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Résumé :
Les épices sont utilisées partout dans le monde pour préparer des
aliments principalement en raison de leurs propriétés aromatisantes. Cependant, ces

derniéeres sont cultivées et récoltées dans des zones chaudes et humides qui favorisent
la croissance d'une grande variété de micro-organismes. notmment les Bacillus cereus

Bacillus cereus est une bactérie pathogéne sporulée capable de se développer
dans des conditions variables comme le froid, I’absence d’oxygéne, des bas pH ainsi que des
matrices alimentaires diverses. Elle est 1’une des principales causes de Toxi- Infection
Alimentaire Collective (TIAC).. Ce travail vise a définir les paramétres
environnementaux qui commandent le développement des spores de B .cereus dans
les épices,et cela par dénombrement ,isolement et identification de ces cellules a partir
des épices commercialisés dans la région de laghouat .

Les résultats ont montré que sur les 30 échantillons analysés, 76.6% ont été
contaminé par des spores de B . cereus avec un taux de contamination qui peut atteindre
6.96 log (ufc/g) dans le cas de carvi tandis que le gingembre a présenté les concentrations
les plus faibles

L’étude de la croissance des souches isolées dans différents conditions de pH et
Aw a enregistrée que ces spores peuvent pousser dans des valeurs de pH proches de la
neutralité (5.5) et des Aw supérieurs a 0,962 .

Mots clés : _épices ; Spores , B. cereus, les parametres environnementaux TIAC



Abstract:

Spices are used all over the world to prepare foods mainly because of their
flavouring properties. However, the latter are grown and harvested in hot, humid areas
that promote the growth of a wide variety of microorganisms especially Bacillus cereus

Bacillus cereus is a spore-forming pathogenic bacterium capable of developing
under variable conditions such as cold, lack of oxygen, low pH as well as various food
matrices. It is one of the main causes of Toxi- Collective Food Infection (TIAC), This
work aims to define the environmental parameters that control the development of B
spores. Cereus in spices, by counting, isolation and identification of these cells from
spices marketed in the laghouat region. The results showed that of the 30 samples
analysed, 76.6% were contaminated with B spores. Cereus with a contamination rate of
up to 6.96 log (cfu/g) in the case of the caraway while the ginger had the lowest
concentrations The study of growth of isolated strains under different pH conditions and
Aw recorded that these spores can grow in pH values close to neutrality( 5.5 ) and Aw
greater than 0.962 .

Key words: B. cereus, spices growth parameter. spore
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Introduction

Dans la cuisine traditionnelle, les é€pices représentent 1’'un des ingrédients
incontournables, particulicrement dans les plats traditionnels algériens. Cependant, de
nombreuses études ont rapportées que les épices pouvaient étre contaminées par des
micro-organismes, notamment par des germes pathogénes, a [’origine de toxi-
infections alimentaires graves. Les bactérie sporulées occupent une place de premier
plan parmi les microorganismes préjudiciables particulierement a la conserve
alimentaire en raison de leur ubiquité et de leur capacit¢ a produire des spores
thermorésistantes qui les rendent particulicrement adaptées aux aliments traités
thermiquement le danger engendré par ce groupe de bactéries est leur capacité¢ de
produire des enzymes ainsi des toxines susceptibles d’altérer la qualité des produits et

d’engendrer des possibilités d’intoxications alimentaires (Garnum et al, 1996).

Les épices sont la principale source de formation des spores bactériennes dans
de grands volumes d'aliments, comme les soupes, les ragoits et les sauces préparés
dans les établissements de restauration ; dans des conditions favorables, elles germent
et se multiplient jusqu’a des niveaux infectieux et toxiques (Pafumi, 1986). Des ¢tudes
antérieures sur la microbiologie des épices ont montrés la présence de micro-
organismes tels que Bacillus cereus, Clostridium perfringens, Escherichia coli,
Salmonella et des champignons toxinogenes (Powers et al., 1975; Powers et al.,

1976; Baxter et Holzapfel, 1982; Schwab et al, 1982).

En Algérie le Bacillus cereus n’est pas recherché dans les aliments suspecte
comme d’autrepathogéne d’autant plus que les symptomes de toxi-infections
alimentaires diarrhéique et émétiques a Bacillus cereus sont trés proches de ceux
provoqués respectivement par clostridium perfringens et staphylococcus aureus

(Green et al., 2009).

Bacillus cereusest la 3eme cause de toxi-infection alimentaire collective. Les
cellules végétatives de B. cereus forment des spores lorsqu’elles se trouvent en
conditions environnementales défavorables. Ces spores peuvent rester a 1’état latent
pendant de nombreuses années voire des milliers d’années, attendant ainsi le retour des

conditions favorables (Abbas, 2014).

Ce travail vise a rechercher et dénombrer le groupe de B. cereus dans les
épices les plus utilisée dans la région de Laghouat ainsi que leur parameétres de

croissances
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Pour atteindre nos objectifs, nous avons partagé notre travail en trois parties:

La premiere partie est consacré a 1’étude bibliographique synthétise des
généralités sur les épices et le groupe de B. cereus. Elle est consacré a I’étude
bibliographique, dans cette derniére nous avons fait une identification général sur les
épices, nous avons présenté en outre brievement la microbiologie des épices.

Dans la deuxieéme partie expérimentale nous présentons les différents matériels
et méthodes utilisées pour la réalisation de ce travail: échantillonnages et prélévement

des épices de différent endroit.

Dans la troisieme partie on a discuté les résultats obtenus, nous avons montré
I’identification biochimique et 1’isolement des souches de Bacillus cereus. Et enfin une

conclusion et perspectives.
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I. Généralités sur les épices
I.1. Histoire d’épices

L'histoire des épices a débuté 4000 ans avant notre ¢ére au sud-ouest de 1'Inde. Le
premier homme qui cueillit du poivre pour parfumer son riz fut a I'origine d'une course
folle de nouvelles saveurs permettant d'agrémenter la nourriture de base. Ces épices, dont
la plupart sont exotiques sont parmi les produits commerciaux les plus coliteux durant

I'Antiquité et le Moyen-age (Heers, 2008).

Le commerce des épices se poursuit en Asie et au Moyen-Orient, mais dépérit,

puis disparait en Occident.

Au Xlle siecle, les croisés rapportent de Palestine épices et plantes rares,
favorisant un nouvel essor du commerce de I’Europe avec les autres pays du monde

(Décobert, 1998).

Pendant la renaissance italienne, le commerce est a la base de la richesse des
grandes cités italiennes comme Venise et Génes. A cette époque, la cuisine se caractérise
par sa recherche et son originalité, et bien que les €pices colitent trés cher, les plats sont
relevés et coloré grace a des plantes aromatiques. Un cheval se négocie au méme prix que
500g de safran, tandis qu’un mouton est échangé contre autant de gingembre et une vache

contre un kilo de macis.

I.2. Définition des épices

Le mot épice vient de «spices» qui signifie denrée en-bas-latin. Les épices sont
des parties de plantes aromatiques a la saveur et odeur plus ou moins fortes ou piquantes.
Elles contiennent des substances organiques volatiles, souvent appelées aromes. Ces
substances organiques appartiennent a des groupes chimiques tels que les alcools ou les

aldéhydes et stimulent les perceptions olfactives et gustatives (Bernard, 2012).
Elles sont pour une bonne part, responsables des plaisirs de la table.

Les épices sont utilisées en petite quantité en cuisine comme conservateur,

assaisonnement ou comme colorant.

Un grand nombre d’épices étaient employées autre fois en médecine (Walker,

1994; Heers, 2008; Figueredo, 2012).
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Les épices peuvent provenir de différentes parties de la plante: I’écorce, exemple

de la cannelle, des grains comme pour le fenouil, la coriandre et la cardamome, des

feuilles, la mélisse et le laurier, des fleurs, le safran et le clou de girofle, de rhizome

comme le curcuma et le gingembre ou de fruits comme pour le piment, le fenouil, I’aneth

et la moutarde (Farrell, 1990; Droniou, 2012).

Des exemples

Epices

Propriétés

Cumin

Plante herbacée de 50 cm a 1 m de haut.
Leur Saveur forte, chaude, lourde et poivrée,

légérement amere (Institut Klorane, 1994).

Une épice aux huiles essentielles précieuses. est
une plante herbacée bisannuelle. qui ont une odeur

agréable et aromatique (Mark Farayet, 2016).
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Gingembre

Ce sont des plantes herbacées, vivaces par leur
rhizome qui ressemble au roseau. Le gingembre est
légérement sucré, citronné, piquant au goit et tres

aromatique (Institut Klorane, 1994).

Curcuma

Le curcuma est une herbe vivace a grandes feuilles
engainantes et elliptiques. Le curcuma est connu
pour ses propriétés anti-inflammatoires, Il est
utilisé comme colorant des aliments et des textiles

(Institut Klorane, 1994).

Le cannelier est un arbre tropical de 10 a 15 m de
haut, Elles dégagent une forte odeur de girofle si
on les froisse (Institut Klorane, 1994).

La cannelle a une odeur trés aromatique, elle a une

saveur chaude et sucrée, (Institut Klorane, 1994).
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Poivre noire

Le poivrier est une liane vivace pouvant atteindre
10 m de long. Les feuilles sont ovales (Institut

Klorane, 1994).

Les Piments et le Paprika
3

Paprika est une plante herbacée a été introduit en
Europe aprés la découverte de I’ Amérique

(Institut Klorane, 1994).

Tableau.1. Exemples d’épices et propriétés

I.3. Production d'épices

Les épices sont produites a partir d'une grande variété de parties de plantes telles
que les rhizomes, les écorces, les feuilles, les fruits, les graines, etc. En raison de
I'hétérogénéité prononcée de la matieére premiere, les méthodes de traitement différent dans
une certaine mesure et nécessitent une expertise individuelle dans de nombreuses
opérations. Cependant, il existe certaines opérations d'unité de base qui sont couramment

appliquées a la majorité des épices (U. Schweiggert et al., 2007).

e Apres la production d'épices, suivi de plusieurs étapes se résument comme suit:



Synthése bibliographique

I.3.1. Transport

La matiére végétale brute récoltée de la récolte d'épices doit étre transportée

rapidement dans des conditions seéches. La récolte peut étre placée dans des paniers
o ' . ‘o

propres, des sacs secs, des remorques, des trémies ou d'autres conteneurs bien aérés et

transportés vers un  point central pour étre transportés vers la transformation

d’établissement (UNIDO et FAO, 2005).

1.3.2. Battage

Le battage est le processus d'élimination et de séparation du fruit ou de la graine
du fruit indésirable tiges de fleurs ou tiges de plantes et enlévement du matériel
endommagé ou immature. Ce processus peut étre entrepris a la main, assisté par des tamis
et des écrans, par l'utilisation de vannage ou par des secoueurs et des trieurs mécaniques

(UNIDO et FAO, 2005).

1.3.3. Séchage

C'est le processus le plus critique dans la production d'herbes et d'épices séchées.
Le but du séchage vise a réduire la teneur en humidité du produit d'une croissance active
sur le terrain a un niveau qui empéche la détérioration du produit et permet un stockage
dans un état stable. Le séchage est un processus en deux étapes: tout d'abord le transfert de
chaleur vers le produit humide a vaporiser I'eau dans le produit et d'autre part le transfert
de masse d'humidité¢ de l'intérieur vers le surface du produit ou il s'évapore (UNIDO et

FAO, 2005).

1.3.4. Nettoyage

Le nettoyage de 1'épice avant l'emballage et la vente, est de s'assurer que 1'épice
est de la plus haute qualité et obtiendra le prix le plus élevé. Le nettoyage doit éliminer
toutes les matieres étrangéres diminue la qualité et met en danger la vente (UNIDO et

FAO, 2005).

1.3.5. Emballage

Les mati¢res végétales transformées doivent étre emballées le plus rapidement
possible pour éviter détérioration du produit et comme protection contre l'exposition aux

attaques de ravageurs et autres sources de contamination (UNIDO et FAO, 2005).
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1.3.6. Espace de rangement

Il y a un besoin de stockage de qualité a la ferme et hors ferme avec des magasins
frais et des installations de logement liées a la gestion des cultures apres récolte. Les épices
se détériorent rapidement dans des conditions défavorables et doivent étre stockés dans un

stockage bien préparé et entretenu (UNIDO et FAQO, 2005).

I.4. Classification des épices

Il est difficile de sélectionner des critéres de classification des épices. Celles-ci
appartiennent a différentes familles végétales, et aussi de ces familles, différentes parties
des plantes. Quant a la classification sensorielle des épices, elles sont classées en fonction

de leurs caractéristiques aromatiques et de leur gott (Jessica et al., 2015).

Classification des épices sur le degré de goiit
o ¢épices chaudes.
o ¢épices douces.
o ¢épices et herbes aromatiques

Tableau.2. Classification des épices sur le degré de gofit.

Le pouvoir brulant et piquant (chaud) des épices est mesuré d’une manicre

sensorielle.

I.5. Utilisations des épices
I.5.1. Utilisation nutritionnelle

Les épices apportent de la variété et du golit aux denrées de base et aux sauces, ce
qui stimule 1’appétit et permet de manger plus (Redhead, 1990). Les épices étant utilisées
en petite quantité, elles ne contribuent pas, d’un point de vue nutritionnel, au régime
alimentaire mais elles contiennent souvent des composés phénols qui permettent de
protéger les denrées contre la dégradation microbienne. Toutefois, des épices séchées de
manicre incorrecte ou entreposées dans de mauvaises conditions peuvent elles méme étre

contaminées par des champignons ou des aflatoxines (Redhead, 1990).

On utilise les épices comme aromates pour 1’assaisonnement, la coloration et la

conservation des aliments ou des boissons. Certaines épices sont aussi utilisées comme
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suppléments diététiques comme le curcuma « safran de 1’Inde », riche en curcumine
(colorant atoxique), stable a la chaleur et peu sensible aux variations de pH, d’ou leur large
utilisation comme colorant alimentaire autorisé¢ (E100) (Wichtl et Anton, 2003). Certaines
épices doivent étre ajoutées en début de cuisson, d’autres ne doivent pas cuire sous peine
de perdre toutes leurs qualités. En régle générale, il faut ajouter les €pices aux trois quarts

de la cuisson pour préserver leurs propriétés nutritionnelles et gustatives (Sophie, 2006).

1.5.2. Utilisation médicinale

La plupart des plantes aromatiques et épices posseédent des vertus médicinales. En
effet, beaucoup sont riches en ¢léments minéraux et en vitamines, notamment en vitamine
C. Autre fois trées employées en médecine, les plantes entrant moins souvent dans la
composition des médicaments modernes. Cependant, elles sont encore trés utilisées dans

certains pays ou dans les médecines douces (Sophie, 2006).

De nombreuses épices possédent des activités antimicrobiennes et antioxydantes,
et sont utilisées comme antiseptiques, analgésiques et anti-inflammatoires. Elles sont

également indiquées pour lutter contre les maladies du stress (Mohammedi, 2006).

Le Tableau montre quelques effets biologiques de quelques épices:

Effets biologiques Epices et herbes aromatiques

Toutes les épices, mais plus
' particuliérement cannelle, clou de girofle,
Anti-oxydant o ' ' '
ail, gingembre, citronnelle, mélisse, origan,

menthe poivrée, sauge, thym

Anis, basilic, poivre noir, carvi, agrumes,
Anti-cancer (prévention) clou de girofle, fenouil, ail, gingembre, thé

vert, moutarde, romarin, soja, curcuma

o ) Capre, cannelle, coriandre, fenugrec, ail,
Fluidifiant sanguin '
gingembre

. Cannelle, gingembre, oignon, origan,
Contrdle de la glycémie .
romarin, thym

Feuille de laurier, poivre noir, ail,
Anti-inflammatoire gingembre, thé vert, origan, romarin, thym,

curcuma
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Toutes les épices, mais plus
particuliérement anis, basilic, feuille de
laurier, poivre noir, piment doux,
cardamome, céleri, cannelle, clou de
Anti-bactérien girofle, coriandre, cumin, aneth, fenouil,
ail, gingembre, mélisse, marjolaine,
menthe, moutarde, noix de muscade,
oignon, origan, persil, romarin, sauge,

estragon, thym

Immunomodulation Poivre noir, ail

o . Carvi, agrumes, coriandre, ail, thé vert,
Neutralisation de toxines '
moutarde, romarin, curcuma

Capre, cannelle, agrumes, coriandre,
Controle des lipides sanguins fenugrec, ail, gingembre, origan, romarin,

soja, anis €toilé, thym

Tableau.3. Effets biologiques des épices et des herbes aromatiques (Keith 2006)

I.5.3. Utilisation en cosmétique

Un grand nombre d’épices et leurs constituants sont utilisés dans 1’¢laboration des
parfums, produits de beauté et produits de toilette. Ces essences servent a préserver ces
cosmétiques grace a leur activité antiseptique tout en leur assurant une odeur agréable. Les
huiles essentielles de la cannelle et du clou de girofle rentrent largement dans la fabrication

des dentifrices (Sophie, 2006).

1.6. Propriétés des épices
1.6.1. Activité antimicrobienne des épices

Les agents antimicrobiens dérivés de sources telles que les huiles végétales sont
utilisés depuis des siécles pour la conservation des aliments. L'industrie alimentaire utilise
les épices comme agents naturels pour prolonger la durée de conservation des aliments.
Des variétés d'herbes et d'épices sont utilisés comme antimicrobiens pour réduire ou
¢liminer les bactéries pathogénes. Les antimicrobiens d’origine végétale sont obtenus de
différentes maniéres a partir d’huiles aromatiques liquides extraites de différentes parties

de la plante (Tajkarimi et al., 2010).
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1.6.2. Activité antioxydante des épices

Les épices ou les produits végétaux aromatiques sont utilisés dans les aliments et
les sauces cuits ou semi-cuits. Les principes des épices tels que la curcumine et la cassisine
inhibent l'oxydation des huiles et des graisses. Les principes efficaces des épices tels que
I'eugénol (clou de girofle), le linalinol (coriandre), la biparine (poivre noir), le zinger
(gingembre) (Shobana et Naidu, 2000) et le quinaldéhyde (cumin) ont été rapportés pour
inhiber la peroxydation des lipides (Shobana et Naidu, 2000).

1.6.3. Toxicité des épices

Les épices et les herbes aromatiques ne posent aucun probléme de toxicité
lorsqu'ils sont utilisés en I'é¢tat de préparations culinaires, leur puissance aromatique
limitant naturellement leur dose d'emploi bien en-deca des risques de toxicité¢ (Kneifel et

Berger, 1993).

Par contre, il est soupconné que les épices et leurs huiles essentielles jouent un
role dans l'induction du cancer plusieurs fois. Cette incertitude dépend en partie du grand
nombre de composés "exotiques" présents dans les épices et les ardmes (Buchanan, 1979).
Les composés a base de plantes et les épices sont bien connus, les composés présents
naturellement dans les épices et les doses d'utilisation les plus toxiques sont également

limitées (Kneifel et Berger, 1993).

I.7. Contamination des épices

Les ¢épices comptent parmi les produits de la chaine alimentaire les plus
contaminés. La contamination des épices est tributaire d’un bon nombre de facteurs dont,
I’origine des plantes, I’écologie du milieu, les conditions de transport (hygrométrie et
température), ainsi que le mode de récolte, de collecte, de prépara- tion, du séchage, du
stockage, et du conditionnement. Parmi les contaminants identifiés dans les épices, on
reléve: des bactéries, des mycotoxines (aflatoxine, ochratoxine), des pesticides, des

solvants et des mé- taux lourds (Chirane et al., 2008).

Parmi les bactéries identifiées dans les épices, on distingue, le Bacillus cereus, le
Bacillus subtilis, I’Echrichia choli, le Staphylococus aureus, la Shigel- la, la Salmonella, le

Vibrio, le Clostrodium perfrin- gens et la Yersinia enterocolitica (Chirane et al., 2008).
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I1I. Généralités sur le Bacillus cereus

I1.1. Taxonomie et Phylogénie du groupe Bacillus cereus

B. cereus est une bactérie correspondant a des bacilles a coloration Gram positive.
Ces bacilles sont assez volumineux, mesurant 1 a 1,8 um de diamétre par 4 a 8 pm de long
et forment habituellement de courtes chainettes, Les colonies peuvent avoir des formes tres
variables, mais néanmoins distinctives, ce qui permet de les reconnaitre facilement. (De

Vos et al., 2009).

Cette bactérie est dites ubiquitaire (Guinebretiére et al., 2008) ce qui explique
donc que nous la retrouvons dans 1’environnement et notamment dans les sols ou elle
semble pouvoir faire des cycles complets de germination, croissance et sporulation
(Margulis et al., 1998). Ceci explique pourquoi elle est retrouvée sur les matieres
premicres utilisées en agro-alimentaire. B. cereus est une bactérie capable de produire des

spores, lui permettant notamment de résister aux traitements thermiques.

B. cereus aussi appelé B. cereus sensu stricto, fait partie d’un ensemble d’especes

apparentées et regroupées sous le nom de B. cereus sensu lato (De Vos et al., 2009).

Ce groupe comprend 7 espéces génétiquement proches qui se différencient

principalement par leurs caractéres physiologiques, morphologiques ou de virulence.

Gamme de
Groupes . . s
hvlosénétiaues Espéces températures de Toxicité
phylog 1 croissance (°C)
I-1
L2 B.pseudomycoides 10-43 ND
B. cereus, -
II .. 7-40 Modérée
B.thuringiensis
I11-1 B. cereus,
11-2 B.thuringiensis, 15-45 Elevée
III-3111-4 B.anthracis
V-1 B. cereus
Iv-2 B ti; . 10-45 Modérée/élevée
V3 , B. thuringiensis
B. .
\ cereus, B 8-40 Modérée
thuringiensis
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VLI B.mycoides,,

VL2 B.thuringiensis 5-37 Faible
B.weihenstephanensis

VII B.cytotoxicus 20-50 Elevée

Tableau.4. Groupes phylogénétiques, Especes ; Gamme de températures de croissance

(°C) et Toxicité (Guinebretiere et al., 2010)

I1.3. Caractéristiques de Bacillus cereus
I1.3.1. Bacillus cereus dans les aliments

Comme vu précédemment, B. cereus est une bactérie ubiquitaire que 1’on retrouve
principalement dans les sols. De ce fait, B. cereus est retrouvé dans des aliments trés variés
et représente donc un probléme pour I’industrie agro-alimentaire. Les produits céréaliers
comme le riz (Lee et al., 1995; Melling et al., 1976; Mortimer and McCann, 1974)
ainsi que les fruits et Iégumes (Stenfors Arnesen et al., 2008) sont fréquemment mis en

cause lors d’intoxications alimentaires dues a B. cereus.

B. cereus est plus souvent retrouvé dans des produits d’origine végétale
contrairement a Clostridium perfringens qui lui est surtout retrouvé dans des produits

carnés (EFSA, 2011, 2012, 2013, 2014, 2015, 2015b).

B. cereus était présent sur 14 % des échantillons d’oignons et de courgettes, sur
33 % des concombres, 43 % des carottes, 90 % des tomates et 100 % des échantillons de

poivre (Valero et al., 2002).

De plus, B. cereus est également retrouvé dans des produits laitiers, comme des
créemes et des crémes glacées, dans des poudres de lait ou encore dans du lait fermenté ou

pasteurisé (EFSA, 2016; Hauge, 1950; Wong et al., 1988).
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11.3.2. Thermo-résistance de Bacillus cereus

B. cereus peut étre retrouvé sous deux formes bien distinctes, sous forme de spores
ou de cellules végétatives dans différents milieux comme des milieux de laboratoire ou des

aliments.

Les spores de B. cereus sont résistantes a la chaleur et peuvent donc résister a des
processus de décontamination des produits alimentaires comme 1’étape de pasteurisation.
Plusieurs études ont caractérisé la thermo-résistance des spores en déterminant plusieurs
parametres (Afchain et al., 2008; Carlin et al., 2006; Choma et al., 2000; Luu-Thi et al.,
2014).

La thermo-résistance des spores de B. cereus varie en fonction des souches

(Wells-Bennik et al., 2016).

Toutefois, la thermo-résistance des spores de B. cereus varie en fonction du

groupe phylogénétique (Luu-Thi ef al., 2014; Wells-Bennik ez al., 2016).

En particulier, les souches mésophiles du groupe IIl productrices de toxine

émétique sont plus résistantes que les souches diarrhéiques (Carlin et al., 2006).

I1.3.3. Bacillus cereus, agent de toxi-infections alimentaires collectives (TIAC)

Une toxi-infection alimentaire collective (TIAC) est définie comme 1’apparition
chez au moins deux cas groupés, d’'une symptomatologie similaire, le plus souvent de type
gastro-intestinal dont on peut rapporter la cause a une méme origine alimentaire. De
multiples micro-organismes (bactéries, virus, parasites) ou leurs toxines sont susceptibles

de contaminer les denrées alimentaires et d'engendrer diverses pathologies (INVS, 2009).

L’incidence réelle de B. cereus en tant que pathogéne alimentaire est difficile a
¢valuer pour plusieurs raisons. D’une part, les toxi-infections a B. cereus ne sont pas a
déclaration obligatoire: elles sont donc probablement sous-estimées dans les listes
officielles. D’autres parts, la courte durée et la bénignité¢ des symptdmes ne motivent pas
le patient a consulter un médecin. Enfin, les cas de TIAC a B. cereus ne sont pas toujours
attribués a cette bactérie car le symptdme émétique ressemble a une toxi-infection a
Staphylococcus aureus et le symptome diarrhéique peut €tre associ¢ a une toxi-infection a

Clostridium perfringens. C’est dans ce contexte que I’Institut National de Veille Sanitaire
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(INVS) a classé B. cereus comme étant la quatriéme cause de TIAC en France (INVS,

2009).

I1.3.3.1 Pouvoir pathogéne

Il existe deux types de syndromes causés par B. cereus, certains sont décrits
comme diarrhéiques et d’autres comme émétiques. Les souches a 1’origine de ces syndromes

sont souvent dénommeées « souches diarrhéiques » et « souches émétiques ».

Le syndrome diarrhéique est causé par I’ingestion de B. cereus sous forme de spores

ou de cellules végétatives (Stenfors Arnesen et al., 2008).

Une concentration de 10° UFC par gramme d’aliment peut provoquer ce type de

syndrome (Granum et al., 1995).

Les symptomes sont dus a des toxines diarrhéiques produites au niveau intestinal.
Ces toxines ne résistent pas aux traitements thermiques ni au pH acide lors du passage

dans I’estomac (Dromigny, 2008).

Ceci signifie que le syndrome diarrhéique nécessite que les spores et/ou cellules

végétatives survivent au passage dans 1’estomac pour pouvoir produire ces toxines
par la suite, dans I’intestin. Le transit des cellules dans I’estomac dure au minimum 6 h et 4 h
dans I’intestin gréle (Dromigny, 2008; Granum et al., 1995) (Fig 1).

Les symptomes liés a ces entérotoxines surviennent aprés minimum 6 h suite a
I’ingestion du produit alimentaire et durent au maximum une journée (Granum et al.,

1993).
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céréulide **=""=="=3%., o

j“’ , | — Spores et cellules

i'_!ERFVAGUE végétatives

Action du céréulide
Germination

développement -
production de
facteurs de virulence —a Nhe
N Hbl
CytK

Syndrome émeétique Syndrome diarrhéique

Figure 1 : Schéma représentant les deux types d’intoxication possibles par B. cereus

I1.3.3.2 Caractéristiques des spores

11.3.3.2.1 Généralités

Les spores de bactéries ont été étudiées pour la premicre fois par Cohn et Koch en
1876 (Gould, 2006). Elles font partie des formes les plus résistantes des organismes
vivants (Carlin, 2011).

La formation des spores permet a la bactérie de survivre et résister a différents
stress environnementaux tels que la chaleur, la dessiccation, les UV et les radiations, la
digestion enzymatique ou encore les produits chimiques (Nicholson et al., 2002; Setlow,

2006).

De plus, les spores peuvent survivre pendant de trés longues périodes dans des
environnements pauvres en nutriments. En effet, plusieurs auteurs ont rapporté que les
spores du groupe Bacillus pouvaient survivre plusieurs millions d’années dans des niches

écologiques spécifiques (Cano and Borucki, 1995; Vreeland et al., 2000).

En raison de la persistance des spores et de l'ubiquit¢ des microorganismes
formant des spores, les spores sont des contaminants fréquents de denrées alimentaires
(Vreeland et al., 2000; de Clerck et al., 2004a; de Clerck et al., 2004b; Scott et
al.,2007). Les mécanismes de sporulation, germination et résistance sont beaucoup étudiés

chez Bacillus avec comme modeéle B. subtilis.
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I1.3.3.2.2. Les spores de Bacillus cereus dans les aliments

Les spores de B. cereus sont présentes dans quasiment toutes les catégories
d’aliment. Des produits secs ou déshydratés, tels que les épices, les herbes aromatiques,
certains légumes, les céréales et les farines, sont fréquemment contaminés a des niveaux
variables par B. cereus. Ces matiéres premicres entrant dans la composition d’un produit
fini, sont des sources potentielles de contamination. Par ailleurs, les spores de B. cereus
possedent de fortes capacités d’adhésion aux surfaces en acier inoxydable et peuvent
s’accumuler dans les équipements de transformation qui peuvent alors devenir des

réservoirs de spores (ANSES, 2011).

Les risques pour le consommateur sont le plus souvent liés a une multiplication de
B. cereus lors de I’exposition des aliments a des températures inappropriées. Les aliments
associés a des toxi-infections a B. cereus sont fréquemment, mais pas exclusivement, traits
thermiquement et/ou ne sont pas refroidis de manic¢re adéquate aprés leur préparation et
avant la consommation. Plusieurs intoxinations avec symptomes émétiques ont été causées
par des produits amylacés (plats a base de riz ou de pates).Sans étre limitatif, les plats
cuisinés, les produits agrémentés d’épices, d’herbes ou d’aromates, les aliments
déshydratés reconstitués par addition d’eau chaude (potages en poudre, purées de pommes
de terre préparées a partir de flocons, lait en poudre, etc.) ou cuits a I’eau (pates, riz,
semoule) conservés a une température permettant la croissance de B. cereus(températures
comprises entre 4 °C et 55 °C), et avec une consommation différée, figurent parmi les

aliments a risque, au regard du danger B. cereus (ANSES, 2011).
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11.1.1 Généralités :

La partie pratique a été réalisée au niveau du laboratoire pédagogique de biologie a

I’université de laghouat elle comporte :

- Réalisation d’une enquéte descriptive sur un échantillon de 100
personnes questionnées.

- Prélévement des échantillons d’épices a analyser

- Isolement et dénombrement des spores de B . cereus dans les épices
prélevées

- Etude de Tl’influence du pH et de Aw de milieu sur la croissance des

souches isolées.
11.1.1.1 Présentation de la zone d’étude

Située au cceur du pays a 400 km au sud de la capitale Alger, la wilaya s'étend sur
une superficie de 25 000 kmz2. Région pastorale de I'Algérie, elle possede également le plus
grand gisement de gaz naturel d'Afrique avec une réserve estimée a plusieurs milliards de

meétres cubes.

Ainy Maabed
e <
Djelfa =

aal=1

Figure 2 : carte géographique de la wilaya de Laghouat .
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Il. 1.2 Techniques d'Enquéte et collecte de I'information

Afin de rechercher la fréquence, l'intérét, le mode d’utilisation des épices , nous
avons proposés a travers notre étude d’effectuer une enquéte qui touche les opérateurs qui
utilisent ces condiments restauration établissement femme au foyer..... de la région de
Laghouat. Des fiches d’enquétes comportant toutes ces informations sont distribuées a 100

personnes dont la majorité sont des femmes au foyer.
11.1.2.1 Investigation au niveau des herboristes

Sur la base des investigations effectuées, notre choix s'est porté sur les épices citées
par les personnes questionnées et procurés au niveau des différents herboristes.

Le choix des épices pour 1’étude est basé également sur une investigation effectuée

au niveau de quatre herboristes dans la région de Laghouat.

igure 03 : Epices vendu en vrac

11.1.2 Echantillonnage et prélevement des épices

Les échantillons ont été prélevés directement aupreés des foyers de différents endroits
de la région de Laghouat.

_L’échantillonnage a été réalisé seulement a partir des épices broyées .
_4 Endroits ont été sélectionnés d’une maniére aléatoire.
_Les épices ayant servi a cette étude étaient conditionnées dans leurs

emballages en plastique ou dans des pots stériles.
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_Les échantillons ont été transportés au laboratoire en vue d’étre analyser le jour méme.

Endroits /
Centre Ville Wiam Maamoura 11 Ngmbre de
Epices Decembre | prélevement
Poivron noir. * * * * 4
Gingembre. * * * * 4
Cumin. * * * * 4
Cannelle.
* * * * 4
Curcuma.
* * * * 4
Carvi. / * * * 3
Poivron R.
/ * * * 3
Meélange. * * * * 4

Tableau 5 : Poste et nombre de prélévement des épices au niveau herboristes de la

commune de Laghouat.

11.1.3 Isolement et de dénombrement de spores de Bacillus cereus

L’isolement et I’énumération a partir d’échantillons des épices ont été réalise

en utilisant des milieux de cultures sélectifs conventionnels (Fricker et al., 2008).
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11.1.3.1 Evaluation de la charge initiale en B. cereus dans les épices

Une série de dilutions allant de 10 & 10 est réalisée a partir des épices
broyées et ses dilutions seront étalées sur de la gélose MYP (Annexe 02) ; grace a des
étaleurs stériles. La premiére dilution est homogénéisée pendant 10 min et les tubes a
essai sont homogénéisés pendant 30 secs a 1’aide d’un vortex.

Cette étape consiste a prendre 10g d’épices préalablement mélangé avec une
cuillere stérile et de les placer dans un flacon qui contient 90 ml d’EPT (Annexe 02)
Le tout est homogénéisé pendant 10 min qui est en suite traité thermiquement a 80°C
pendant 10 min. A partir des huits solutions meéres, des séries de dilutions sont
réalisées et étalées sur des boites de Pétri contenant de gélose MYP (Annexe 02),
ensuite incubées a 30°C pendant 24h_48h.

S dﬂ “'5-.;*;‘”‘“ i

Figure 04 : Echantillonnage et Préparation des dilutions décimales
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La détermination du nombre de B. cereus sur les boites de Pétri se fait aprés
48h passée a I’incubateur. Le dénombrement se fait par un appareil de compteur
colonies et les colonies de B. cereus ayant une couleur rose caractéristique et

éventuellement entourée d’un halo blanc sur le gelose MYP.
11.1.3.2 Dénombrement de Bacillus cereus

Aprés I’incubation, on retient les boites contenant moins de 150 colonies, et
si possible, sur deux dilutions successives. Compter sur chaque boite les colonies
présumées de Bacillus cereus. Celles-ci sont de couleur rose (mannitol-négatif) et
presque toujours entourées d’un halo de précipité, indiquant la production de

lécithinase.

La charge en microorganismes était déterminée suivant la formule de la norme
AFNOR (1994) :

N =X2C/V (n1+0,1ny) d

Oou:

ni: Nombre de boites de la toute premiere dilution a laquelle les colonies ont

pu étre comptées.

n2. Nombre de boites de la dilution qui précede la toute premiére dilution a
laquelle les colonies ont pu étre comptées.

d: taux de dilution de la premiére dilution a laquelle les colonies ont pu étre
comptées.

N : est le denombrement moyen du groupe B. cereus en UFC/g ou UFC/mL.
2C est la somme des colonies dans toutes les boites retenues.

Les souches de Bacillus cereus. sont vérifiées par la coloration de Gram et par la
formation de I’endospore. La catalase positive, la mobilité a I’état vital, la réaction positive a
la coloration de Gram et la visualisation de I’endospore (Annexe 03) par observation

microscopique, sont les quatre criteres recherchés, ils sont suffisants pour affirmer
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I’appartenance au genre Bacillus cereus selon (Gordon et al., 1973) et (Clauset Barkely,
1986)

11.1.3.3 Conservation des souches :

Pour déterminer les micro-organismes prédominants dans chaque échantillon, des
colonies avec une morphologie distincte représentant les différents types obtenus sur boite de
pétri, sont transférees dans des tubes de géloses nutritives inclinees et incubées pendant 24h

a 37°C. Les souches sont ensuite conserveées au réfrigérateur a une température de 4°C.
11.1.2 L’identification des souches isolées

L’identification est basée sur la détermination des caractéres morphologiques et
biochimiques (Lamouliatte et al.,, 1992). Sur chacune des boites servant aux
dénombrements, nous avions classé les colonies en plusieurs catégories selon leur aspect
macroscopique. Dans chaque catégorie, une colonie a été choisie aléatoirement pour réaliser
les premiers tests d’orientation. Chaque colonie sélectionnée est purifiée sur milieu gélosé
nutritive. Pour une identification préliminaire de ces bactéries, nous sommes basés sur des

études :

Morphologique (les formes caractéristiques des colonies, leurs arrangement, la
présence ou non de spores et leur coloration de Gram, coloration des spores).

Etude biochimiques (test de mobilité, test de catalase, test de type respiratoire .....)
11.1.2.1 Etude macroscopique
11.1.2.1.1 Caractérisation phénotypique

11.1.2.1.2 La morphologie des colonies et des cellules

L’étude macroscopique permet de déterminer la morphologie des colonies obtenues
sur des milieux de cultures (taille, la forme des colonies,......... ). L’observation microscopique
est nécessaire pour définir la forme des cellules bactériennes (coques ou bacilles). La
coloration de Gram des isolats apres 24 heures de culture sur GN permet de déceler les

formes morphologiques de différentes cellules bactériennes. (carr et al., 2002).
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11.1.2.2 Etude microscopique :

11.1.2.2.1 Coloration au bleu de méthyléne :

Les bactéries sont colorées en bleu sombre. Cette coloration est intéressante pour
I'observation rapide des frottis mais elle permet seulement I'étude de la morphologie des
bactéries.

11.1.2.2.2 Coloration de Gram :

C'est une coloration qui permet de mettre en évidence les propriétés de la paroi

bactérienne, et d'utiliser ces propriétés pour distinguer et classifier les bactéries. (Annexe 03)
11.1.2.2.3 Coloration des spores par le vert de malachite :

La spore bactérienne est organe facultatif. On la rencontre seulement chez certaine

especes bactérienne (généralement Gram positif: Bacillus). (Annexe 03)

11.1.2.3 Etude biochimiques (les tests d’orientation)

11.1.2.3.1 Test de catalase

La catalase est une enzyme respiratoire capable de dégrader 1’eau oxygénée (H202)

en eau et O2 (Annexe 04).
11.1.2.3.2 Test de Mannitol mobilité :

Le milieu mannitol mobilité nitrate est un milieu permettant de mettre en évidence:
utilisation de mannitol ; la réduction des nitrates; la mise en évidence de la mobilité
bactérienne ; Ensemencement en piqure centrale (Annexe 04).
11.1.2.3.3 Recherche de Iécithinase :

Ce test a été réalisé par I’ensemencement des souches sur une gélose nutritive
contenant 1’émulsion du jaune d’ceuf stérile. Apres 24 a 72 heures d’incubation a 37°C,

I’apparition de zone claire autour de la culture prouve que la souche posséde la Iécithinase

(De Vos et al,.2009).
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11.1.3. Préparation de stock de spores :
Pour la constitution du stock de spores, le protocole utilisé a été inspiré de celui utilisé

par (Gaillard et al., 1998) en suivant les étapes décrites ci-dessous:

e Un volume de 0,5 mL de la pré-culture était étalé sur la surface du milieu nutritif
gélosé en boites de Pétri supplémenté par 40 mg/l de MnSO4 et 100mg/Il de CaCl2.

e Les boites ensemencées ont été incubées a 30°C pendant (5 a 7) jours un temps
nécessaire a la sporulation de la population bactérienne aprés d’incubation.

e Les spores de Bacillus spp ont été alors récoltées a ’aide d’une spatule stérile en
raclant la surface de la gélose.

e Les spores récupérées ont ét¢ mises en suspension dans un volume de 20mL d’eau
distillée stérile a I’aide d’une pipette pasteur stérile.

e Lasuspension de spores préparée était centrifugée a 10000 g pendant 15 min.

e Le culot était récupéré et remis dans 20 mL d’eau distillée stérile. Cette opération
était renouvelée deux fois.

e Le culot obtenu était repris par un mélange eau/éthanol (V/V).

e Le mélange était placé a 4° C pendant 12h afin d’éliminer le reste des formes
végétatives.

e Le mélange était centrifugé a 10000g pendant 15min.

e Les culots traités subissaient une nouvelle fois trois cycles de lavage toujours a I’eau
distillée dans les mémes conditions de la centrifugation. Tous les manipulations
d’agitation ont été effectuées manuellement avec retournement doux afin d’éviter la
formation des flocs.

e Les culots récupérés précédemment ont été ensuite re-suspendus dans un volume
minimum d’eau distillée stérile de facon a avoir une forte concentration en spores
(environ 1010 spores/mL).

e La concentration en spores était estimée par dénombrement en masse en milieu
nutritif gélose.

e Le stock de spores de Bacillus spp obtenu était conservé a 4°C dans de I'eau stérile

pour une éventuelle identification moléculaire ou des études approfondies des isolats.
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Figure 5 : Préparation de stock de spores.

11.1.4. Etude de Pinfluence des conditions de milieu sur la croissance de

Bacillus cereus :

Les souches de Bacillus cereus utilisées a été réalisé a partir d'un isolement sur des
tubes de géloses nutritives inclinées. Une colonie est inoculée dans un tube de 5 ml de
bouillon ceeur-cervelle qui est incubé 24 heures a 30_C.

Chaque facteur sera étudié indépendamment des autres.

11.1.4.1 Effet de pH sur la croissance des souches de Bacillus cereus

L’étude de ce paramétre vise a tester son influence sur la croissance de Bacillus

cereus isolées a partir des épices..
Pour déterminer les conditions de culture les souches ont été cultivées a différents pH

sur le milieu BHIB

pH 4,3 4,8 55 6 9

Tableau.10 Les valeurs du pH
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Pour déterminer Le pH de milieu en plongeant directement 1’¢électrode d’un pH-meétre
dans un tube de BHIB.

La valeur du pH a été lue sur I’écran du pH-metre. Le pH a permis de définir la nature

de milieu.

Les ajustements de pH ont été réalisés grace a des solutions standards de (NaOH) et

(HCI) avant autoclavage.

Apres préparation du milieu de culture a différents pH et a partir des souches isolées
conservées sur GN inclinées on procede a I’ensemencement des différents tubes a essai. Puis
le tout est incubé pendant 24 h a37°C. (Bégot et al., 1997).

11.1.4.2. Effet de ’activité d’eau

Avec un repiquage Les souches qui sont récupérées sont placées dans des tubes qui
contiennet le milieu BHIB a différents concentration de NaCl en donnant une gamme
ascendante d’Aw . (Bégot et al., 1997).

AW 0,983 0,971 0,962 0,951 0,931

Tableaull Les valeurs de ’activité d’eau
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Résultats discussion

11.2.1 Isolement et identification de souches deB. cereus :

30 échantillons d’épices ont été analysés par ensemencement en surface du milieu
Mossel complet. L’identification des souches isolées a été confirmé par observation

macroscopique .microscopiques ainsi que la réalisation de certains tests biochimiques
11.2.1.2 Tests de confirmation de ’appartenance au groupe de B.cereus .

11.2.1.2.1Aspect macroscopique :

Les souches ayant un phénotype caractéristique de B. cereus sensu lato, c’est-a-dire
des colonies plates a bordure lisse ou irréguliére, de couleur rose attestant qu’elles ne
fermentent pas le mannitol étaient entourées d’un halo plus ou moins grand, indiquant la

capacité des souches a dégrader la lécithine présente dans le milieu MYP
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Figure 6: Colonies caractéristiques des especes de B. cereus sensu lato sur Milieu Mossel

Aprés incubation a 30°C pendant 72 heures avec une lecture toutes les 24h, certaines
colonies obtenues sur gélose nutritive. Elles sont Blanches casse , une forme irréguliére avec
des bords ondulés, Ils ont des textures mate avec des colonies lisses et humides. cet aspect est

caractéristique de certaines espéces du groupe B.cereus
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Figure 7:souche isolée et repiquée sur milieu GN

11.2.1.2.2 Aspect microscopique:
11.2.1.2.2.1.La coloration au bleu de méthyléne :

La coloration au bleu de méthyléne des isolats montre qu’il se présente sous forme bacillaire

mobile .
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Figure 8:Résultats d’observations microscopiques apres la coloration de bleu de méthyléne

(Observation par microscope optique Gx100 a immersion).
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11.2.1.2.2.2.Coloration de Gram :

La coloration de Gram d’une culture jeune a révélé que I’isolat est Gram positif
auxextrémités arrondies et souvent disposés en chainettes.

Figure 9: Résultats d’observations microscopiques apres la coloration de Gram (Observation

par microscope optique Gx100 a immersion)

11.2.1.2.2.3Coloration des spores :

La coloration au vert de malachite des isolats montre la présence et la position des
spores dont ces dernieres sont colorées en vert et les formes végétatives en violet

Figure 10: Résultats d’observations microscopiques apres la coloration au vert de

malachite (Observation par microscope optique Gx100 a immersion)
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11.2.2.1 la Prévalence de B. cereus sensu lato dans les échantillons analysés:

i

H Mélange

M Epices douces

B Epices chaudes

B Epices et les herbes aromatique

o o o o

o

La prévalence du spores de B cereus

Figure 11:prévalence des spores de B cereus dans les différentes épices

Une collection de 30 épices a été analysée pour étudier la prévalence le dénombrement

des spores du groupe B.cereus .

Au total, la présence de B. cereus a été suspectée dans 23 échantillons d‘épices 76.6%

par culture sur la gélose MYP.

La prévalence de B. cereus sensu lato est dépend de 1’épice ;les épices chaudes sont

les moins contaminés par rapport aux autres épices analysé

D’aprés les travaux de Sucheela (2007) La composition chimique de I'épice joue un
role dans son activité antimicrobienne. En effet, les épices chaudes tel que le gingembre et le
poivron rouge présentent une forte activité antimicrobienne qui est probablement a I'origine de
cette variabilité de prévalence.
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11.2.2.2 Dénombrement de B. cereus sensu lato dans les échantillons analysés

Sur le total des échantillons analysés 8.92 % Ont enregistré des concentrations
inferieur & 3log UFC/ g. Tandis que 17,39% ont montré une contamination en spores de
B cereus qui varie entre 3 et 4 log UFC/ g.

Nos résultats montraient aussi que 50.29%des échantillons analysés ont une
concentration supérieur a la norme 5 log ufc /g seuil inacceptable par la réglementation,
algérienne.

La croissance était faible inférieures a 4 log UFC/ g pour le paprika et le Gingembre.

{1 i il

I’épices

e ¥ )]

o @ N

Les concentrations des bacillus cereus dans les épices
w

ufc/a

Figure 12 :Les concentrations des bacillus cereus dans les épices ufc/g
Ces variations des résultats ont été attribuées probablement a la composition chimique

des épices (facteurs antimicrobiens) et conditions environnementales de stockage (Meckee,
1994).
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11.2.3 Caractéristiques biochimiques des isolats :
11.2.3.11dentification biochimique :
La mise en évidence des enzymes respiratoire (catalase) et les activités hydrolytiques

extracellulaires (lécithinase) a révélé que celles-ci sont présentes chez les souches testées. Ces

activités sont variables et reflétent les potentialités propres a chaque souche.

Test Résultat interprétation
Catalase. Apparition de bulles de gaz Le teste de catalase était positive
Mannitol Le tube Apparaitre rouge partout | Indiquant que les bactéries sont
mobiles
Test lécithinase. | I’apparition de zone claire autour | la souche posséde la lécithinase
de la culture

Tableau 8: Résultats et interprétation des tests biochimiques

11.2.4.Résultats de DP’influence des facteurs environnementaux sur la

croissance des B. cereus sensu lato :

PH Gl M P CuU PN
4,3 _ _ _ _ _
4,8 _ _ _ _ _
55 + + + B +
6 + + + + +
9 + + + + +

Tableau 12:Effet du pH sur la croissance des souches isolées.

Les résultats obtenus montrent que les souches présumees B cereus se développent le
plus souvent dans des milieux neutres ou Iégerement alcalins par contre la diminution du pH
qui peut atteindre 4.3 4.8 est souvent responsable de ’arrét total de la croissance. Ces résultats

sont en concordance avec les résultats de (Carlin et al., 2013).
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B. cereus ne semble pas particuliérement résistant au pH, et seulement quelques
souches peuvent croitre a pH4,3 ;Le pH minimal de croissance varie selon le groupe génétique .
(Carlin et al., 2013).

Les souches psychrotrophiques du groupe VI sont les plus sensibles au pH ; certaines
souches de ce groupe ne pouvant croitre a un pH de 4.8 contrairement a toutes les souches des

autres groupes (Carlin et al., 2013).

Aw Gl M P Cu PN
0,983 + + + + +
0,971 + + + + +
0,962 + + + + -

0,951 - - - - -
0,931 - - - - -

Tableau 13:I’effet de Aw sur la croissance des souches.

L’activité de I’eau (Aw) est inversement proportionnelle a la pression osmotique d’un
COMPpOSE.

Les résultats obtenus montrent que la diminution de Aw (0,951-0,931) est responsable
de I’arrét total de la croissance des souches.

Touts les souches testées ont pu pousser a une Aw qui varie entre (0,983_0,962)Ces
résultats sont en concordance avec les résultats de Kramer et Gilbert (1989)

Ce qui confirme que Aw est un facteur limitant du développement microbien dans les

aliments.

Les limites de croissance Aw sont également sujettes a variation selon le groupe
génétique Les quelques souches qui ont pu se développer dans une BHI avec 10% de Nacl
comme humectant donnant une Aw de 0.929 appartenaient aux groupes VII, llet IV, alors
qu’aucune des souches du groupe qui ont pu se développer dans BHI avec 6%de Nacl

(aw = 0,960).
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En termes généraux la gamme relativement large de limites inferieures de la croissance
cellulaire végétative a été signalée par Kramer et Gilbert (1989) (limites
supérieures a pH 4,35-4,90 et aw minimale a 0,912_0,950) refléte généralement la diversité
génétique au sein du groupe B. cereus.
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Conclusion

Les épices pouvaient étre contaminées par différents microorganismes
notamment des germes pathogénes responsables de toxi-infections alimentaires comme
B. cereus

Les objectifs de cette étude étaient de rechercher et dénombrer les spores de B.
cereus sensu lato dans les épices utilisées dans la région de laghouat ainsi que les
facteurs environnementaux qui commandent leurs développements

Les résultats de cette recherche montraient que 76.6% des échantillons analysés
étaient contaminés par des spores de B. cereus sensu lato .

L’ensemble des échantillons contaminés par B. cereus sensu lato ont des concentrations

comprises entre 1 & 6.96 log (ufc/g).

L’étude biochimique des souches a été basée sur la recherche de catalase,
I’utilisation du mannitol et de I’hydrolyse de la 1écithine. Les souches isolées ont été tous
catalase positive. , capables d’hydrolyser la 1écithine et incapable d’utiliser le mannitol
,chose qui peut confirmer 1’appartenance de ces isolats au groupe de B.cereus sensu lato

La majorité des souches testées ont la capacité de se développer dans des pH
neutres ou alcalins et seulement quelques souches peuvent croitre a un pH acide 4,3

La diminution de Aw (0,951-0,931) est responsable de I’arrét total de la
croissance des souches.

Selon la gamme relativement large de limites inférieures et supérieurs du pH et
Aw qui favorisent la croissance des cellules de B . cereus Ph:5.5-9/aw ,0,983_0,962)

refléte généralement la diversité des especes isolées appartenant au .groupe B. cereus.

Cette étude ouvre la voie a d’autres travaux qui peuvent toucher :

* L’identification moléculaire des isolats obtenus (séquencage de géne panC)

* Elargir la zone d’études et le nombre des échantillons analysés

* Etudier la thermorésistance et la croissance de B.cereus dans une matrice
alimentaire

* Etude d’autres facteurs environnementaux tels que : Température ,besoins

nutritifs ...
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Annexe 01
Fiche d’enquéte descriptive sur l'utilisation des épices dans la région de Laghouat
: , i Réponses
Questions R
éponses proposées choisis
Préparation ménagére

1-ldentification de 'opérateur

2-Nombre de consommateurs

Restaurant

cité universitaire

salle des fétes

autres

Par famille /par établissement
Soupe
3 Nombre de préparation par mois
Sauces
4- Les épices et les herbes séchés 1- 4- 7- 10-
les plus utilisés 2. 5 8- 11-
3- 6- 9- 12-
Endroit
5-Origine et structure des épices broyés
Structure
Non broyés
1 mois
6-Durée de stockage chez le . -
e s Cuisine 2 mois
consommateur avant utilisation

3 mois ou plus

7- Le conditionnement :

Sous emballage

Type emballage

Poids
En vrac
quantité de I'épice

8--Concentration de I'épice type de récipient Cocot.te

Marmite

volume de récipient
Tous les jours

9- La fréquence d’utilisation

2/3 fois par semaine
Chague semaine

10- Le mode d’utilisation :

Avant cuisson

Durant cuisson

Apreés cuisson
05 min
11- La durée de cuisson apres I'ajout 10 min
de I'épice 15 min

30 min ou plus

12-Température de cuisson 70°C/80°C/95°C/120°C
13-Durée de Stockage de I'aliment Aprées cuisson
apres cuisson

apres lere prise
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Apres 2eme prise

14-Condition de stockage de
I’aliment apres lere prise.

Réfrigérateur

Congélateur

Température ambiante

15- Les cas d’intoxications

Oui/non /nombre de cas
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Annexe 02 : les milieux de culture

1. Milieu MOSSEL :

Le milieu «mannitol, eggyolk, polymyxin» (MYP) (tableau 7) est une gélose sélective pour B. cereus
concgue par Mossel (Mossel et al., 1967). 1l est employé pour détecter et dénombrer les cellules vegétatives et les

spores de B. cereus dans les produits alimentaires et son utilisation est recommandée par la norme 1SO 7932:2004.

Son fonctionnement est basé sur 1’absence de fermentation du mannitol par B. cereus et sur la capacité

de certaines souches a produire de la lécithinase.

Mossel de base :

Etrait de viande.........ccoov i 19/l
PEPLONE. ... 10g/I
Sodium ChlOride .......ccveivriiciceecce e 1 Og/l
= D-mannitol ..o, 10g/I
Rouge de phenole ..........ccceoveieiieiec e 0.025¢
ABI-A0AT ... 9-1 4/l
E D 900ml

Mossel complet :

Milieu M0SSel d8 DASE ......ccveieiieiiee e 90ml
Solution de polymiXines B .........ccccoveviiieiieieie e 1ml
Emulsion de jaune d'08UF .........c.co.ccueveeveeeerieeeeeeceeseeeee e 10ml

Le rouge de phénol, présent comme indicateur coloré ajoutés 25 ml d’une émulsion stérile de jaune

d’ceufs avec polymyxine B.

L’homogénéisation’ effectue en agitant le flacon et la solution est ensuite coulée dans des boites de Pétri
(Sarstedt).

La gélose ainsi obtenue est supposée €tres €lective grace a 1’ajout de polymyxine B qui inhibe la flore

secondaire et a laquelle B. cereus est résistante.

L’identification des colonies présumées de B. cereus se réalise grace au halo opaque qui les entoure,
formé suite a la dégradation de la lécithine du jaune d’ceuf en produits insolubles, ainsi que grace a leur couleur

rose, signe que 1’ indicateur coloré n’a pas viré au jaune et que le mannitol n’a donc pas été fermenté.
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Planche 01 Préparation des milieux de culture MYP
2. Milieu GN :

=] 010 SR 10g/1
Extrait de Viande .........ccccoveviieiininieeeee e 15¢/1
EXtrait de leVUrE .......ocoveiiiiiieeeeee e 2¢g/1
Sodium Chloride .......covevieeeieceee e 5¢/1
ABI-A0AN .. 15¢/1
ED . e 1L
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3. Milieu EPT:

L’eau peptonée tamponnée (EPT) est un milieu liquide jaune clair (tableau 8), non-sélectif, utilisé pour
le pré-enrichissement des bactéries présentes dans les denrées alimentaires.

Eau peptonée tamponnée est plus riche en nutriments, et permet de revivifier des bactéries stressees et

d’activer leur croissance. Apres sa préparation, I’EPT est conservé eau réfrigérateur a 4°C avant son utilisation.

Composants :
Digestat enzymatique de caséine 10,0
Chlorure de sodium 50
Hydrogéno phosphate disodique anhydre 3,5
Dihydro génophosphate de potassium 1,5
PH 70,2

Riche en nutriments, il permet de revivifier des bactéries stressées et d’activer leur croissance.
4. Milieu (BHI) :

Les croissances a basse températures ainsi que I’étude de la thermo-résistance des cellules végétative de

B. cereus et la majorité des préculture sont été réalisées en Brain Heart Infusion (BHI).

Composants :
Extrait de levure 17,5
Peptone pancréatique degélatie 10
Chlorure de sodium (NaCl) 5
Phosphate disodique (NaH2PO4) 2,5
Glucose (C6H1206). 2
pH 70,2

Les ajustements de pH ont éte réalisés grace a de NaOH ou (HCI) avant autoclavage.

Tous les milieux de cultures et solutions préparés sont stérilisés dans un autoclave, pendant 20 min a
une température de 121°C.

Aprés autoclavage, les milieux de cultures solides alors contenus dans des flacons sont coulés dans des
boites de Peétri stériles de 92 mm de diamétre et de 16 mm de hauteur et laissés a refroidir et a sécher a température

ambiante pendant 24 heures avant d’étre placés au réfrigérateur a 4°C.
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Annexe 03 : Techniques utilisées

1.Coloration de gram :

Les réponses a la coloration de Gram jouent un réle primordial dans la classification qui distingue les
bactéries a Gram positif des bactéries a Gram négatif.

Technique :

Une colonie isolée, prelevée sur milieu solide apres 24h de culture & 37°C, est étalée dans une
gouttelette d’eau sur la lame de verre a I’aide d’une anse bactérienne stérilisée a la flamme du bec. Apres
séchage de la lame a I’air, le frottis est fixé par la flamme du bec bunsen sur le dos de la lame en verre.
Apreés refroidissement, les micro-organismes sont colorés en violet de gentiane pendant 1 min. apres
lavage a I’eau, le frottis est mis en contact pendant 1 min avec la solution de lugol. L’iode libéré va fixer
le colorant précédent. Le frottis est mis en contact pendant 1 min avec safranine qui agit comme colorant
de contraste : les bactéries ayant une réaction négative a la coloration de Gram apparaissent roses, les
bactéries ayant une réaction positive a la coloration de Gram qui n’ont pas été décolorées restent violettes.
Le frottis est a lavé a ’eau distillée et séché soigneusement. L’observation du frottis est réalisée en

microscopie optique (objectif a immersion x100).

2.Coloration de vert de malachite :

La spore bactérienne est organe facultatif. On la rencontre seulement chez certaines espéces
bactérienne (généralement Gram positif: Bacillus).elle représente une forme de résistance de la bactérie

aux conditions défavorable de vie (chaleur, dessiccation).
Technique :

Aprées avoir réalisé un frottis bactérien comme précédemment, il est d’une solution aqueuse de vert de
malachite 5 % et chauffe pendant 10 minutes. Apre le lavage a 1’eau du frottis, la solution aqueuse de fuchsine
basique a 5% est ajouté et laissé pendant 1 minute. Le frottis est lavé a I’eau distillée et séché soigneusement
(Dorner, 1926). L’observation du frottis est réalisée en microscopie optique (objectif a immersion x 100). Les
spores apparaissent vertes dans des corps bactériens roses. La position dans la cellule, la déformation du bacille

et la forme de forme de la spore sont des renseignements taxonomiques intéressants et importants.
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Annexe 04 : les tests d’orientation

1.Test de catalase :

La catalase est une enzyme respiratoire capable de dégrader I’eau oxygénée (H202) en eau et O2 selon
la réaction suivante :
2 H202 Catalase 2 H20 + O2

Sur une lame et a I’aide d’une pipette pasteur, on dépose une colonie bactérienne a laquelle on ajoute de
I’eau oxygénée H202 . La présence d’une catalase est révélée par I’apparition immédiate de bulle de gaz qui

correspondent a I’oxygéne dégagé (Tortora et al., 2003).

2.Test de Mannitol mobilité :

Le milieu mannitol mobilité nitrate est un milieu permettant de mettre en évidence: utilisation de
mannitol ; la réduction des nitrates ; la mise en évidence de la mobilité bactérienne ; Ensemencement en piqure
centrale.

Lecture :

Test positif le tube va apparaitre rouge partout indiquant que les bactéries sont mobile ; Test négatif I'apparence
d'une ligne rouge au centre du tube au site ou l'inoculum a été percé les bactéries ne sont pas mobiles (Marchal
et Bourdon, 1982).
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