forme d’un batonnet rectiligne aux extrémités carrées ou légerement arrondies, caractérise

par I'absence des flagelles « immobile » (Fach et Perelle, 1998).

Ce germe ubiquiste, est un hote de tube digestif de I’homme et animaux. L’'homme se

contamine en ingérant des aliments notamment les produits carnés (Anses, 2017).
Ill. Bacillus spp.
l1l.1. Position taxonomique de Bacillus spp.

Le genre Bacillus renferme plus de 90 espéces. Le genre Bacillus appartiennent a du
phylum Fimicutes (les bactéries a gram positif). a la classe des Bacilli, et a I'ordre de
Bacillales. Le Bacillus fait partie de la famille de Bacillaceae et comprend deux autres genres,

Geobacillus et Virgibacillus (Delarras, 2014).

Les Bacillus sont des bactéries a gram-positif, aérobies ou anaérobies facultatives et

capable de forme des endospores (Guinebretiere et al., 2008 ).



Les premieres classifications phylogénétiques étaient basées sur les propriétés
morphologiques et physiologiques. Puis, I'approche basée sur |'analyse en copie unique du
géne de I’ARNr 16S a fait son apparition. Wang W. et Sun, M. (2009) ont séparé les especes

du genre Bacillus en neuf (9) groupes phylogénétiques basés sur le gene de I’ARNr 16S.

Classification des Bacillus avec quelques exemples de bactéries appartenant a ces neuf
groupes (Wang et Sun, 2009) :

e Groupe | : B. pumilus, B. subtilis et B. licheniformis, B. safensis, B. mojavensis,
B. amyloliquefaciens et B. altitudinis, B. aerophilus, B. sanorensis.

e Groupe ll : B. cereus B. thuringiensis, B. anthracis, B. megaterium.

e Groupe lll: B. bataviensis.

e Groupe IV :B. infernus.

e Groupe V:B. indicus et B. litoralis.

e Groupe VI : B. macyae.

e Groupe VIl : B. arsericus, B. berbericu.

e Groupe VIl : B. saliphilus.

e Groupe IX : B. salarius, B. halophilus.

111.2. Caractéristique du genre Bacillus



Les Bacillus sont des bactéries en forme batonnets, souvent groupées en chainettes ou
isolées et mobiles sauf Bacillus anthracis. La Bacillus a un diametre de 0,6 a 1 um et une

longueur de 3 a 9 um (Delarras, 2014).

Les bactéries genre Bacillus apparait comme trés hétérogene phénotypiquement et
génétiquement, notamment au niveau respiratoire et métabolique (Carlin et Nguyen-the,

1998).

Toutes les espéces sporulent, un caractére obligatoire chez les Bacillus comme étant leur
forme de résistance aux conditions difficiles. En effet a différents stress tels que la

dessiccation, la chaleur, les produits chimiques... ect (Nicholson, 2002).

L'espece Bacillus était largement divisée sur la morphologie de la spore et sporange.
Les groupes sont :

e Groupe 1: Gram positif, produit central ou terminal, ellipsoidal ou cylindrique

spores qui ne distendent pas les sporanges. || comprend deux sous-groupes :

e Le sous-groupe 1: a grandes cellules comprend Bacillus anthracis, Bacillus

cereus, Bacillus mycoides, Bacillus thuringiensis, Bacillus megaterium

® Le sous-groupe 2: a petites cellules comprend Bacillus subtilis, Bacillus

pumilus et Bacillus licheniformis

e Groupe 2: Gram variable avec des spores centrales ou ellipsoidales et
gonflées sporanges . Bacillus coagulans, Bacillus alvei, Bacillus brevis et Bacillus

macerans appartenaient a ce groupe mais ont depuis été reclasse dans d’autres

genres

e Groupe 3: Gram variable sporanges gonflés avec terminal ou subterminal

spores : Bacillus sphaericus (Public Health England, 2018).

Les espéces de Bacillus sont utilisées dans de nombreux processus médicaux,

pharmaceutiques, agricoles et industriels qui tirent parti leur large éventail de



caractéristiques physiologiques et de leur capacité a produire une multitude d’enzyme
fibrmolytique (Nguimbi et al., 2014), d’antibiotiques comme bactériocines (Barboza-coron

et al., 2009) et d’autres métabolistes
111.3. Habitat du genre Bacillus

La majorité des especes de Bacillus sont saprophytes et largement distribuées dans
I’environnement (Delarras, 2014). On les trouve dans divers environnements tels que le sol
et les argiles, les roches, la poussiere, les milieux aquatiques (d’eau douce ou d’eau salée), la
végétation, la nourriture et le tractus gastro-intestinal de divers insectes et animaux

(Nicholson, 2002).
IV. Spores du Bacillus spp.

Les spores bactériennes ont été étudié pour la premiere fois par Cohn et koch « 1876 »
(Gould, 2006). Les endospores présentent des propriétés de résistance extraordinaires et de
survie cellulaire a long terme, résister a différents conditions enviromentales tel que : les
rayons(U.V), aux produits chimiques, a la chaleur extréme, et a d’autres stress (Mckenney et

al., 2013).

- Les Spores de Bacillus sont des contaminants fréquents des Denrées alimentaires

(Vreeland et al., 2000 ; Scottetal., 2007).

En effet, plusieurs auteurs ont Rapporté que les spores du Bacillus pouvaient survivre
plusieurs millions D’Année dans des niches Ecologiques spécifiques (Cano et Boruki, 1995 ;

Vreeland et al.,2000).
IV.1. Structure des spores de Bacillus spp.

La structure et la composition chimique des spores different de celles de cellules
végétatives. Ces différences selon l'origine des propriétés de résistance unique des spores.

Comme présentée sur la figure, la spore se compose de I'extérieur d’un :

IV.1.1. ’exosporium :



Cette structure principalement protéique n’est présente que chez certaines espéeces de
Bacillus comme B. cereus, B. anthracis ou Bacillus thurengiensis mais est absente chez B.
subtilis. Cette structure est constituée principalement de lipides, de polysaccharides et de
protéines (Matz et al ., 1970 ; Setlow et Johnson, 2007).

Sa fonction reste cependant peu claire, mais I’exosporium pourrait conférer aux spores
des propriétés d’adhérence aux surfaces du fait de sa nature extrémement hydrophobe. En

outre, I'exosporium est plus hydrophobe que le manteau (Koshikawa et al., 1989).

IV.1.2. Les tuniques :

Composé de plus de 70 protéines (Kim et al., 2006). dont la plupart sont codées par des
génes spécifiquement exprimés dans la spore chez B. subtilis (Driks, 1999; Lai et al., 2003).

Certains de ses protéines sont impliquées dans I'assemblage global des tuniques de la
spore ainsi que dans la formation de I'exosporium (Bailey-Smith et al., 2005).

Cette structure joue également un role dans la résistance de la spore face a de nombreux
produits chimiques tels que les acides, les bases, les agents oxydants et les solvants
organiques (Setlow, 2006), aux enzymes lytiques exogénes qui dégradent le cortex (Driks,
1999), aux radiations UV et aux peroxydes (Hullo et al., 2001) ainsi que contre la prédation

par les protozoaires (Klobutchere et al., 2006).

IV.1. 3. La membrane externe :

Cette membrane est une structure essentielle dans la formation de la spore. La
suppression de cette membrane chez des spores n'affecterait pas leurs résistances a la

chaleur, aux radiations et a certains agents chimiques (Setlow, 2006).

IV.1.4. Cortex :

Est composé de peptidoglycane, assemblé entre la membrane externe et interne des
préspores, et I'enveloppe protéique comprend la couche la plus externe de la spore

(Henrique et Moran, 2007).



Le cortex protege la spore de la chaleur et de la dessiccation (Tipper et Linett, 1976).

IV.1.5. Membrane interne :

Est composée de lipides et de protéines dont la majorité est impliquée dans le processus
de sporulation et de germination de la spore (Korza et Setlow, 2012). Elle joue un rdle
majeur dans la résistance de la spore contre les variations de température (Griffiths et
Setlow, 2009) contre les agents chimiques, et plus particulierement contre ceux qui

traversent cette membrane pour endommager I’ADN (Nicholson et al., 2002).

IV.1.6. Le coeur :

Est I'analogue du protoplaste de la cellule en pleine croissance. Le coeur contient la
plupart des enzymes de la spore ainsi que |’ADN, les ribosomes et les ARNt (Setlow, 2006).

Des petites molécules sont présentes dans le coeur et jouent un réle dans la résistance de
la spore. La premiére de ces petites molécules est I'eau (Gerhardt et Marquis, 1989).

La faible teneur en eau du cceur joue un réle important dans la résistance de la spore a la
chaleur (Moeller et al., 2009). La deuxieme molécule retrouvée en grande quantité dans le
ceceur est 'acide pyridine-2,6-dicarboxylique (acide dipicolinique (DPA)). Cette molécule est
synthétisée uniquement lors de la sporulation a l'intérieur de la cellule mére puis est
incorporée dans la préspore a un stade plus avancé de la sporulation. Elle est présente
exclusivement dans le cceur de la spore, Un troisieme type de molécules est décrit dans le
cceur de la spore. Il s’agit de petites protéines acides solubles appelées SASP de type-a/B.
Elles sont synthétisées seulement pendant le développement de la préspore et représentent
environ 10% des protéines totales de la spore (Slieman et Nicholson, 2001).

Le DPA ainsi que les SASP de type- a/Bsont impliqués dans la résistance de la spore contre
la chaleur et les traitements chimiques mais sont principalement impliqués dans la
protection de I’ADN contre les radiations UV (Driks, 1999; Slieman et Nicholson, 2001;

Setlow,2006).
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Figure N°1 : Ultrastructure d'une spore.

Légende : (a) Représentation schématique d’une spore dormante, (b) Observation en
microscopie électronique a transmission d’une spore de B. subtilis. (c) Observation en
microscopie électronique a transmission d’une spore de B. anthracis (Meckenney et al,
2013).

IV.2. Sporulation

La sporulation commence au début de la Phase stationnaire lorsque les nutriments sont
épuisés, elle commence lorsqu'un sporange se divise de maniére asymétrique pour produire
deux compartiments :

- La cellule meére et la préspore, qui sont par un septum. Ensuite, la cellule mére engloutit
la préspore.

- Apres la fission de la membrane au pole opposé du sporange, une préspore liée a la
double membrane se forme.

- Le cortex de peptidoglycane entre les membranes interne et externe des préspores est
assemblé au cours de la sporulation tardive. dans la derniere étape, la cellule mére se lyse

pour libérer une spore mature dans I'environnement (Meckenney et al., 2013).
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Figure N°2 : Le Cycle sporale

IV.3. Germination
Lorsque la spore placée dans des conditions favorables (eau, glucose, Acide aminés), elle
va donner naissance a une nouvelle cellule végétative, et on distingue (3) stades dans ce

processus de germination :

IV.3.1. L'activation :
Est un stade indispensable correspondant a une lésion des enveloppes sporales par des
agents physique (choc thermique), des agents mécaniques (abrasion..), des agents chimiques

(lysozyme, acides..).

1V.3.2. L'initiation :



Débute en présence de conditions favorables d'hydratation et des métabolites effecteurs
(alanine, adénosine, Mg+2..). Qui pénétrent a travers les environnements .endommagées et
déclenchent un processus autolytique, avec dégradation de peptidoglycane du cortex et
Libération de dipicolinate de calcium. Alors la spore gonflé d'eau et perd ses propriétés de

résistance.

IV.3.3. L'émergence :
D’une nouvelle cellule végétative comprenant le cytoplasme sporal entouré de la
membrane et de la paroi.la nouvelle cellule entre dans une phase active de biosynthese et la

croissance reprend graduellement (Anonyme : www biologie marine.com).

V. pathogénicité du Bacillus spp.

Bacillus sont rarement commensales chez I'homme, Quelques especes pathogenes
principales concernent 'homme comme B .anthracis et B .cereus, B .licheniformis. Cette
bactérie est un pathogene Opportuniste dont le pouvoir pathogene résulte de plusieurs
sécrétions (des toxines et des enzymes), qui lui conférent sont pouvoir toxique (From et al.,

2005).

D'aprés ce qu'a révélé une étude menée sur (50) isolats issus de B.cereus et d'autres
Bacillus, de viande, non résultats ont révélé que la présence de génes impliqué dans la
production de toxines et des enzymes dans ces isolats, ces toxines produites par Bacillus spp.
sont des agents responsables des épidémies d'origine alimentaire, de la détérioration des

aliments et poser un risque pour la santé de consommateurs (Ozdemir et Arslan, 2019).
V.1. Production des toxines
V.1.1. Bacillus cereus :

B .cereus est connu pour provoquer de toxi-infections alimentaires. C'est la troisiéme
cause de toxi-infection alimentaire collective (TIAC) en Europe (Anses, 2013). L'alimentation

est la principale voie de transmission de ces bactéries a I'homme.

B .cereus est en fait I'agent de deux types de syndromes d’intoxication alimentaire : un

syndrome dit émétique et un syndrome diarrhéique.



e Syndrome émétique :

Le syndrome émétique des intoxication alimentaires a B .cereus est di a une toxine dite
« émétique » ou « le céréulide » est présent dans les aliments et cause rapidement entre 30

minutes et 5 heures apres ingestion des nausées et des vomissements (Sutra et al., 1998).

Les plats qui provoquent le syndrome émétique sont généralement des aliments a base
farineux (riz, pates). Les spores de B.cereus germent pendant son stockage et produisent la

toxine émétique (Ehling-schulz et al., 2004). Cette toxine est trés résistante a la chaleur.

La dose de toxine céréulide suffisante pour induire des symptomes émétique peut entrer

de 5310 g /kg de poids corporel (Ramarao, 2012).

Les souches B.cereus capables de produire la toxine émétique représentent 1% des

isolats (Anses, 2021).
e Syndrome diarrhéique :

Le syndrome diarrhéique est causé par des toxines fabriquées directement par des
bactéries végétales dans l'intestin. L'ingestion de (105) cellules de B. cereus suffirait a
provoquer des symptomes de diarrhée, il s'agit donc dans ce cas d'une véritable infection

toxique (Clavel et al., 2004).

Les enterotoxines vont détruire la barriere intestinale, provoquant des diarrhées. Ainsi, la
contamination est détectée plusieurs heures aprés I'ingestion, les symptomes se manifeste

par des douleurs abdominales et une diarrhée abondante (Stenfors et al., 2008).

Il 'y a trois entérotoxines, haemolysin LB (Hbl), non haemolytie enterotoxin (Nhe) et
cytotoxin K (Cyt K 11,12), et elles peuvent jouer un role dans les symptomes diarrhéiques

(Anses ,2021).

V.1.2. Bacillus anthracis :

Bacillus anthracis est I'agent du charbon animal ou humain. La maladie du charbon est

principalement une maladie du bétail (herbivores), et les humains peuvent étre infectés



apres contact avec des animaux ou des peaux contaminés ou par ingestion de viande

contaminée (Fosse et Magras ,2004).

Chez les herbivores, les spores germent a l'intérieur de I'hGte apres avoir été ingérées,
produisant des cellules végétatives qui se multiplient et produisent des facteurs de virulence

potentiellement mortels (Vilas-Boas et al ., 2007).

La voie d'infection : cutanée, gastro-intestinale et inhalatoire (pulmonaire). Chaque
forme peut évoluer vers le charbon systémique mortel. La forme cutanée, qui représente 90
% de tous les cas humains (Spencer, 2003). La forme inhalée est considérée comme la plus
dangereuse des trois. Les spores inhalées atteignent I'alvéole ou elles sont phagocytées par

les macrophages puis transportées vers les ganglions médiatisnaux (Mock et Fouet, 2001).

Il existe deux principaux facteurs de virulence chez B. Anthracis. Et la production de trois
protéines (Smith, 2000). Les protéines sont des antigénes protecteurs (PA, 83 kDa), ainsi
nommés parce qu'ils déclenchent une réponse immunitaire protectrice contre I'anthrax, le

facteur létal (LF, 90 kDa) et le facteur d'cedéme (EF, 89 kDa) (Vilas-Bdas et al ., 2007).

Aucun d'eux n'est toxique; la toxicité est associée a la formation d'exotoxines binaires
par l'association de PA et de LF, appelée toxine |étale (LTx), et d'une association de PA et EF,
appelée toxine de I'cedéme (ETx), qui produit un cedéme au niveau de la peau (Collier et

Young 2003).

V.1.3. Bacillus thuringiensis :

Bacillus thuringiensis (Bt) est une bactérie insecticide utilisée avec succés comme
biopesticide depuis de nombreuses années. Au fur et a mesure que la bactérie sporule, elle
produit, dans des conditions limitées, un ou plusieurs cristaux contenant des protéines
appelées endotoxines delta ou toxines Cry qui, lorsqu'elles sont ingérées par un insecte
sensible, provoquent la destruction des cellules épithéliales tapissant l'intestin de l'insecte

(Bravo et al., 2007).

Ces toxines tuent un nombre limité d'especes d'insectes (Bravo et al., 2007). Les toxines

Cry produites par différentes souches de Bt présentent une toxicité pour différents ordres



d'insectes tels que les diptéres, les coléopteres et les |épidoptéres. Elles ont été utilisées
dans la lutte contre les ravageurs des cultures et les moustiques les plus importants (de

Maagd et al., 2003).

Bt produit des inclusions cristallines composées de toxines Cry ou Cyt pendant la phase
de sporulation de la croissance (Bravo et al., 2011). Ces protéines sont ingérées par les
larves et deviennent solubles dans l'intestin de I'insecte avant de s'insérer dans la membrane

apicale des microvillosités des cellules de l'intestin moyen de l'insecte.

Les toxines Cry et Cyt appartiennent a une classe de toxines bactériennes appelées
toxines formant des pores (PFT) qui sont généralement décrites comme des protéines qui
subissent des changements de conformation afin de s'insérer dans la membrane de leurs
hotes, créant des pores qui perturbent I'homéostasie des ions et détruisent la cellules cibles
(Parker et Feil, 2005).

V.2. Capacité de formation de biofilm

« Biofilm»: couche de micro-organismes qui se forment sur des surfaces en contact avec
I'eau (Dictionnaire environnement).

Les biofilms sont des communautés multicellulaires denses de micro-organismes attachés a
une interface ou a une surface ; ils sont formés en présence des signaux environnementaux,
tels que la disponibilité des nutriments et de I'oxygéne (Morikawa, 2006).

-les biofilms protege les bactéries et leur permet de survivre dans des conditions

environnementales hostiles (Tremblay et al., 2014).

V.2.1. Biofilms de Bacillus cereus :

Les spores de « B.cereus » montrent de fortes capacités d’adhésion aux surfaces des
équipements, et-étre-ainsi a I'origine de la formation de biofilms. Ces biofilms difficiles a
éliminer par les traitements de nettoyage, peuvent a leur tour produire des spores (Anses,
2021).

"B.cereus", en association avec d'autres espéces de bactéries, former des biofilms mixtes

(comme la production dans le carton) (Faille et al., 2014).



V.2.2. Biofilms de Bacillus subtilis :

B.subtilis produit des biofilms a l'interface air_ liquide plutét que sur des surfaces solides.
Dans un liquide, du fait de I'aérotaxie des cellules.

Formation de biofilms par B.subtilis et les espéces apparentés permettent le controle de
I'infection causée par les agents pathogenes des plantes, la réduction de la corrosion de

I'acier doux et I'exploration de nouveaux composés (Morikawa, 2006).

VI. La thermorésistance

La thermorésistance ou le traitement thermique est I'application et |'utilisation de la
chaleur a la préparation des aliments de facon a détruire les bactéries ou des

microorganismes. La plupart des microorganismes résistés a la chaleur sont thermophiles.

La résistance thermique par les microorganismes est variable et la réduction de la charge
microbienne est proportionnelle a quantité de la température et le temps appliquée (anses,

2019).

Dans le traitement thermique a température peu élevées (80°C- 100°C) suffisent a

détruire des microorganismes sous forme sporulées (Hanna-Wakim, 2008).

La capacité des microorganismes a survivre a des températures élevées peut-étre
grandement augmenté de la composition nutritionnels des médicrs, qui peuvent fournir une

protection contre les dommages.

Il existe trois types de traitements thermiques, en fonction de leur intensité et de leurs

objectifs :

e Stérilisation : a haute température (>100°C), capable de détruire toutes les

formes microbiennes, y compris les endospores bactériennes.

e Pasteurisation: traitement thermique a basse température visent Ia

destruction des formes végétatives thermosensibles a I’exclusion des spores.

e Pasteurisation stabilisatrice : méme type que la précedent (Hanna-Wakim,

2008).



Il existe deux grandes méthodes utilisées dans le traitement thermique :

e Chaleur seche: implique une incubation dans un four; nécessite des

températures plus élevée des temps plus long.

e Chaleur humide : utilise la vapeur sous pression elle est plus efficace que la

chaleur séche.

De nombreux auteurs ont conclu que la résistance a la chaleur humide des spores

bactériennes était corrélée avec la température de sporulation (Abbas ,2014).

De nombreuses études ont été menée sur l'influence des facteurs, tel-que le : PH, nature
acidulant, la température et la temps,...... sur la résistance thermique des spores (Laurent et

al., 1999).
La résistance a la chaleur des bactéries est décrite par deux paramétres :
e ValeurD:

Est défini comme le temps de chauffage requis a une température spécifique pour tuer
(90%) des cellules viables ou des spores d’un organisme (réduction décimale du

temps) (Adekanmi et al., 2020).
e ValeurZ:

Ou facteur d’activation, correspond a la variation de la température de traitement qui

conduit a la modification d’un facteur 10 la durée de valeur D (Durand, 2014).

Tableau N° 6 : Niveaux de thermorésistance de quelques spores de Bacillus (Durand, 2014).

D value (min) a: Z value (°C)

Type d’aliments et 121°C 100°C
microorganismes




Aliments peu acides
(pH>4.6)

Aérobie mésophile

Bacillus licheniformis 13 6
Bacillus subtilis 11 7
Bacillus cereus 5 10
Bacillus megaterium 1 9
Aliments acides (pH<4.6)

Aérobie thermotolérents

Bacillus coagulans 0.01-0.1

Aérobie mésophiles

Bacillus polymyxa 0.1-0.5

Les valeurs Z sont moins fluctuantes que D et sont généralement de I'ordre (4-7°C) pour

les formes végétatives et de I'ordre de (10°C) pour les spores (Hanna-Wakim, 2008).

Il est possible de calculer le temps de réduction décimale. En utilisant une représentation

de la courbe :

log1l0 (population survivante), en fonction du temps de traitement a température

constante (figure N°3) :
Dr=t/(logl0 Np - log10 N)

Dr: est le temps de traitement thermique, nécessaire a la température (T) pour diviser

par (10) la charge microbienne.

No : nombre des microorganismes au temps t.

N : nombre des microorganismes.
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Figure N°3 : graphe représente la survie d’une population microbienne aux traitements

thermiques en échelle semi-logarithmique pour une température donnée T (anses, 2019).

I. Echantillonnage

L’échantillonnage a été effectué a partir de différents points de vente (restaurants,
fastfood et superettes) situés a Laghouat. Les échantillons ont été présentés comme des

morceaux de viande de poulet cuit ou des dérivées de viande traitées et conditionnés « 8

produits » (tableau N° 7).



Tableau N° 7: Différentes échantillons et leur site et leur date et heure de la prélever.

Echantillons Date de I'achat heure site

1/poulet fumée 28.02.22 10:00 Superette Taiba

2/paté 28.02.22 10 :00 Superette Taiba

3/poulet routi 28.02.22 11:25 Restaurant a « al-mkam »

4/poulet routi 28.02.22 17 :30 Restaurant a « N.ben-chohra »

5/poulet kebab 05.03.22 12 :55 Restaurant en face université
amar-thlidji.

6/brochette poulet 05.03.22 12:40 Restaurant a coté de grande
université.

7/poulet salami 05.03.22 12 :20 Superette a coté de grande
université.

8/poulet luncheon 05.03.22 12 :20 Superette a coté de grande
université.

Les échantillons ont été transportés dans des boites de prélévements stériles déposées
dans une glaciére et analysés dans les plus brefs délais. Les analyses ont été effectuées au
niveau du laboratoire pédagogique de microbiologie (département de biologie / université

« Amar-thlidji » de Laghouat)
Il. Analyse microbiologique

I1.1. Préparation de solution mére

Les échantillons ont été pesés aseptiquement a I'aide d’une balance avec une pipette
stérile a la flamme (1g) de poulet routi (voir figure N°4) ou d’un petit morceau produit carnés
utilisés. Apres, introduits dans un flacon ou bien dans un tube contient (9ml) d’eau
physiologie stérile (figure 5). L'homogénéisation de cette préparation pendant (1-2minute) a
I'aide d’un agitateur « vortex » pour détacher bien la flore bactérienne présente dans la

viande (FigureN°4).



Figure N°4 : les préléevements et préparations de solution mere.

11.2. Préparation de dilutions décimales

Avant les dilutions, on a fait un petit traitement thermique : apporté les tubes contient la
solution mére dans un bain marie a température (80°C) pendant (12min) pour éliminer les
autres flores = étape clé. Apres, une séries de dilutions décimales a été réalisée dans un
I’eau physiologie stérile et a partir de la solution mére : (Iml) est introduit dans une tube
contenant (9ml) d’eau physiologie a I'aide d’une micropipette, c’est la dilution de (10?), et

Apreés, on a préparé la dilution (10°) de méme facon (Figure N°5).
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Figure N°5 : la préparation des dilutions décimales.

Figure N°6 : les dilutions décimales.

Quand on arrive a dilution (107), on prend (2) boites contient le milieu « G.N » et

« Mossel ». A partir de chaque dilution ; un volume de (1 ml) transféré sur les (2) boites

(Figure N°6). Les colonies sont ensuite incubées sur boites de pétri, a I'aide d’un rateau

stérile, les boites sont incubés a (30°C) pendant (24/48heures).



Figure N°7 : ensemencement des isolats dans les boites

Aprés les échantillons de viande ont été transférés dans de I'eau physiologique stérile. Les
échantillons de viande ont été homogénéisés pendant 2 minutes a I'aide d'un vortex puis
chauffés a 80°C pendant 10 minutes pour détruire les bactéries et champignons végétaux et
faciliter l'isolement des spores de Bacillus qui ont survécu au traitement thermique

(Zeighami et al., 2020).
lll. isolement et purification :

Apres l'incubation et lecture de résultat, a partir des boites contient les colonies, une
fraction de colonie est réensemencée dans un tube contient (5ml) de « B.N »et incuber a
(30°C) Pendant (24h). A partir de chaque tube incubé, les boites contient le G.N est
réensemencée jusqu’a I'obtention des souches pures, c’est-a-dire un seul type de colonie,

selon la méthode « d’épuisement » par strie :

echarger I'anneau de I'anse de platine par la suspension, avant diviser la boite

en(3) cadrans.
e déposer la suspension au bord de la boite sur le premier cadrant :
e tracer al'aide de I'anneau de I'anse des stries serrées sur le premier cadran.

e flamber I'anneau et laisser refroidir.



e retourne la boite vers la deuxiéme cadrant et on le trace de la méme fagon du

premier.

Retourne la boite vers la troisieme cadrant on I'ensemence cette fois-ci par des stries non

serrées, mais éloignées.

Figure N°8 : les tubes a B.N pour purification.
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Figure N°9 : les étapes d’isolement et purification.

IV. identification des isolats
IV.1. Examen macroscopique

Ce test a apprécier la taille de colonies, le contour, la consistance et la couleur sur

milieu Mossel.

IV.2. Examen microscopique

Par:

IV.2.1. Coloration de Gram :

Cette coloration est la base de I’identification d’une souche bactérienne. Au terme du
processus de coloration, les bactéries dites Gram négatifs apparaissent roses tandis que les
bactéries dites Gram positifs sont colorés en violet. Aussi la coloration de Gram permette de
différencier les bactéries selon leur morphologie, leur affinité tinctoriale et d’apprécier leur

regroupement.

Sur une lame une goutte de la suspension a été étalée en couche mince. Aprés
séchage a I'air libre, le frottis a été fixé par passage de la lame a une flamme du bec Bunsen.
La coloration a été réalisée et I'observation devient préte pour déterminer le Gram des

bactéries.
IV.2.2. Coloration des spores au vert de malachite :

Les bactéries du genre Bacillus forment une structure exceptionnellement résistante
appelée endospore, sa morphologie et sa localisation varient selon les espéces et sont
souvent précieuses dans l'identification. Les endospores ne sont pas bien colorées par la
plupart des colorants, cependant une fois colorées, elles résistent a la décoloration. Cette

propriété est a la base de la coloration des spores au vert de malachite.

Dans cette coloration le frottis est fixé a la chaleur, puis recouvert d’une solution
aqueuse de vert de malachite a 5%. On laisse agir a chaud (plaque chauffante) pendant 15
minutes a partir de I'’émission de vapeurs (ne jamais laisser sécher ; rajouter du colorant si
nécessaire). La préparation est ensuite lavée sous filet d’eau, colorée a la safranine (solution

aqueuse 5%) pendant 5 min puis rincée, séchée et observée au microscope photonique.



V. identification biochimique
V.1. Test de ’oxydase

Déposer sur boite de pétri un disque oxydase et I'imbiber avec une goutte d’eau distillé
ou eau physiologie stérile, prélever une partie de la colonie a I'aide d’une anse de platine ou
d’une pipette pasteur boutonnée sur le disque (Delarras, 2014). Une coloration violet foncée

apparait aprés quelques minutes sur le disque, puis vire au na : oxydase(+).
V.2. Test de Catalase

La catalase est une enzyme dégradant le Peroxyde d’Hydrogeéne en Oxygene et en Eau

selon la réaction :

2H202H 2HZO + OZ

C'est une enzyme, joue un rdle majeur dans I'élimination du peroxyde d’hydrogene. Le test
de la catalase a consisté a mettre en suspension une colonie de culture bactérienne dans une
goutte d’eau oxygénée a 3%. Un résultat positif visible a ’ceil nu est un dégagement
d’oxygeéne qui se traduira par une effervescence, 1’absence d’effervescence est un résultat

négatif (Delarras, 2014).

disque oxydase

e

“Ye

Figure N°10: tests oxydase et catalase.




V.3. Hydrolyse de I'amidon

Un test d'hydrolyse d'amidon est basé sur une réaction d'amidon non hydrolysé avec l'iode.
Les souches ont été ensemencees sur gélose nutritive contenant 1 % d'’Amidon (voir annexe).
Apreés avoir obtenue une culture bactérienne, elle a été recouverte par une solutionde lugol.
L'amidon donne une couleur bleu foncé. L hydrolyse est mise en évidence par l'absence de

coloration autour de la culture (Ben ahmed et al., 2020).
V.4. Hydrolyse de la caséine

Ce test est effectué en ensemencant les souches en des stries plus proches au centre de
milieu gélosé contenant (5g) de la caséine (voir annexe). Aprés incubation, une activité

caséinolytique se traduit par la présence d’une zone claire autour de la culture (Ben ahmed et

al., 2020).
V.5. Hydrolyse de lécithinase

Ce test effectué en ensemencement des souches en des stries plus proche au centre de la
boite contient la G.N contenant (5g) de jaune d’ceuf (voir annexe).Apreés une incubation
(30°C/24h), une activité hydrolytique du jaune d’ceuf se traduit par la présence d’une zone
claire autour de la culture bactérienne (Ben ahmed et al., 2020).

V.6. galerie API 20

Identification biochimique a été menée par une galerie classique, qui a regroupé les tests
comme du glucose et du lactose, du citrate, du mannitol-mobilité-nitrate et du test de

I'urée-indole.....etc. (Koua ABE et al., 2018).
La galerie classique est appliquée en suivant ces étapes :

e Prendre une seule colonie isolée (a partir d'une culture pure) et faire une

suspension bactérienne dans de I'eau physiologie stérile.

e Combinez le fond et le couvercle d'une boite d'incubation et répartissez I'eau
dans les cellules pour créer une atmosphéere humide. Placer ensuite la galerie dans la

boite d'incubation dans des conditions stériles.



e Prenez une pipette Pasteur et remplissez ces compartiments avec la

suspension bactérienne.
* Incuber la plaque a 30 °C pendant 24 heures.
e Apréesincubation ajouter les réactifs de la fagon suivante :
*IND : ajouter 1 goutte de réactif de Kovacs.
*V/P : ajouter 1 goutte de KOH et d’a-napthol.

*NO2- / N2: ajouter 1 goutte de réactif de Griess Ajouter de la poudre zinc en

cas de résultat négatif.
V1. Preparation de la suspension sporale

Nous avons préparé le G.N fortifié « pour la sporulation, en ajoutant (40mg/l) de (Mnso4)
+ (100 mg) de (Cacl2). Aprés, I’incubation de pré-culture (0,1ml) de chaque tube est étalé sur
« G.N fortifié », incubation a (35°C /7 jours). Ensuite, les ont été recueillies en raclant la
surface de la gélose dans un 1 ml d’eau distillée stérile et transféré dans des tubes coniques
plastiques. La suspension sporale sont lavées (3) fois et centrifugée (6500) tours/15min. Apres
la centrifugation, le surnageant est jeté et les spores sont lavées avec (0,5 ml) d'eau distillée
stérile et (0,5 ml) d'éthanol. Apres la 3sieme centrifugation, le culot est conservé dans 1 ml
d’eau distillé stérile. La suspension finale (envi : 1010spores ml™), répartie dans des micro
tubes stériles (Couvert et al., 2005).

VII. Traitement thermique

Pour le traitement thermique on a prendre (4) souches :(Bacillus «5PK », Bacillus
« 3PRM », Bacillus « 4PRB », Bacillus « 7PS ») prévenant de (3) échantillons de différents
sites pour évaluer leur thermorésistance. Ajouté un volume d'eau distillée stérile a la
suspension sporale et agiter. A partir de cette suspension (1ml) est transféré dans un (5ml) de
B.N stérile=solution mére. Cette solution mere sont traités thermiquement dans un bain marie
a différents température, pendant différents temps (tableau N°8)

Tableau N°8 : les plages de temps et les températures utilisées dans le traitement thermique des
isolats.

Les Isolats




90°C 95°C 100°C 105°C
5 min 5 min 1,25 min 0,75 min
10 min 10 min 2,5 min 1,25 min
15 min 15 min 5 min 2,5 min
20 min 20 min 10 min 5 min

Apres avoir été traitées, les tubes ont été rapidement refroidis dans un bac de glace pendant
quelques minutes, pour stopper le traitement thermique. Aprés une série de dilutions
décimales avec I'eau physiologie stérile pour chaque température et chaque temps. Apres on
prend (100 ul) de solution diluée et en met sur la G.N, en utilisant la méthode en masse avec

le rateau (raclé), les boites sont incubés a la suite a (30°C/24heure).
« Détermination de la valeur Dretval Z :

Lors de I'application d'un traitement thermique, en utilisant une représentation de la courbe
(log10: population survivante) en fonction du temps (en minutes) a une température constante

est exprimée par la relation : (anses, 2019).
(Equation 1)

Les courbes de survie ont éeté tracées; elles ont été ajustées selon le modéle linéaire, avec

I'équation suivante :
(Equation 2)

No et N : représente le nombre de spores initial et au temps t respectivement, exprime en
nombre d'UFC (Abbas, 2014), et le parametre D: c'est le temps de traitement thermique(en
minutes), nécessaire a la température T deviser par 10 la charge microbienne (anses, 2019).
Lorsque la température du traitement élevé, la vitesse de destructions des bactéries est plus

rapide, D+ est donc plus faible (anses, 2019).
e valeurZ:

La valeur Z a été déterminée a partir de la droite de régression obtenue en tracant les
valeurs log D en fonction de leurs températures de chauffage correspondantes (Laurent et al.,
1999), ou Z exprime I'augmentation de température necessaire pour réduire d'un facteur 10 le
temps létal de traitement. Plus le Z est éleve, plus la résistance a la montée en température est

élevée. Valeur Z correspond a (-1/a), ou "a «représente la pente de la courbe ».



e Dénombrement de Bacillus spp.

Une totalité des 8 échantillons de viande de poulet ont révélés que 75 % des échantillons

contiennent des germes de Bacillus spp.



Apres un ensemencement sur « G.N » et les repiquages successifs effectuées et apres une
incubation, ont permet la sélection des 08 souches, désignées selon un code
(Bacillus « 1PC », Bacillus « 2PF », Bacillus « 3PRM », Bacillus « 4PRB », Bacillus « 5PK »,
Bacillus « 6PB », Bacillus « 7PS », Bacillus « 8PLU »). Elles ont montrées une meilleure
croissance sur « G.N » (colonies apparaissent au moins de 24h d’incubation), il y a une

diversité dans morphologie, et la taille des colonies (Figure N°11).

Figure N°11 : purification des isolats Bacillus spp.

Les résultats de la recherche et dénombrement des « Bacillus spp. » sont présentées

dans le tableau N°9.

Tableau N°9 : Dénombrement de Bacillus spp. dans les trois secteurs de Laghouat.

Bacillus spp. | (log ufc/g) |




Min Moyenne Max
Wiam 3,25+ 0,37 3,94 4,42 + 0,16
Maamourah 3,84+0,73 4,21 4,57 £ 0,75
Oasis nord 0.0+0.0 3,88 0.0+0.0
Moyenne globale 4,01

Les résultats ont montré que les trois sites de vente (wiam, Maamourah, oasis nord)
présentent une contamination par « Bacillus spp. » avec une concentration maximale égale

4,57 Log ufc/g dans le site de vente Maamourah.

Figure N°12 : Dénombrement de Bacillus spp. dans les trois sites de vente.

Selon le journal officiel de la république algérienne N°(39), du le(08) chaoual (1438), (02)
juillet(2017), qui fixe les valeurs (m) minimales et valeurs(M) maximales entre 2 a 3 Log
UFC/g des Bacillus spp. dans différents produits tel que : les produits de charcuterie a base

viande et plats préparés...etc.

Ainsi les valeurs maximales de germes obtenues a partir des analyses microbiologiques
gue nous avons effectuées pour les échantillons utilisés supérieur aux seuils indiqués au
journal d’officiel de la république algérienne qui nous soyons nous avons observé la
présence des Bacillus spp. Qui sont considérés en tant que germes pathogénes et dangereux

pour le corps humain.




Cette contamination peut-étre due a (X) raisons, dont le manque d’hygiéne au niveau des

abattoirs, ou au niveau des points de vente de poulet cuit ou différents produits carnés.
Il. Identification des isolats
11.1 Examen macroscopique

La caractérisation morphologique des isolats (forme, taille et colonies) a été réalisée a
I'ceil nu sur des colonies préalablement incubées 24h a 37°C sur milieu gélosé « G.N ». Cette
étude consiste en une observation directe a I'ceil nu de I'aspect morphologique des colonies
obtenues. Aprés incubation on a observé des colonies de différentes tailles, bien isolées ou
en chaines, de couleur blanchatre et jaunatre brillante ou Créme, a pourtour régulier ou

irrégulier, certaines ont des formes circulaires et lenticulaires.
111.2. Examen microscopique
111.2.1. Coloration de Gram :

L’observation microscopique de souches isolées, nous a révele des batonnets Gram (+) ou

en chainettes et la présence des spores (Figure N°13).
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Figure N°13 : L’observation microscopique des cellules bactériennes Bacillus apres fixation

(Coloration de Gram) (Gx100).

I11.2.2. Coloration des spores au vert de malachite :



L'observation au microscope a montré la coloration des spores en vert, tandis que le reste

des bactéries ou des bactéries qui ne se sont pas multipliées apparaissent en rouge et rose.

Figure N°14 : L’observation microscopique des Bacillus aprés Coloration des spores au vert de
malachite (Gx100).

IV. identification biochimique

Dans notre étude, les activités hydrolytiques (lipolytique, amylolytique, protéolytique) ont
été mise en évidence aprés (24h) d'incubation en utilisant les milieux de culture suivants:

Gélose a amidon, Gélose a caséine, Gélose a jaune d’ceuf.

IV.1. Hydrolyse de I'amidon

L’amidon hydrolysé réagit avec l'iode et donne une couleur bleu foncé alors que les zones

d'hydrolyse sont révélées par la présence de coloration autour de culture (Figure N°14).




hydrolyse
de lamidon

Figure N°15 : Hydrolyse de I'amidon par la souche Bacillus 5PK.

IV.2. Hydrolyse de La caséine

On observe un halo opaque (zone clair) autour de lI'ensemencement, c'est-a-dire la

bactérie a une activité protéase "caséinase", hydrolysé la caséine dans le Gélose.

hydralyse de la caséine

Figure N°16 : Hydrolyse de la caséine par la souche Bacillus 6PB.

IV.3. Hydrolyse de Lécithinase

La présence d’une halo- opaque autour de I'ensemencement de I'en souche révélé
I'activité lécithinase que nous avons déja cité, cette zone présente la couleur des lipides qui

est ont été dégrade par cette enzyme.
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Figure N°17 : Hydrolyse la lécithinase par la souche Bacillus 8PLU.

Tableau N°10 : caractérisation biochimique des isolats.

ONP | AD |LDC | OD | CIT | H2S | URE IND vP GEL GLU MAN
G H C
3 - + + + - - - - + + + -
PR
M
INO SOR | RH | SAC | ME | AM | AR | Catalas | oxydas | amylas | protéas | Lécithinas
A L Y A e e e e e
- - - - - - - + + + + +
ONP AD LDC | OD CIT | H2S | UR IND VP GEL GLU MAN
G C E
4 + + + + + - - - + + + +
PRB
INO SOR |RH | SAC | ME | AM | AR | Catalas | oxydas | amylas | protéas | Lécithinas
A L Y A e e e e e
- - + - + + + + - + + +
ONP |AD |[LDC |[OD | CIT [ H2S | UR | IND vP GEL GLU MAN
G H C E
5PK | + + + + + - - - + + - +
INO SOR | RH | SAC | ME | AM | AR | Catalas | oxydas | amylas | protéas | Lécithinas
A L Y A e e e e e
- + + + + + + + - + + +
ONP |AD |[LDC |[OD | CIT [H2S | UR | IND vP GEL GLU MAN
G H C E
+ + + + + - - - + + + -
6 PB | INO SOR |RH | SAC | ME | AM | AR | Catalas | oxydas | amylas | protéas | Lécithinas
A L Y A e e e e e
- + + - + - + + + - + -
ONP AD LDC | OD CIT | H2S | UR IND VP GEL GLU MAN
G H C E
- + + + - - - - + + + -
7PS | INO SOR | RH | SAC | ME | AM | AR | Catalas | oxydas | amylas | protéas | Lécithinas
A L Y A e e e e e
- - - - - - - + + + + +




ONP | AD LDC |OD | CIT |[H,S [ UR | IND VP GEL GLU MAN

G H C E
8 - + + + - - - - + + + -
PLU
INO SOR | RH | SAC | ME | AM | AR | Catalas | oxydas | amylas | protéas | Lécithinas
A L Y A e e e e e
- - - - - - - + + + - +
ONPG : B-galactosidase ADH : arginine dihydrolase LDC : lysine decarboxylase
ODC : ornithine decarboxylase CIT : Citrate H,S : Hydrogen sulfide
URE : Urease IND : Tryptophan deaminase VP : Voges-Proskauer
GEL : Gelatinase GLU : Glucose MAN : Mannose
INO : Inositol SOR : Sorbitol RHA : Rhamnose
SAC : Sucrose MEL : Melibiose AMY : Amygdalin ARA : Arabinose

(+) : réaction positive ; (-) : réaction négative

Les résultats du tableau 5 montrent que les cing souches (Bacillus 3PRM, Bacillus 4PRB,
Bacillus 5PK, Bacillus 6PB, Bacillus 7PS) possédent une activité protéolytique et que seule la
souche Bacillus 8PLU a une activité négative, et la plupart des souches contiennent une
substance amylolytique sauf Bacillus 6PB et pour les cinq souches (Bacillus 3PRM, Bacillus
4PRB, Bacillus 5PK, Bacillus 7PS, Bacillus 8PLU) produisent de la lécithinase, a |'exception de

Bacillus 6PB.

L'étude biochimique et morphologique nous a permis de caractériser et d'identification

des bactéries.

Tableau N°11 : Résultats d'identification biométrique des isolats.

Isolat Souche similaire Pourcentage de similarité %
3PRM Bacillus anthracis 72,22
4PRB Bacillus licheniformis 80
5PK Bacillus licheniformis 80
6PB Bacillus licheniformis 80
7PS Bacillus thuringiensis 87,5
8PLU Bacillus cereus 72,22

V. Traitement thermique



Résultat de traitement thermique, ou bien résultat de résistance des souches de Bacillus
basée sur deux choses : température et temps, est définie par deux parameétres essentiels :

valeur Dt et valeur Z.
e ValeurD:
Tracer généralement le graphe une distraction thermique logarithmique
(Log(UFC) /g/ temps). Selon ce graphe, en détermine la valeur (D7),
Valeur (D7) = pente = A log (UFC\g) / A temps
Dy : c’est variation de temps nécessaire pour démunie la charge microbienne initiale.
Valeur Z :

Qui correspond a I'élévation de la température nécessaire pour réduire la charge

microbienne initiale par ordre un log décimal.

Tableau N°12 : Temps de réduction décimale (D;) des spores des 4 souches étudiées a différentes

températures.
Souches Température Valeur D Valeur Z

(°C) (min) (°C)
90 24,94

5 PK 95 7,25 12,56
100 5,34
105 1,30
90 20,88

7PS 95 25,21 15,93
100 3,63
105 3,58
90 19,07

4 PRB 95 13,99 14,87
100 6,14
105 1,90




20 25,09
3 PRM 95 10,72 31,02
100 8,23
105 7,95
5 PK : Poulet Kabab 7 PS : Poulet Salami 4 PRB : Poulet Routi N.ben-chohra

3 PRM : Poulet Routi al-makam.

. (B)
©) (D)
Figure N°18 : Détermination des valeurs D; de la thermo résistance des spores de Bacillus spp.
Souche

Bacillus 5 PK aux températures :(A) : 90°C, (B) :95 °C et (C) : 100°C, (D) :105°C.
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Figure N°19: Détermination des valeurs D; de la thermorésistance des spores de Bacillus
spp. Souche Bacillus 7 PS aux températures :(A) : 90°C, (B) :95 °C et (C) : 100°C, (D) :

105°C.




. (B)

(©) (D)
Figure N°20 : Détermination des valeurs Dt de la thermorésistance des spores de
Bacillus spp. Souche Bacillus 4 PRB aux températures :(A) : 90°C, (B) :95 °C et (C) :
100°C, (D) 105°C.
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Figure N°21 : Détermination des valeurs Dt de la thermorésistance des spores de Bacillus
spp. Souche Bacillus 3 PRM aux températures :(A) : 90°C, (B) :95 °C et (C) : 100°C, (D)
105°C.

Figure N°22: Détermination de la valeur Z de la thermorésistance de la souche Bacillus
spp. Souche Bacillus 5 PK aux températures 90 °C, 95°C et 100°C ,105°C.

Figure N°23 : Détermination de la valeur Z de la thermorésistance de la souche Bacillus




spp. Souche Bacillus 7 PS aux températures 90 °C, 95°C et 100°C, 105°C.

Figure N°24: Détermination de la valeur Z de la thermorésistance de la souche Bacillus
spp. Souche Bacillus 4 PRB aux températures 90 °C, 95°C et 100°C, 105°C.

Figure N°25 : Détermination de la valeur Z de la thermorésistance de la souche Bacillus
spp. Souche Bacillus 3 PRM aux températures 90 °C, 95°C et 100°C, 105°C.

Les courbes de traitement thermique des souches testées étaient logarithmiques. Les
temps de réduction décimales " D" sont estimées apreés |'ajustement linéaire de courbes Log
(UFC/g) en fonction de temps ; c'est-a-dire le nombre de Spores de Bacillus quand il diminue

par un facteur de 10 en fonction de temps.

Autrement dit, les valeurs Dt représentent le temps nécessaire pour que la charge

microbienne diminue par 1Log.

Les valeurs Dt sont inversement proportionnelles a la température du traitement, lorsque

la température est augmentée, suivi a une diminution de la valeur D-.

Le résultat de la thermorésistance des souches de Bacillus testées a différents
température (90°C, 100°C, 95°c, 105°C) pendant différents temps de traitement, montre que
les valeurs Dt trouvées dans cette étude sont variables d'une souche a une autre, par
exemple les valeurs Dgg de quatre souches variée entre (19,07 min) et (25,09 min). Les
valeurs Dgs de quatre souches variée entre (7,25 min) et (25,21 min). Les valeurs Diqg varient

entre (8,23 min) et (3,63 min), et les valeurs D4gs5 varient entre (7,95 min) et (1,30 min).

Les valeurs D les plus élevées obtenus pour les (4) souches testées étaient a des

températures (90°C, 95°C) respectivement.

La variation de température nécessaire pour diminuer la charge microbienne "valeur Z"
dans un cycle log a été tres variée entre les souches testées. La valeur Z la plus élevée est

celle de la souche (3PRM) qui était de 31,02°C " que dans les autres souches.



La thermorésistance est un caractére important des spores de Bacillus. Elle varie d'une
souche a une autre et selon les conditions expérimentales. Cette propriété est liée a
plusieurs facteurs notamment, la teneur en eau et la présence d’enveloppe comme le cortex
amorphe et les tuniques sporales protéiques. Alors que Doyle et Mazzotta ont rapporté en
2000 que d’autres facteurs influent sur la thermorésistance des spores telles que I'dge de la
culture, les conditions de croissance et le milieu de recouvrement. La résistance aux fortes
températures est due a trois facteurs principaux, la déshydratation du protoplaste, la

minéralisation et I'adaptation thermique (Cazemier et al., 2001).

Les valeurs D et Z les plus élevées pour les souches testées signifient une plus grande
résistance a la chaleur ; ainsi, que la spore est capable de survivre et de se développer dans
la viande de poulet cuite. Par ailleurs, la souche Bacillus (3 PRM) est la plus résistante au

traitement thermique parmi les quatre souches testées.

Nos valeurs sont en désaccords avec les résultats obtenus par Gonzalez et son équipe en
1999 car nos résultats sont beaucoup plus élevés. lls ont trouvé des valeurs de D90 varient
entre 0,324 a 0,42 min, alors que les valeurs de D96 varient entre 0,15 et 1,21 min et a
100°C, les valeurs Dt varient entre 0,065 min et 0,42 min. Concernant les valeurs Z, les
valeurs de notre étude sont plus élevées que celles obtenues par I'auteur cité et qui sont
7,63 °C et 8,53 °C. Nos valeurs sont aussi plus élevées que celles déterminées dans I'étude
menée par Byrne et al., en 2006 et qui sont 8 et 8,6 °C. Tandis que nos résultats sont

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

Afin de discuter mieux nos résultats et en raison de la rareté des travaux menés sur le
traitement thermique des souches de Bacillus dans la viande de poulets, nous avons essayé
de comparer nos résultats avec d’autres études qui ont testés la résistance des Bacillus dans
d’autres matrices alimentaires, tel que I'étude menée par Benamara (2017) ou les valeurs
Do étaient de 7,67 min. Dygs variée entre 4,94 min et 47,02 min, ces valeurs sont élevées
par rapport a nos valeurs. Les valeurs Z obtenus dans notre travail pour les 4 souches testées
(15.93°C, 14.86°C, 12.55°C) respectivement, sont moins a celle citées par (Benamara, 2017) :
16,13°C, 21,28°C, 22,15°C respectivement. Et par rapport (Gonzalez, 1999) : Z variée entre
7,18°C et 8,53°C.



On a constaté également que le traitement thermique appliqué aux spores de Bacillus
spp. peut éradiquer la charge microbienne dans le pire scénario trouvé ou la concentration a
été de 4.57 log ufc/g dans un temps de cuisson de 114.66 min (presque 2 heures) a 90°C.
Tandis qu’a la température de 95°C, le temps de cuisson nécessaire pour éliminer la méme
souche est de 48.99 min. Cela reste -pratiquement- insuffisant pour tuer la quasi-totalité des
spores des Bacillus spp. Elles sont résistantes a une large gamme des températures et
constituent un grand probléme dans les domaines agro-alimentaires, plus particulierement
dans le secteur de la volaille. Suite a nos visites effectuées et en se basant sur les données
observationnelles, nous avons remarqué une négligence remarquable par les restaurateurs
en laissant les roétissoires en dehors du site, portes ouvertes, exposés a toutes sortes de
poussiere et de contamination externes, mais surtout a des températures de cuisson

beaucoup plus faible par rapport aux temps de traitement utilisés dans ce travail.

La résistance a la chaleur des spores a été attribuée, en plus des facteurs cités
précédemment, a son architecture unique et sa composition. En particulier, la
déshydratation relative du noyau de spores en raison de sa haute teneur en acide
dipicolinique (DPA) (environs 10% du poids sec des spores) qui a été identifié comme étant
le facteur le plus important de la thermorésistance (Margosch et al., 2004 ; Moir et al.
,2002). Ibarra et al., (2008) ont montré que I'augmentation de la température a 120 °C peut
diminuer la charge des spores des Bacillus spp. Jusqu’a 6 log avec D120 = 0,53 minutes et Z =
12,1 °C mais peut provoquer des changements de la qualité organoleptique de la viande telle
que l'odeur, la fermeté, la tendreté et la saveur. Leguerinel et al., (2011) suggérent que c'est
possible que certaines molécules présentent dans les produits alimentaires comme les
graisses, les protéines, etc., pourraient protéger les spores, et donc ont un effet direct sur le
traitement thermique. Par contre, d’autre explication peuvent étre envisagée sur 'effet de
certains composants de la matrice alimentaire comme les sels et les acides utilisés dans la
marinade, qui peuvent empécher toute germination ou croissance des spores (Faille et al.,

1996).

Cependant, in vitro, de nombreuses conditions environnementales affectent la résistance
des bactéries a la chaleur. Comme exemple, lorsque I'état du milieu de récupération differe
des conditions optimales, une diminution du nombre de cellules stressées récupérées peut

avoir lieu (Leguerinel et al., 2011).



VI. Estimation de la production des toxines et du risque associé

Afin d’estimer la production des toxines par les souches de Bacillus dans les portions de
poulet cuits, nous avons utilisé la base de données Combase comme outil de microbiologie la

prévisionnelle.

Nous avons utilisé la moyenne de concentration de Bacillus trouvée dans notre étude
comme pire scénario comme concentration initiale No= 4 Log ufc/g. Ce scénario a été

appliqué sur Combase a des températures de 10°C, 20°C et 30°C.

D’apres le figure n°26 et les tableaux associés, la production des toxines déclenche a
partir de 72h a une température de 10°C, 15h a une température de 20°C et 4,5h a une

température de 30°C.
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FigureN°26 : Courbe de croissance Bacillus a partir de la moyenne de nos concentrations 4 Log ufc/g
selon Combase a des températures 10°C, 20°C, 30°C.

Les figures 27, 28 et 29, ou les estimations des autres études menées dans ce sens
introduites dans la base de donnée de Combase ont été ajustées avec différents modeles

confirment nos résultats d’estimations.
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Figure N°27 : Courbe de croissance Bacillus a partir de la moyenne de nos concentrations 4 Log
ufc/g par rapport au seuil de la toxinogenése. Selon le Combase, Aprés 72 h, le début de
déclenchement de production des toxines.
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Figure N°28 : Courbe de croissance Bacillus a partir de la moyenne de nos concentrations 4 Log
ufc/g par rapport au seuil de la toxinogenése. Selon le Combase, Dans température 20°C, on
observe a partir de 15h il y a une production de toxines.
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Figure N°29 : Courbe de croissance Bacillus a partir de la moyenne de nos concentrations 4 Log
ufc/g par rapport au seuil de la toxinogenése. Selon le Combase, A partir de seulement de 4,5h, il y a
une production de toxines.




Ensuite, nous avons appliqué une concentration initiale en Bacillus sur Combase Ng=
2 Log ufc/g. la cinétique de croissance a été définie dans les mémes températures 10, 20 et

30°C.

Selon la figure N°30, a la température de 10°C, et aprés plus de 65h, aucune
production de toxines n’a été signalée. A 20°C, aprés 19,5h la production de toxines

déclenche. A 30°C, aprés 7,5h, la production de toxines commence.

En peut constater donc que tant que la température s'élevé, le temps de déclenchement
de la production des toxines par les Bacillus sera plus court. La concentration initiale a
également un impact tres significatif sur les résultats des estimations, ce qui nous pousse a
mettre en cause |'efficacité des traitements thermiques (cuisson) appliqués sur les produits

de poulets analysés.
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Figure N°30 : Courbe de croissance Bacillus A partir de concentration minimale 2 Log ufc/g: a
températures 10°C, 20°C, 30°C.




En utilisant le logiciel d’évaluation des risques microbiologiques semi-quantitative

SQMRA, développé par Chardon et al., 2010, sur un million de portions de produits a base de

poulet cuits consommeées dans la ville de Laghouat, le nombre de cas de maladie lié au

Bacillus est de 4.66%, soit approximativement 1 personne/22 (Tableau N°13).

Ce résultat reste trés incertain, puisque beaucoup de parameétres introduits dans
I’estimation sont mal connus, comme l'effet du traitement thermique dans la matrice

alimentaire, I'effet de la contamination croisée, la dose infectieuse donnant la maladie...etc.

Par ailleurs, cette estimation peut nous orienter mieux sur le nombre de cas exposés

au risque dans la ville de Laghouat, en attendant des estimations ultérieures plus performant

en terme de robustesse des parameétres et de I'étude de I'incertitude.

Tableau N°13 : I’évaluation des risques microbiologiques semi-quantitative.

portion total risk per portion portions population risk
category ingestion
contamination cross- heating cfu probability probability | number number number of
at retail contamination /portion of infection of illness of illness
infections | cases
done 5.1E+05 97% 9.71% 1.8E+05 1.7E+05 1.7E+04
+ half-done | 3.4E+05 90% 9.02% 6.3E+04 5.6E+04 5.6E+03
+ raw 1.3E+05 58% 5.80% 1.3E+04 7.2E+03 7.2E+02
done 6.0E+05 98% 9.84% 1.8E+05 1.7E+05 1.7E+04
- half-done | 3.5E+05 91% 9.12% 6.3E+04 5.7E+04 5.7E+03
raw 5.0E+04 29% 2.93% 1.3E+04 3.7E+03 3.7E+02
- 0 0% 0% 5.0E+05 0 0
1.0E+06 4.7E+05 4.7E+04
1000000 | 466415 46 641




Conclusion

Les produits de la viande de poulet qui sont soumis a des étapes de traitement inadéquates,
sont souvent identifiés comme véhicule des dangers microbiologiques d'origine alimentaire
comme les Bacillus.

La présente étude a montré que les pratiques de préparation et d’hygiéne des viandes de
poulet cuites et des sous-produits a base de poulet traités, ne sont pas appropriées. Les
baremes de cuisson ne permettent pas un assainissement microbiologique adéquat. Une
viande contaminée constitue un risque potentiel pour le consommateur. De plus, les erreurs
commises au moment de la préparation de ces produits transforment ce risque potentiel en
risque avéré. Ceci nous permet d’affirmer que ces produits servis dans la ville de Laghouat ne

sont pas de qualité microbiologique acceptable.



Ainsi, toutes les étapes de la préparation de la viande de poulet, allant de la selection des
matieres premicres jusqu'a la consommation doivent faire I’objet d’une attention particuliere.

Nos résultats montrent une prévalence importante de contamination en Bacillus de 75%
méme si tous les produits analysés étaient traités thermiquement. La concentration des

Bacillus spp. a été trouvé comprise entre 2,90 et 4,91 ufc/g avec en moyenne 4,01 ufc/g.

Les résultats du traitement thermique ont montré que, la souche Bacillus 3PRM semble
étre la plus résistante avec la valeur D90 de 25,08 min, ce qui signifie un temps de cuisson de
114.66 min (presque 2 heures) a 90°C pour éradiquer la charge microbienne dans le pire
scénario trouvé ou la concentration a été de 4.57 log ufc/g dans.

Tandis que la souche 4PRB est la moins résistante avec une valeur D90 de 13,99 min, ce
qui signifie encore qu’a la température de 90°C, le temps de cuisson nécessaire pour éliminer

la méme concentration initiale est de 63.93 min.

Le traitement thermique des souches ¢tudiées a montré que beaucoup d’entre elles sont
thermorésistantes, ce qui explique peut-étre la persistance d’un nombre important de ces

souches microbiennes méme apres cuisson.

Les résultats de I’étude que nous avons obtenus nous permettent d’estimer les risque liés a

la consommation de Bacillus dans les plats cuisinés la santé humaine.

Les résultats obtenus et les observations faites pendant cette étude ont permis de répondre a
certaines interrogations, mais ont aussi contribué¢ a soulever d’autres questionnements. Par
conséquent, plusieurs axes peuvent étre envisagés pour compléter et poursuivre ce travail :

. Compléter I'identification de nos souches de Bacillus isolées afin de nous aider
a comprendre et a donner une perspective sur les relations complexes entre les
composants du systeme biologigue et de son image microbiologique.

. Il serait aussi pertinent, d’avoir une vue d’ensemble de la prévalence des
souches toxinogenes, pour passer ensuite, a I’estimation et la prédiction des
concentrations de ces dangers microbiologiques et /ou chimiques au moment de la
consommation puisque trés peu d’informations, dans ce sens sont actuellement
disponibles.

. De plus, il serait intéressant d'étudier quantitativement la contamination croisée

des pathogénes dans ces produits.



Enfin, ces résultats pourraient étre utiles pour fournir des preuves scientifiques aux
industriels, restaurateurs et méme aux cuisiniers libres pour améliorer 1’efficacité de ce

processus de traitement en termes de qualité et de tracabiliteé.
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Gélose Nutritive:

Ingrédients g/L

Gélose 15,000

Peptone 5,000

Chlorure de sodium 5,000

Extrait de viande 1,500

Extrait de levure 1,500

PH 7,4+0,23a25°

Mode d’emploi :

Dissoudre 28,0 g dans 1000 ml d’eau distillée. Chauffer doucement pour
dissoudre completement le milieu. Stériliser par autoclavage a 15 psi (121 °C) pendant 15
minutes. Distribuer le milieu comme désiré.

Mossel :

Mossel complet :

Milieu Mossel de Dase ......cccvvveeeiieciiiiie e 90ml
Solution de PolymiXiNe B .......uveeeeeeeeeeieeeeeieeerirereeeeeeeeee e, 01ml
Emulsion de jaune d'oeuf ........ccoeeeveiieeeieeeeie e 10m

Mossel de base
Extrait de viande...........cccveeenee.. 1g/l



Peptone....ccocveeeecvieeeeeeeeeee, 10g/I

Sodium chloride ........cccveeeneee. 10g/I
D-mannitol ....cccccceveeeiieeeeieee 10 g/l
Rouge de phénole ............. 0.025g/I
Agar-agar ......cceceeeeeevnne. 13.5g/

Bouillon nutritive :

Extrait de viande.......ccooevevevere e 10g

Extrait de levure.......oooocccciiiiieee e, 20g
Peptone.......oocireee e 50¢g

GlUCOSE ettt 10¢g

Chlorure de sodium ......cccccovevercerereeiere e 50¢g

EQu distillée ..cceeveieieeececcece e 1L

Gélose a I’amidon :

GEAloSe NULIItIVE....eeee e 100ml
AmMidOoN.....ccoieieeerce e 1g

Gélose a caséine :

Poudre de lit ....cccoeeeieieirisceeeeeee e 05¢g
Eau distillée......coeeveeeeceece e, 50ml
YN = 2 Y SR 02g
Eau distill€.....ccovvvveeieeciieiee e 50ml

Stériliser a I'autoclave 15min a 115 °C.

G.N fortifié :

Extrait de viande......cccoevvevecvncinse e, 1,0g/I
Extrait de lavure.....oeeeeeceeee e 2 ,5¢g/l
PePtoNe......ceeeteeeecece e 5, 0g/|
Chlorure de sodium....cccceeeeeeeeeeeeeeeen 5,0g/I
Y= | O 15g/I



-Préparation :
28g pour 1litre d’eau distillé stérile avec I'ajoute de 50mg/l de Mnso4 et 60mg/I de Cacl2,

stérilisation par I'autoclave a121 Pd 15 min

Py e
A

Figure N°3 : Préparation de milieu Figure N°4 : autoclave




‘ Figure N°5 : bain marie
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Abstract

The main objectives of this study are to search for Bacillus spp. in cooked chicken products and to characterize
the heat resistance of their spores. We therefore collected eight different samples from several points of sale
of cooked chicken and derivative products in the city of Laghouat. First, we isolated and identified Bacillus spp.
where the results showed a prevalence of 75% and an average concentration of 4 log cfu/g. The extracellular
enzymatic activity (protein, starch...etc.) was also studied, for better guiding us in the identification of our
strains. Then, 04 strains were tested on their heat resistance and the values of D; and Z were calculated, where
the values of Dgg varied between 19.06 min and 25.08 min, Dgs between 7.25 min and 25, 20 min, D49, between
3.62 min and 8.22 min and between 1.30 min and 7.95 min for D4ps. While the Z values varied between 12.55
min and 31.02°C. We find that our tested strains are very heat resistant. This suggests that lower temperatures
may explain the Bacillus concentrations found in our cooked chicken samples. In particular, the absence of GPH
during the preparation, cooking and sale of these products has been observed. From the worst-case scenario
applied in Combase where the initial concentration was 4 Log CFU/g, the production of toxins starts from 72h
at a temperature of 10°C, 15h at a temperature of 20°C and 4.5h at a temperature of 30°C. Using the sSQMRA
software, out of one million servings of cooked chicken products consumed in the city of Laghouat, the
estimated number of cases of Bacillus-related illness is 4.66%, or approximately 1 person/22.

Keys words : Bacillus, cooked chicken, heat resistance, production of toxins.



Résumé

Cette étude a comme objectifs principaux de procéder a la recherche des Bacillus spp. dans les produits de
poulet cuits et de caractériser la thermorésistance de leurs spores. Nous avons donc collecté 8 échantillons
différents a partir de plusieurs points de vente de poulet cuit et de produits dérivés dans la ville de Laghouat.
Dans un premier temps, nous avons isolé et identifié Bacillus spp. ou les résultats ont montré une prévalence
de 75% et une concentration moyenne de 4 log ufc/g en Bacillus spp. L'activité enzymatique extracellulaire
(protéine, amidon...etc.) a été également étudiée, pour le but de nous orienter mieux dans I'identification de
nos souches. Ensuite, 04 souches ont été testées sur leurs résistance a la chaleur et les valeurs de Dret Z ont
été calculées, ou les valeurs de Dgy variaient entre 19,06 min et 25,08 min, Dgs entre 7,25 min et 25,20 min, D4y
entre 3,62 min et 8,22 min et entre 1,30 min et 7,95 min concernant les D,ys. Tandis que les valeurs Z variaient
entre 12,55 min et 31,02°C. Nous constatons que nos souches testées sont trés résistantes a la chaleur. Cela
suggere que des températures plus basses peuvent expliquer les concentrations de Bacillus trouvées dans nos
échantillons de poulet cuits. Notamment, I'absence des BPH lors de la préparation, la cuisson et la vente et de
ces produits ont été observés. A partir de pire scénario appliqué sur Combase ou la concentration initiale a été
de 4 Log UFC/g, la production des toxines déclenche a partir de 72h a une température de 10°C, 15h a une
température de 20°C et 4,5h a une température de 30°C. En utilisant le logiciel SQMRA, sur un million de
portions de produits a base de poulet cuits consommeées dans la ville de Laghouat, le nombre estimé de cas de
maladie lié au Bacillus est de 4.66%, soit approximativement 1 personne/22.

Mots-clés : Bacillus, poulet cuits, thermorésistance, production des toxines.



