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Résumé

De nombreux plats cuisinés sont préparés a base d’épices et herbes séchées, ces
derniers peuvent étre contaminés par plusieurs types de microorganismes y compris les
bactéries sporulées aérobies .Bacillus cereus est un groupe de bactéries caractérisé par la
présence de spores thermoresistantes incriminées dans les TIAC.

Ce travail vise a évaluer le niveau de contamination de différentes épices par les
spores de B.cereus ainsi d’étudier la thermorésistance de ces derniers.

Les résultats ont montrés que parmi les 35 échantillons analysés 14%ont été
contaminés avec un taux maximal de 7.3x10%(ufc /g) dans le Paprika prélevé de la wilaya
de Laghouat.

Concernant 1’étude de la thermorésistance dans une matrice alimentaire, des
valeurs du D95 allant de 6.7 a 33.5 min pour I’isolat du poivre noir et du D110 de 1.5min
a 3.2 min pour le mélange.

La sensibilité au traitement thermique a montré que la souche 01 a été la plus
thermorésistante avec un Zt de 40.6°C. En revanche la souche 09 était la plus sensible avec
un Zt égale a 15.2°C.

Ces résultats peuvent étre utiles pour simuler le développement des spores de

B.cereus des épices dans les préparations culinaires qui subissent un traitement thermique.

Mots clés : Epice, B. cereus, Spore, Thermorésistance, valeur D, Valeur Z

Vil



Abstract

Many cooked dishes are prepared with dried spices and herbs, which can be conta
minated with several types of microorganisms including aerobic spore bacteria. Bacillus ce
reus is a group of bacteria characterized by the presence of thermoresistant spores incrimin
ated in TIAC.

This work aims to assess the level of contamination of different spices by B.cereu

s spores and to study their thermoresistance.

Results showed that of the 35 samples analyzed, 14% were contaminated with a m
aximum rate of 7.3x102 (ufc/g) in Paprika collected from Laghouat wilaya.
For the study of thermoresistance in a food matrix, values of D95 ranging from 6.7 to 33.5

min for black pepper isolate and D110 from 1.5min to 3.2 min for blend.
Heat treatment sensitivity showed that strain 01 was the most thermoresistant

with a Zt of 40.6°C. In contrast, strain 09 was the most sensitive with a Zt equal to 15.2°C
These results may be useful in simulating the development of B. cereus spores of spices in

culinary preparations undergoing heat treatment.

Keywords: Spice, B. cereus, Spore, Thermoresistance, ValueD, Value Z.
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Introduction générale

De nombreuses épices et herbes aromatiques, sont des produits fréquemment
utilisés pourla préparation des aliments dans la cuisinetels que les sauces, les soupes et les
formes fraiches en purée ou en pate. Ces produits d’origine végétale ont des saveurs

intenses sont généralement utilisées dans la cuisine familiale et autres(Susheela.,2007).

Les épices et les herbes sont dérivés de diverses parties anatomiques des plantes,
telles que les feuilles, les rhizomes, les tiges, les fleurs, les fruits, les graines, les bulbes et
I'écorce. Malgré leur faible valeur nutritionnelle, ils possédent une bonne valeur sensorielle
et ont une profonde influence sur le systéme digestif(Garbowska et al.,2015). La plupart
de ces produits sont stockées dans des conditions séches aprés la récolte; cependant, le

contact avec lair et l'augmentation de I'humidité affecte la qualité des épices en

augmentant la probabilité de contamination microbienne (Kim et al .,2012).

Les condiments peuvent contenir divers micro-organismes, y compris des
bactéries sporulées et des moisissures qui peuvent survivre dans des conditions d’activité
d’eau. Parmi les micro-organismes les plus résistants a la dessiccation figurent les bactéries
Bacillus cereus formant des spores, Clostridium perfringens, Clostridium botulinum et les
moisissures, telles que Aspergillus spp.qui sont des producteurs potentiels d’une variété de
toxines(Witkowskaet al ., 2011).

B. cereus forment des endospores et survivent dans diverses conditions de stress.
De plus, [I'élimination de B. cereusest difficile pendant la pasteurisation
(Hertwig .,2015).B. cereus est un pathogéne humain producteur de toxine responsable de
deux types d’intoxications alimentaires d’origine émétique par une toxine thermostable

céreulideou diarrheique(Sastalla et al., 2013).

D’autre part, I’incidence réelle de B. cereuscomme un pathogéne alimentaire est
encore mal connue pour un certain nombre de raisons y compris diagnostic erroné de la
maladie, qui peut étre symptomatiquement semblable a d’autres types d’intoxication
alimentaire et déficiences diagnostiques a 1’égard de cet agent pathogeéne d’origine

alimentaire(Fricker et al.,2008).
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La préparation des plats cuisinés se fait a des hautes températures et a un moment
qui peut étre début, mi ou fin de cuisson ne laissent survivre que les microorganismes
thermorésistants et principalement les spores microbiennes, ces microorganismes sont issus

principalement d’épices utilisées.

En Algérie, peu d’études sur la caractérisation des especes de B.cereusisolés a
partird’un produit alimentaire ont été réalisées. Au niveau de la wilaya de LAGHOUAT
aucune étude n’a été faite sur lathermorésistance des spores de ces especes contenues dans

les épices et herbes séchées.
Notre travail vise a :

(i) Etudier le niveau de contamination des épices commercialisées dans la région
de Laghouat, Ghardara et Maghnia par les spores du groupe B. cereus;

(ii) Isoler et preparer des stocks de spores qui peuvent étre utilise ultérieurement
pour une éventuelle d’identification moléculaire ;

(iii)Etudier lathermorésistance des spores du groupe B. cereus isolées a partir

des épices de la région de Laghouat.
Notre travail s’organise comme suit:

+¢+ Une synthese bibliographique englobe deux chapitres :

e Premier Chapitre expose des généralités sur le groupe Bacillus cereus sensu lato .

e Deuxiéme chapitre traite des généralités sur lathermorésistance des spores de
Bacilluscereus

+« Une Partie pratique englobe deux chapitres:

e Le troisiéme chapitre décrit la méthodologie et les techniques utilisés dans 1’isolement
et dénombrement des spores de B. cereussensu lato, la production et la conservation de ces
spores et 1’étude de la termorésistance des stockes de spores.

e Le quatriéme chapitre montre les résultats obtenus avec leurs discussions

++ Et enfin une conclusion genérale.
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I. Généralités sur le groupe Bacilluscereus sensu lato

Le groupe Bacillus cereus, aussi connu sous le nom de B. cereus sensu lato,
représente un groupe de bactéries a Gram positif(Fayad et al., 2019), comprenant sept
especes : B. cereus sensu stricto, B. anthracis, Bacillus thuringiensis, Bacillus mycoides,
Bacillus pseudomycoidesetBacillus weihenstephanensis(Frankland. and Frankland,

1887), ainsi que la nouvelle espece Bacillus cytotoxicus(Fagerlund et al., 2008).

D’autres espéces de ce groupe ont été récemment découvertes qui sont les suivants :
Bacillus gaemokensis,Bacillusmanliponensis, Bacillus bingmayongensis et Bacillus

wiedmannii(Fayad et al., 2019).

Les espéces de ce groupe sont écologiquement diverses cependant
phylogénétiqguement proche(Fayad et al., 2019). Cette diversité s’explique par la présence
de ce groupe de bactéries dans le sol, surfaces végétales, 1’eau contaminée(Berthold-Pluta
et al., 2019)et différents catégories de produits alimentaires tels que : la pomme de terre,
les produits laitiers séchés, les pates, produits carnés, café, pousses de légumes et
épices(Carter et al., 2018).

Ces especes sont caractérisées par la formation des endospores(Hariram and
Labbé, 2016)résistantes aux conditions défavorables(Fogele et al., 2018) pouvant avoir un
effet négatif sur la qualité et la sécurité du produit (Licking et al., 2013), Ceci peut avoir

un effet néfaste sur la santé de ’'Homme.
I.1. Classification

Les bactéries du genre Bacillus font partie du domaine des eubactéries (ou
Eubacteria), du phylum (oudivision) des firmicutes, Class des Bacilli, Ordre
desBacillalesetFamilledesBacillaceae ; a été créé par Ferdinand Cohn en 1872 et comprend
des Gram positifs. Elles sont dénommées bactéries abas G+C % et a coloration de Gram

positive (Dromigny., 2009).

La classification des Bacillus fait apparaitre des groupes taxonomiques important,

cependant il n’est pas possible de mettre en évidence une véritable classification
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dichotomique. Toutefois, certains groupes repose sur les plans phénétique et
phylogénétique. (Dromigny., 2009).

I.1.1.Phénétique

Selon Drobniewski. (1993)le genre Bacillus est réparti en trois grands groupe selon

la morphologie de la spore et du sporange tableau 01.

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

Classification | Les caractérisations

Groupe | Sous-groupe A Sous-groupe B

e Des cellules végétatives en e Des bactéries a petites
forme de bacilles de Gram cellules (diamétre inférieur
positif a lum).

e Largeur des cellules supérieure | e Dépourvues d’inclusions
ou égale 1 um protoplasmiques de poly-

e Production de spores béta-hydroxybutyrate
ellipsoides ou cylindriques (B.subtilis, B.licheniformis,

e Spore centrale ou terminale B.firmus ...).

e Spore qui ne dilate pas les
sporanges

e Des inclusions
protoplasmiques de poly-béta-
hydroxybutyrate (B.anthracis,
B.cereus, B.mycoides,
B.megaterium, B.thuringiensis,
B.pseudomycoides et
B.stephanensis.)

Groupe 11 e Bacilles sont a coloration de Gram variable
e Des sporanges gonflés avec des spores ellipsoides centrales ou
terminales (B.alvei, B.brevis, B.circulans...)

Groupe 111 e (B.sphaericus, B.globisporus, B.insolitus)

e Hétérogeénes a coloration de Gram variable

e Des sporanges gonflés, avec des spores sphériques terminales ou
sub-terminales
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1.1.2.Phylogénétique

Le groupe phylogénétique I inclut I’espéce B. pseudomycoides. Les groupes I, I,
IV, V contiennent les espéces B. cereus et B. thuringiensis. B. anthracis(Guinebretiere et
al., 2013). Le groupe VI contient les souches psychrotrophes de B. weihenstephanensis
etB. mycoides(Stenfors and Granum, 2001). Le groupe VII contient une espéece

nouvellement décrite : B. cytotoxicus(Guinebretiere et al., 2013).

D’autres espéces se distinguent par des schémas de croissance rhizoides,
thermotolérance et cytotoxicité, psychrotolérance et une capacité a altérer les aliments et

leurs utilité comme probiotique en nutrition animale (Bazinet, 2017).
1.2. Caractéristiques de Bacillus cereus sensu lato

1.2.1. Caractéristiques physiologiques

Les especes du groupe Bacillus cereus sensu lato ont été classées
physiologiquement selon leurs capacités de croitre a des valeurs extrémes de pH,

concentration de sel, d’activité d’eau et de température.

Selon la variabilité de la température il existe des souches mésophiles dont la
température optimale de croissance est comprise entre 25 et 35°C, et d’autres souches
psychrotolérante dont la température optimale de la croissance est comprise entre 25 et
35°C et qui sont en outre capables de croitre a 7°C(Dromigny., 2009). S’ajoute la présence
de souches thermophiles (Ltcking et al., 2013)résistant a 80°C pendant 10 min (Glasset.,
2016). D’autres part il existe des souches acidophiles, alcalophiles, halotolérantes ou

halophiles(Dromigny., 2009).



Chapitre | Géneralités sur le groupe B. cereus

Tableau 02 :Caractéristiques des sept groupes genétiques chez Bacillus cereus sensu
lato(Guinebretiere et al., 2008).

Groupes Température de croissance
I 10 —-43°C
\4 5-37°C
1 7—40°C
\Y% 10-40°C
v 10 - 45°C
Il 15-45°C
VilI 20 - 50°C

1.2.2. Caractéristiques biochimiques

Le groupe bactérien Bacillus cereus sensu lato est caractérisé par la production
d’enzymes extracellulaire (Dromigny., 2009) tels que ( protéases, lipases et
phospholipase) induisant un changement de texture, structure et une altération de I’aliment,
aussi la production de I’enzyme de 1écithinase et des substances cytotoxique ont été mise
en évidence dans les isolats de ce groupe(Lucking et al., 2013). Ces bacilles sont des

nitrifiants, dénitrifiants et fixateurs d’azote(Dromigny., 2009).
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Tableau03 :Principaux caractéres communs et distinctifs des espéces du groupe B.cereus
sensu lato(Guinebretiere and Borja, 2003).

(%2]
3
(7]
%) g8 3
[%2] _C —
c o o
(5] (%) 172) [5) (&}
'S D — = >
n c =] 8 c e
S = o = = o
[} = o c < °
\ 5 =] > = D o
Caracteres 5] S S S = a
o0 o0 o0 o o0 o0
Lécithinase + + + + + +
Utilisation de mannitol - - - - - -
Résidence aux lysosomes + + + + + +
Réaction VP + + + + + +
Réduction du nitrate + | H- | + i i ?
Fermentation de glucose + + + + + +
Mobilite +H- | +- - - +/- -
Hemolyse (sang di mouton) + + ) - + ?
Cristal parasporal (endotoxine - + - - - -
pathogéne des insectes
Lyse par phage gamma - - - + - ?
Sensibilité a pénicilline - - - + - ?
Toxine impliqué dans la maladie - - - + - -
de charbon
Entérotoxines + + + ? + +?
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+: >85% de souches positives ; +/- : 50a 84% positives ; (+) : positives faibles ;?:
absence de données suffisantes.

1.3. Morphologie et structure cellulaire de Bacillus cereus

Les espéces du genre Bacillus sont des bacilles rectilignes a extrémités angle droit
ou arrondies, assez volumineux mesurant de 1 & 1,2 um de diamétre par 3a 5um de long
(Dromigny., 2009).

Ce sont des Gram positifs ou a Gram variable (fréeqguemment, la coloration de Gram
n’est positive que pour les trés jeunes cultures), aérobies et anaérobies facultatives,
formants des spores, sont en régle générale encapsulés ( la capsule apparait d’une

coloration a I’encre de chine (Dromigny., 2009).

Généralement mobiles grace a une ciliature péritriche (B. anthracis et mycoides
sont immobiles)(Drobniewski., 1993), le plus souvent catalase positive, donnant une
réponse variable au test de I’oxydase, Sur le milieu de culture, les chaines sont souvent tres
longues, avec un aspect que 1’on qualifié généralement de « tige de bambou »(Dromigny.,
2009).

1.4, L affection du groupe de B.cereus sur les produits alimentaires

Les spores de B. cereus se trouvent pratiquement dans divers sortes d’aliments tels
que les produits secs ou déshydratés, certains Iégumes, céréales, farines, épices et herbes
aromatiques. Ces maticres premicres entrant dans la composition d’un produit fini, ils sont
des sources potentielles de contamination (Anses., 2011) par la présence des spores tres
résistantes aux conditionsenvironnementaux extrémes(Andersson et al., 1995).
lIsinfluencant sur le produit final et sa détérioration et I'echec de la conservation des
aliments, malgré la technologie alimentaire moderne et les techniques de
stérilisation(Lucking et al., 2013).

1.4.1. Microbiologie des épices

Les épices et les herbes sont principalement cultivés et récoltées dans des régions
au climat chaud et humide. La plupart des épices sont stockées dans des conditions séches,
cependant, le contact avec l'air et l'augmentation de I'numidité affectent la qualité des

épices en augmentant la probabilité d'altération microbienne ; ne doivent étre stockées que
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dans des emballages fermés pour éviter le développement de moisissures productrices de

mycotoxines(Fogele et al., 2018).

Le Code d'usages du Codex en matiére d'hygiéne stipule que les épices et les herbes
ne devraient pas contenir de microorganismes produisant des toxines en quantités qui
augmente les risques pour la santé (Fogele et al., 2018).Le nombre de bactéries
retrouvés dans les aliments était en moyenne de 105 Unités Formatrices de Colonie (UFC)

pargramme(Stenfors Arnesen et al., 2008).
1.4.2.L’influence de I’agent pathogéne de Bacillus cereus sur les épices

Les épices ont réecemment retenu l'attention en raison de cas de maladies d'origine
alimentaire, contiennent naturellement des niveaux élevés de micro-organismes(Hariram
and Labbe, 2016), ces microorganismes font partie de la microflore permanente de
diverses matiéres premiéres et denrées alimentaires (Berthold-Pluta et al., 2019). Ces
épices contiennent généralement un grand nombre de formateurs de spores bactériennes

aérobies, y compris B. cereus(Hariram and Labbé, 2016).

Les spores survivent aux températures de cuisson et, en raison de mauvaises
conditions de rétention, germent et se multiplient pour causer des maladies qui sont
d'origine alimentaire (Hariram and Labbé, 2016). Selon Fogele et al. (2018),les épices
les plus contaminées étaient les poivrons noirs moulus,ainsi que d'autres épices et herbes, y
compris le piment, la coriandre, le curcuma, le curry avec des concentrations élevées de B.
cereus.Tandis que La cannelle, le cumin, les clous de girofle, le romarin et le thym avaient
une concentration relativement faible de B. cereus, la cannelle peut inhiber la croissance de
B. cereus, le cumin et les clous de girofle contiennent des huiles essentielles importantes
qui peuvent réduire considérablement la contamination microbiologique(Fogele et al.,
2018).

1.5.B.cereus et ’intoxication alimentaire

1.5.1. Pourvoir toxique de B.cereus

Le groupe B. cereus produit différents facteurs de virulence potentiels pouvant agir

demaniére synergique au sein de I'hdte. Plusieurs entérotoxines : I'entérotoxine tripartite

11
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HBL hémolysine BL (HBL), I'entérotoxine non hémolytique (NHE), une seule protéine
entérotoxinecytotoxine K (CytK) et I'entérotoxine FM (entFM) (Carter et al., 2018). Les
toxines insecticides de B. thuringiensis, également appelées 6-endotoxines, forment un
cristal parasporal, libéré dans I'environnement a la fin de la phase de sporulation (Fayad et
al., 2019) et la toxineémétique (céreulide) ont été associées a des infections par B. cereus,

ces infections qui sonta 1’origine destoxi-infections alimentaires(Didelot et al., 2009).

La prévalence de ces génes de toxines varie selon les différentes souches de B.
cereus(Carter et al., 2018). En fonction du type de toxine produite on distingue deux

syndromes un syndrome diarrhéique et un syndrome émétique.
1.5.2. Atteintes gastro-intestinale

1.5.2.1. Syndrome diarrhéique

Le syndrome diarrhéique est une toxi-infection induite par les trois entérotoxines
poreformatricescytolysine K (CytK), entérotoxine non hémolytique ( Nhe) et I'hémolysine
BL (Hbl) produite par les cellules végétatives de l'intestin gréle caractérisé par des
douleurs abdominales et une diarrhée aqueuse apparaissant 8 a 16 h apres l'ingestion
d'aliments contenant des cellules vegeétatives ou des spores de souches pathogenes de B.
cereus(Berthold-Pluta et al., 2019).

Le nombre estimé de cellules végétatives ou de spores de B. cereus qui cause une
intoxication alimentaire de type diarrhéique est d'environ 5 a 8 log UFC(Berthold-Pluta et
al., 2019). Le type diarrhéique est associé a la viande, aux sauces, au pudding, aux légumes

et aux produits laitiers(Hariram and Labbé, 2016).
1.5.2.2. Syndrome émétique

La maladie de type émeétique est causée par la toxine émétique céreulide
thermostable(Lticking et al., 2013), qui est produite dans les aliments déja contaminés
avant soningestion ; Les souches de toxine émétique ne peuvent pas produire de toxine Hbl
et ne contiennent pas de genes hbl, et seules quelques-unes ont le gene cytK(Fogele et al.,
2018).Les premiers symptomes d'intoxication alimentaire de type émétique (nausées,

vomissements, maux de téte) surviennent déja 1 a 5 h aprés la consommation d'aliments
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contenant du céreulide-chaleur -et peptide résistant a l'acide gastrique(Berthold-Pluta et
al., 2019).

Ce type d'intoxication alimentaire est le plus souvent associé a l'ingestion de
produits céréaliers, notamment de riz(Berthold-Pluta et al., 2019)et les produits
farineux(Hariram and Labbé, 2016). la toxine émétique céreulide est de plus en plus liée
a des manifestations cliniques sévéres, y compris des insuffisances hépatiques aigués, et a
également éte rapportée comme agent causal de I'encéphalopathie aigué (Ehling-Schulz et
al., 2015).

Des résultats récents d'essais in vitro ont montre un effet néfaste de céreulide sur les
cellules béta pancréatiques, méme a de faibles concentrations. Etant donné que le
dysfonctionnement des cellules béta et la mort cellulaire jouent un réle clé dans la
physiopathologie du diabéte, ces résultats rendent possible qu'une consommation a long
terme d'aliments contaminés au céreulide puisse avoir des implications dans le diabéte
(Ehling-Schulz et al., 2015).
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Il .1. Généralité sur les spores de Bacillus cereus

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

Les spores de B.cereus sont non deéformantes et situees en position centrale a
subterminale . La forme et les dimensions sporale de B.cereusont généralement une forme
ovale a sphérique voire cylindrique, mesurant en moyenne lum par 1 a 2 um semblables

de celles du genre Bacillus(Dromigny.,2008).

Les bactéries appartenant aux genres Bacillus sont capables de former des spores qui
peuvent rester a 1’état latent pendant de nombreuses années et lorsque les conditions seront

favorables se germine(Abbas.,2014) .
I1.2. Structure et composants des spores B. cereus

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

I’exosporium(Dromigny.,2008).(voir la figure 01)

tunique Interne
) (cytoplasme de
exosporium la cellule-mére)

- Core

tunique externe cortex

f.un'ique
moyenne

Figure 01:La structure des spores de Bacillus cereusau microscopie électronique a
transmission(Dromigny.,2008).
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11.2.1. Exosporium

Est observable autour des spores de B. cereus sensu lato mais n’a jamais été
observé autour des spores de B. subtilis et B. licheniformis(Faille et al.,2010), est
composée de protéines et de glucides n'est pas essentielle a la survie de la
spore(Stlew.,2005).

11.2.2. Tuniques de spores

Est une structure complexe sous-jacente a I’exosporium(Kimet al.,2006)composée
de deux couches:tunique interne et la tunique externe(Leggett et al.,2012), sont composées

majoritairement de protéines (50 a 80 %)( Plomp et al.,2014).
11.2.3. Membrane externe

Se trouve sous les tuniques de la spore ,est une structure essentielle lors de la

formation de cortex est perméable, leur fonctionnalité n’est pas connue(Setlow.,

2003;Setlow., 2007).
11.2.4.Cortex

Est composé d’une forme de peptidoglycane(Popham.,2002),maintienleprotoplastea
I’état déshydraté qu’est un facteur principale dans la résistance des spores a la chaleur

humide(Setlow.,2006),Le cortex est autolysé pendant la germination(Setlow.,2003).
11.2.5. Membrane interne

Le protoplaste est entouré de la membrane interne(Setlow.,2007), La faible
perméabilité de cette derniére confert une résistance des spores face a des produits

chimiques qui endommagent I'ADN(Paredes-Sabja et al.,2011).
11.2.6.Cceur

La structure centrale de la spore appelée protoplaste, est assez déshydraté renferme

I'ADN, I'ARN, les ribosomes et la majorité des enzymessporales,contient également de
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dipicolinate de calcium (Ca-DPA) constitue de 15 % du poids sec de la spore est

synthétisée uniquement lors de la sporulation(Setlow .,2006).
11.3. Lasporulation chez les Bacillus cereus

La sporulation ne commence qu’apres une réplication de ’ADN a été achevé, afin

d’assurer que deux chromosomes sont disponibles dans la cellule pré
divisionnelle(Veeningetal.,2009).La sporulationChez les Bacilli se met en place a la fin

de la phase exponentielle(Al-Hinai et al.,2015),ce processus a été déclenché d’aprés des
signaux en réponse des changement environnementaux tels que l'augmentation de la
densité cellulaire des B. cereus ainsi que la disponibilité des nutrimentsdans le

milieu(Stragier.,2002). Le processus de sporulation se déroule en 6 stades(voir figure 02).

Cellwall  Cytoplasm €) Spore septum begins to isolate newly replicated
N _ DNA and a small portion of cytoplasm.

Plasma — ©) Plasma membrane starts to surround DNA,
membrane &’ & _cytoplasm, and membrane isolated in step@).
7
\ o
Bacterial chromosome (DNA) (72 &
(a) Sport i the p of formation \

€) spore septum surrounds isolated portion,
forming forespore.

N\

Two membranes -~ < @ @

O Peptidoglycan layer forms between membranes.

/
&) &

- © spore coat /
) Endospore is freed from cell. ’ forms.

ﬁ‘\ é: g5

Copyright © 2004 Pearson Education, ., publishing as Beryamin Cummings.

Figure 02: Les étapes de la sporulation(Qiu.,2004).

11.4. Lathermorésistance des spores de B.cereus

La plus part des enzymes sporales sont stables a des températures 38°C au-dessus de
celle de la destruction des cellules végétatives a 44°C. Chez Bacillus cereus, le milieu
intérieur des spores protége les enzymes sporales qui conférent aux spores une thermo
résistance a des températures plus hausses par rapport a la cellule végétative dont les
enzymes sont détruites a température plus basse(Warth.,1980).Cependant, la

thermorésistance de Bacillus cereus n’est pas tres élevée a celle de Clostridium botulinum.
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I1.5. L’origine de la thermorésistance des spores

Le facteur principale qui assure la résistance thermique des spores estla
déshydratation du protoplaste, qu’est due a la fois par la minéralisation et 1’adaptation
thermique(Cazemieret al.,2001). La thermo résistance des spores est élevée dans les
produits a faible activité d’eau (aw)et aussi au procédé de stérilisation a la chaleur seche

qu’ ala chaleur humide(Jenson et Moir., 2003).

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 (Setlow.,2006), 1’acide dipicolinique se
trouve en association avec les ions calcium. Il est responsable de la stabilité des composeés
comme I’ADNet attribuer dans la thermorésistance( Prescott et al.,2006). La
déshydratation des spores au cours de maturation et la production de 1’acide N-succinyl-
glutamique dés les premiers stades de la sporulation sont des critéres majeurs assurant

lathermorésistance(Meyer etal.,2004).
11.6. Les facteurs influengant sur la thermorésistance

Divers facteurs peuvent fortement influencer la thermo-résistance des spores,les
conditions de températureet l'activité de I'eau, le pH du milieu pendant la sporulation, la
composition du milieu pendant ou aprés traitement, les caractéristiques du traitement et
’espéce microbienne, seule la température était prise en compte dans le calcul desbaremes

de pasteurisation et de stérilisation(Merzougui et al.,2013) .
11.6.1.L’effet de la température

Les spores de Bacillus cereus a 48°C ont montrées une résistance beaucoup plus un
traitement thermique que celles produites a 22°C(Melly et al.,2002). Cette caractéristique
est corrélée a I’hydratation du cceur s’élevant a 39% dans les spores obtenues a 22°C,
contre 34,25% dans celles obtenues a 48°C. Similairement, (Minh et al.,2011) ont montre
une meilleure résistance a la chaleur des spores de B. subtilis produites a 45°C plutot qu’a

22°C.
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11.6.2. L’effet du pH

Le pH initial du milieu de sporulation peut avoir un effet positif ou négatif sur la
thermorésistance(Mazas et al.,1997),Le pH est connu pour avoir une forte influence
sur la résistance thermique des micro-organismes.Un pH acide (pH = 4) du milieu lors du
traitement peut provoquer une résistance thermique plus faible de spores, comparé
a un pHneutre. Les spores de B. Cereus ATCC 4342 ont montré une résistance plus
faible lorsque le pH de sporulation était de 5.5, par rapport a un pH égal a7(Merzougui et
al.,2013).

11.6.3.L’effet d’activité d’eau

L'activité de I'eau (aw) etle pH sont des éléments essentiel dans la détermination de
la thermo-résistance des microorganismes, une faible aw lors du traitement
provoquera une augmentation de la résistance a la chaleur. En revanche, une faible
activité de l'eau (<0.98) du milieu de récupération a montré une inhibition de la

germination et de la croissance de spores deB. cereus(Martinez et al;2007).
11.7. Parametres de thermorésistance des spores B. cereus

Les spores de B.cereusrésistantes au processus de décontamination comme 1’étape
de pasteurisation, d’aprés nombreuxétudes, la thermorésistancedes spores est décrite par

plusieurs parametres( Luu-Thi et al., 2014).

La destruction thermique des spores en fonction de la durée de traitement a une
température donnée peut étre modélisée(Katzin et al.,1943),La mesure de la durée de
réduction décimale est symbolisée par D,correspond au temps nécessaire (en minutes) pour
réduire la population bactérienne initiale d’un facteur 10, a une température

donnée(Alizée., 2016).

La cinétiqgue de destruction des microorganismes estdécrite par I'équation 01

suivante :

Equation01: LogN = logNO —%
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avec t: le temps de traitement, No la population initiale, N : la population survivante
au temps t exprimé en nombre d’UFC ml-let D la durée de réduction décimale
(Gaillard.,2003).

Un autre parametre Z dethermorésistance, correspond a 1’élévation de température
nécessaire pour réduire au dixieme la durée de réduction décimale D (Bigelow.,1921),
ceparametreest couplé deD enpermettantde quantifier et modéliser la thermorésistance des

souches bactériennes a des conditions de température et de durée de traitement choisies.

Ce modele mathématique a des limites, La diminution de population microbienne au
cours du temps est considéree comme log-lineaire est le plus largement utilisés, Les
valeurs D et Z permettent de dresser une hiérarchie dans la résistance thermique des
spores de différentes especes. Le tableau 04 est un exemple des valeurs de D et Z

rencontrées dans la littérature(Gaillard.,2003).

Tableau 04: Niveaux de thermorésistance de spores bactériennes.

D value (min) a -
Z walue (°C)

Type d’aliments et microorganismes 121°C 100°C
Aliments peu acides (pH>4.6)
Anaérobie thermophiles
Moorella thermoacetica 30-38° 6.5-8.6°
Aérobie thermophiles
Geobacillus stearothermophilus 40-45° 3000° 7
Anaérobie mésophiles

Clostridium sporogenes 0.1-1.5° 9-13°
Clostridium botulinum types 4 et B 0.1-0.2° s0° 10°
Clostridium perfringens 0.3-20° 10-30°
Aérobie mésophile
Bacillus licheniformis 13® 6°
Bacillus subtilis 1* 7
Bacillus cereus 5° 10°
Bacillus megaterium 1 g
Aliments acides (pH=4.6)
Aérobie thermotolérents
Bacillus coagulans 0.01-0.1°
Aérobie mésophiles
Bacillus polymyxa 0.1-0.5°
“(André et al., 2013) °(Farkas, 2007)
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Cependant une destruction log-linéaire en fonction du temps implique que toute la
population bactérienne d’un échantillon présente la méme thermorésistance;Or, dans de
nombreux cas, des courbes de destruction thermique non linéaires sont rencontrées (Figure

03). Dans ce cas, les paramétres D et Z ne sont plus adaptées.

\ i (c)

(@
2 () 2

(@ . N

0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
time (min) time (min)

Figure 03 :Exemple de courbes de réduction obtenues lors d’un traitement thermique Les
différents types de courbes d’inactivation fréquemment observées: biphasique avec
diminution non linéaire (a), sigmoidale (b), concave (c), linéaire (d), convexe (e),
biphasique (f), linéaire avec effet de traine (g)(Coroller et al., 2006).
Le modele de Mafartprend en compte la diversité de distributionau sein de la population
bactérienne, inspirée de la distribution statistique de Weibull(Mafart et
al.,2002).Cemod¢le simplifié peut s’adapter a des courbes concaves ou CONVeXxes,

équation02:

Equation 02: LogN = logN0 — (g) p

Avec N la population survivante aprés un traitement thermique de temps t, NO la
population initiale, 6 la durée de premicre réduction décimale, et p un paramétre de
distribution de la courbe log(N) = f(t) decrivant une courbe concave (p>1), convexe (p<1)

ou linéaire (p=1).
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Ce modele présente des avantages du fait de sa flexibilité pour définir des
régressions non linéaires.Par ailleurs, lI'influence de la température sur la résistance a la

chaleur bactérienne a été quantifiée par le parametre de sensibilité classique Zt montre

dans I'équation 03(Bigelow .,1921) :

Equation 03 :Logd = log8 * — (T;;r*)

Zt correspond a 1’¢élévation de la température qui permet de diviser la valeur de o par
10 ; T : Température étudi¢e ; T* : Température de référence notée 121.1°C ; &* : la durée

de traitement thermique a la température de référence 121.1°C permettant une réduction

décimale de la population microbienne.
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I11. Introduction

Cette étude a été effectuée durant la période Février-Mai 2021. La
partie pratique a été réalisée au niveau du Laboratoire pédagogique de Microbiologie du
Département de Biologie Université de Laghouat et du Centre Algérien De Contréle De
Qualité Et de I’emballage (CACQE) 8 GHARDAIA.

I11.1. Description de la région d’étude

I11.1.1. La wilaya de Laghouat

Située a 370 km au Sud d’Alger sur la route nationale N°1 en direction du grand
Sud, par cette position elle constitue la porte centrale du Sahara, elle est I’undes passages
obligés vers la Méditerranée et localisée dans une région de transition sur plusieursplans,

Physique, climatique et méme humaine(Houyou., 2015).
111.1.2. La Wilaya de Ghardaia

Est localisée dans la partie nord du Sahara algérien, Située a 600 km au sud
d’Alger. Avec une superficie de 86 560 Km?(Ben Semaoune.,2008).

111.1.3. La Wilaya de Tlemcen

Est localisée dans la partie occidentale du Nord—Ouest algérien et dispose d’une
fagade maritime de 120 km, c’est une wilaya frontaliére avec le Maroc, avec une superficie
de 9017,69 Km2. Le Chef-lieu de la wilaya est situé a 432 km a 1’Ouest de la capitale
d’Alger (Medjahdi et al., 2018).

I11.2.Recherche des sporesde B. cereus dans les épices et les herbes

séchées

La recherche des spores deBacillus cereus a été effectuée sur différents types
d’épices etherbes séchées commercialisées dans la région de Laghouat, Maghnia et

GHARDAIA selon les étapes suivantes :
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I11.2.1. Prélevement et transport des échantillons d’épices et herbes séchées

Dans I’ensemble, 35 échantillons ont été prélevés a partir de différentes épiceries
de différentes Wilayas : Laghouat, MAGHNIA et GHARDAIA au niveau du centre ville
et lacommune de METLILI EL DJADIDA-NOUMERAT.

Tableau 05présente les villes dans lesquelles les prélevements étaient effectues, le
nombre d’échantillons prélevés dans chaque ville ainsi que le nombre des sites de

prélévements par ville.

Tableau 05:Nombre et répartition des échantillons par ville.

Ville Nombres d’échantillons Nombres de sites de

prélevement / ville

LAGHOUAT 4 1
TLEMCEN 6 1
GHARDAIA 25 2
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Tableau 06 : Liste des épices utilisées de différentes Wilayas.

région Laghouat Ghardaia Maghnia
Paprika X X x
Poivre noir X X x
Gingembre x
Curcuma X X X
Cumin X
Cannelle X
Meélange X X x
Ail moulu X
Coriandre X
Carvi X X
Cubébe X
Safran X x
Origon X

Les échantillons se présentent sous deux formes de conditionnement : sous
emballage (la plupart dans des sachets en plastique de 30g) ou en vrac; les échantillons
sousemballage ont été prélevés dans leur emballage de vente tandis que les échantillons
vendus envrac ont été prélevés dans des pots stériles et pesés par I’opérateur lui-méme (un

pot contient10g de I’échantillon) puis transférés directement au laboratoire pour 1’analyse.
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Figure 04 : Des échantillons d’épices sous emballage et en vrac.

111.2.2. Isolement et dénombrement des spores de B. cereus sensu lato
111.2.2.1. Milieu de culture

L’isolement a été réalisé sur le milieu Mossel complet (Annexe0l)qu’est un
milieu d’isolement sélectif de groupe Bacillus cereus. Il est particuliérement utilisé pour le

dénombrement de Bacillus cereus dans les produits alimentaires.
111.2.2.2. Préparation des échantillons et leurs dilutions

Pour les échantillons conditionnés, la surface externe du sachet a étédésinfectée a
I’alcool a froid puis le sachet a été ouvert en espace stérile (Bec Bunsen).A 1’aide d’une
cuillere  stérile une quantitt de 10g de chaque ¢épice a été pesée
aseptiqguement puis mélangee avec 90 ml du tryptone sel eau ( TSE ) (annexe02). De cette
facon les dilutions 10 ont été obtenues (c’est la solution mére). Le mélange était ensuite
porté auShaker pendant 15 min pour étre homogénéisé puis au bain marie a 80° C pendant

10 min, suivi de refroidissement dans 1’eau glacée a la fin du temps fixée.

Ce traitementpermet d’éliminer la forme végétative présente dans les échantillons

et de sélectionner lescellules bactériennes thermorésistantes ciblant les bactéries
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sporulées.Ensuite,des dilutions décimales successives 10 10 10, 10° étaient alors

réaliséesdans TSE a partir des mélanges traités thermiquement.

Solution mére Les tubes de diluant
’ ;. P 43 N
( iml 1( Tml 1( iml 1
90 ml 9ml 9 ml 9ml
TSE TSE TSE TSE
. |

10g 1072 107 104
echantillon
( épice) l100u| l‘IO(]pI |100p1

2

Incubation a 30 °C

de 24H jusqu‘a 48 H

Ensemencement en rateau sur
le milieu Mossel

Figure 05 : La réalisation des dilutions décimales et ensemencement sur le milieu Mossel
complet.

111.2.2.3. Dénombrement des Bacillus cereus sensu lato

Le dénombrement de Bacillus cereus a été effectué selon la procédure décrite par
la norme ISO 7932 (2005). Il consiste 1’énumération des cellules présumées de
B.cereussur la gélose Mossel complet. Un volume de 0,1 ml de la dilution 10> 104, 107
¢tait étalé a la surface d’une boite Pétri pour chaque dilution, puis ont ét¢ incubés a 30 C°

pendant 24 a 48h.

B. cereus présomptif sont des colonies dont 1’aspect macroscopique
correspondaux critéeres recommandés par la norme ISO 7932 (2005) d’ou les colonies

présumées ont :

« Un aspect rose-rougeatre suite a I’absence de virage de couleur du milieu di a la

nondégradation du mannitol ;

* Entourées par un halo opaque di a I’hydrolyse de lécithine de jaune d’ceuf parla

lécithinase produite par les cellules de B. cereus.
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La charge en Bacillus cereus des échantillons était déterminée suivant la formule
de lanorme AFNOR (1994) :

A
V(n1+0,1n2)d

N(ufc/mloug) =
Ou:

C : est le nombre des colonies comptées sur une boite retenue des dilutions

effectuees ;
V : est le volume de I"inoculum appliqué a chaque boite, en millilitres ;
nl : est le nombre des boites retenues a la premiére dilution ;
n2 : est le nombre des boites retenues a la seconde dilution ;
d: est le taux de dilution correspondant a la premiere dilution retenue.
I11.2.3. La confirmation de I’appartenance des souches au groupe B. cereus

L’appartenance des souches au groupe B .cereus a été confirmée par les tests

mentionnés ci-dessous : (voir tableau 07)
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Tableau07 :Les tests de confirmation.

Coloration et examen microscopique Tests complémentaires d’orientations
Coloration au bleu de méthyléne Test de I’hémolyse
Coloration de Gram Recherche de la catalase / type respiratoire
Coloration de vert de malachite Test mannitol-mobilité-nitrate

111.2.4. Production et conservation des spores de Bacillus cereus sensu lato
111.2.4.1. Préparation de pré-cultures

D’abord, des pré-cultures de Bacillus cereus ont été préparées a partir des isolats
dansle bouillon cceur-cervelle (BHIB) (Annexe 02) et incubées a 30°C pendant 24h.

111.2.4.2. Préparation de la suspension sporale

Pour la préparation du stock de spores, le protocole utilisé a été inspiré de celui
utilisé par Gaillard et al. (1998). Un volume de 0,5 ml de la pré-culture était étalé sur la
surface du milieu nutritif gélosé (Annexe 02) supplémenté par 40mg/l de MnSO4
et100mg/l de CaCl2 en boites de Pétri de 90 cm. Puis, les boites ensemencées ont été
incubées a 30°C pendant un tempsnécessaire a la sporulation de la population bactérienne
(5a7 jours) (Ziane., 2014).

111.2.4.3. Récupération et lavage du culot des spores de B. cereus sensu lato

Aprés la période d’incubation, la sporulation a été vérifiée par examen
microscopique et les spores ont été récoltées au moins 90 % des cellules avaient produit
des spores. La récolte des spores de B. cereus sensu lato était effectuée a 1’aide d’une
spatule stérile en raclant la surface de la gélose. Les spores récupérées étaient mises en

suspension dans un volume de 20ml d’eau distillée stérile. La suspension des spores était
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ensuite lavée par ’eau distillée a 4000g pendant 20min. le culot était récupéré et remis
dans 20ml d’eau distillée stérile. Cette opération était renouvelée deux fois. Le culot
récupéré apres le lavage était repris par un mélange eau/éthanol (v /v). Le mélange était
placé a 4 °C pendant 12h afin d’éliminer le reste des formes végétatives. Le mélange était

centrifugé a 4000g pendant 20min.

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

formation des flocs.

Les culots récupéres précédemment ont été ensuite re-suspendus dans un volume
minimum d’cau distillée stérile de fagon a avoir une forte concentration en spores. Le stock

des pores de Bacillus cereus obtenu était conservé a 4°C dans de I'eau distillée stérile.
111.3.Etude de la thermorésistance des sporesde B. cereus

Les souches utilisées ont été identifiées, confirmées et conservées (stockées)

I’année derniere.
111.3.1. Préparation de la matrice alimentaire

La soupe de poisson déshydratée a été délayée dans un 1 /4 litre de I’eau distillée
stérile ensuite le mélange a été versé dans 3 /4 litre d’eau distillée stérile puis remué
jusqu’a nouvelle ébullition, le mélange a été couvert a moitié et laissé cuire a feu doux

pendant 10 minutes en remuant de temps a autre.

La soupe préparée a été autoclavée pendant 120°C pendant 20min afin de la rendre
stérile ( éliminer toute forme de microorganismes) dans le but de créer un milieu naturel

aux souches de B.cereus choisies.
111.3.2. Traitement thermique et ensemencement
L’étude de thermorésistance a été réalisée sur des souches isolées et stockées depuis

I’année passée (2020) , parmi ces dernieres,10 souches ont été choisies(voire tableau 08).
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Tableau 08 : L’origine d’épices et leurs codes.

Souche Code Origine d’épice
1 MLN-S4 :G02 Mélange
2 S4-CNAD4 :G4 Cannelle
3 S4-Cur AD4 Curcuma
4 S4PN AD4 :G4 Poivre noir
5 S,-CRA AD4 :G4 Carvi
6 S4-Cu AD4 :G4 Cumin
! SO3Cr-3 :G02 Coriandre
8 SOsCur-4 :G02 Curcuma
9 E,PN G04 Ag2 Poivre noir
10 E,CN-3 G04 Ag?2 Cannelle

La thermorésistance des 10 souches a été réalisée dans des tubes a essais a 5

temperatures et 4 durées différentes voire tableau09.
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Un volume de 100 pLde stock de spores était inoculé dans 90 ml de soupe stérile
puis bien homogénisée ensuite, 1mL a été transféré dans 20 tubes a essai contenant 9ml
d’eau physiologique stérile ensuite, apportés au bain marie a différentes températures
(85°C, 90°C, 95°C).Les tubes a essai étaient retirés achaque (10 min,15 min, 20 min,
30min).Le traitement a 100°C et 110°C a été effectué de la méme maniére mais dans un
bain d’huile thermostaté ensuite,les tubes ont été directement lavés a I’eau froide pendant
30 secondes. Un tube tode chaque souche était dénombrée sans traitement thermique.

Correspondant a No la population initiale.

A partir de chaque tube traité thermiquement, une série de dilutions décimales

successives était réalisée dans de 1’eau physiologique stérile jusqu’a 10,

Le dénombrement des bactéries survivantes était effectué dans la gélose nutritive
(annexe 02). Un volume de 0,5mL de dilution 10 et 10 était ensemencé en masse dans

le GN. L’incubation des boites a été effectuée a 37°C pendant 24h.

Tableau 09 : Baréme du traitement thermique.

85°C 90°C 95°C 100°C 110C

2min *
5min * *
10min & * * * o
15min * * * * *
20min @ * * *
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30min * * *

111.3.3. Dénombrement des cellules survivantes

La charge de Bacillus cereus sensu lato était calculée suivant la formule de la
norme AFNOR (1995) .

I11.4. Détermination des parametres de la thermoreésistance

111.4.1. La mesure de la durée de réduction décimale DT°C

La valeur DT°C aété déterminée apres ajustement de modeéle de Mafart, par

équation suivante :
H t
Equation 04: LogN = logN0 — (g) p

Avec N la population survivante apres un traitement thermique de temps t,No la population
initiale, o la durée de premicre réduction décimale, et p un paramétre de distribution de la

courbe log(N) = f(t) décrivant une courbe concave (p>1), convexe (p<1) ou linéaire (p=1)

La valeur de DT°Creprésente également 1’inverse négatifde 1a pente de la partie

linéaire de la courbe log N (de spores survivantes) vs le temps de traitement.
I11.4.2.La mesure de valeur Zt

C’est 1’¢lévation de température nécessaire pour réduire au dixiéme la valeur D,la

valeur Z était estimée a I’aide de 1’équation 05.

Equation 05 :Logé = logé * — (T;TT)

Ztcorrespond a I’¢lévation de la température qui permet de diviser la valeur de 6 par

10 ; T : Température étudiée ; T* : Temperature de référence notée 121.1°C ; 6* : la durée
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de traitement thermique a la température de référence 121.1°C permettant une réduction

décimale de la population microbienne.

La valeur Z représente 1’inverse (z=1/pente) de la pente de la droite tracéede

log DT°Cen fonction dela température du traitement.
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Résultats et discussion

IV.1. Résultats de la recherche des spores de B. cereus

Apres I’incubation des boites pétries a 30°C pendant 24h jusqu’a 48 h, Les cellules

présomptives du B. cereus ont une couleur Rose —rougeatre, entouré¢ d’un halo claire (voir

figure 6et 7).

Figure 07:Les colonies de B. cereus Figure 06 :Les colonies de B. cereus
Présomptif sur le milieu MYP Présomptif sur le milieu MYP
(curcuma) (mélange).

IV.1.1. La prévalence des spores de B. cereus sensu lato dans les épices

Au total, 35 échantillons ont été collectés et analysés pour évaluer la diffusion des
spores du groupe B.cereus dans les épices commercialisées dans trois différentes régions.

Les résultats obtenus sont représentés dans le(tableau 10)

Les résultats ont montré une prévalence de 14% des spores de B. cereus dans les

échantillons.
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Tableau 10 : La prévalence de B .cereus dans les épices collectées.

Epice Ned’échantillon Echantillon Prévalence

positif %
1: Gingembre 2 0 -
2: Paprika 4 1 25
3: Curcuma 4 1 25
4: Cumin 2 0 -
5: cannelle 9 0 -
6: Poivre noire 3 0 -
7: Mélange 4 1 25
8: Ail moulus 2 0 -
9: Coriandre 9 0 -
10: Carvi 3 0 -
11: Cubébe 5 1 50
12: Safran 3 0 -
13 : Origon 2 1 50
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Figure 08:La prévalence de B.cereus dans les épices collectées.

En effet, La prévalence de contamination la plus élevée est de 50% était
enregistrée pour les deux échantillons (Cubébe, Origon ), la prévalence la plus faible
est de 25% pour les échantillons (Paprika, Curcuma, Mélange), et un résultat
négative pour les échantillons (Gingembre, Cumin, Cannelle, Poivre noire, Ail

moulu, Coriandre, Carvi et Safran)

En comparant les quatre régions d’étude on constate que les spores de Bacillus
cereus ont été presentes dans les échantillons de la région de LAGHOUAT (Mkam)
avec une prévalence de 75%, par rapport au deux autres régions de GHARDAIA avec
un nombre de deux échantillons contaminé d’une prévalence de 8% tandis que aucun

échantillon contaminé n’a été observé dans la région de MAGHNIA.

Le pourcentage obtenu (14 %) est nettement faible par rapport a celui (28%)
déclaré par les travaux de Gdoura-Ben Amoret al(2018) et par celui reporté par
BertholdPultaet al (2019) dans lequel le pourcentage d’échantillons contaminés
atteint63,3 %.
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1VV.2. Niveau de contamination
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Figure 09 :Diagramme de niveau de contamination par région.

Les échantillons d’épices contaminés par les spores de Bacillus cereus ont présenté

une charge nettement plus faible que la valeur maximale limitée par 10* (ufc/g).

D’apres 1’arréte interministériel du 2 Moharram 1438 correspondant au 4 octobre
2016 fixant les criteres microbiologiques des denrées alimentaires du journal officiel de la
République Algérienne N° 39 le seuil de niveau de contamination d’épices, mélange
d’épices et herbes aromatiques séchées par les Bacillus cereus a été limité
microbiologiquement par la valeur de 10* ( ufc/g ) tandis que les épices contaminées
Paprika, Curcuma et Mélange prélevées de la région de Laghouat (Mkam) atteints
7,3.10% ufc /g ; 4,4.10% ufc/g et 5,9.10 ufc /g répétitivement qui n’ont pas dépassés le
seuil.

Hariram et Labbé (2015) ont reporté des niveaux élevés (>107) en spores de B.

cereusdans les épices, ce résultat est plus élevé que le notre.

Ces variations des résultats ont été attribuées probablement a la composition

chimique des épices (facteurs antimicrobiens), d’apres les travaux de Sucheela (2007)

36



Chapitre IV Résultats et discussion

la composition chimique de 1’épice joue un réle dans son activité antimicrobienne.
Ainsi les lieux de vente, les pays d’origines, la saison de la récolte (une faible activité
d’eau) et avec les technique de traitement des épices en plus les conditions de
transformation et de stockage de ces produits influencent la concentration de B.cereus

d’un échantillon & I’autre (KneifeletBerger.,1993).
V. Etude de la thermorésistance des spores de B.cereus

Apres incubation a 37 °C pendant 24h, les cellules de B.cereus se représentent dans
milieu GN comme suivant ( voir figure 10 et 11) .

Figure 11 :Résultat au traitement Figure 10 :Résultat au traitement
thermique a 85°C sur GN (souchel). Thermique a 95°C sur GN (souche3).

La thermorésistance a été étudiée sur dix souches a différentes températures
85°C, 90°C, 95°C, 100°C, 110°C. Le traitement a 85°C et 90°C a été inefficace pour les
10 souches,4 meilleures souches ont été choisies pour les discutées prenant les
températures 95°C, 100°C et 110°C. Les figures 12, 13, 14, 15 montrent les cinétiques de

destructions :
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Figure 12: Cinétique de destruction de la souche 1, A(95°C), B(100°C), C(110°C).
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Figure 13 : Cinétique de destruction de la souche 3, A(95°C), B(100°C), C(110°C).
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Figure 14 : Cinétique de destruction de la souche 8, A(95°C), B(100°C), C(110°C).
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Figurel5 : Cinétique de destruction de la souche 9, A(95°C), B(100°C), C(110°C).
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Figure 17 : Sensibilité de la souche 3.
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Figure 13 :Sensibilité de la souche 9.
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Conclusion

De nos jour, I’homme préfere de consommer des aliments sains, naturels et bio
contenant des substances a base de plantes et condiments. Ces derniers sont souvent
contaminés par des microorganismes tels que les champignons et la flore bactérienne
thermorésistante qui peut étre a 1’origine des intoxications alimentaires méme apres
I’exposition a des barémes séveres de traitement thermique.

Le groupe desBacillus cereus omniprésent dans les aliments qui ont subit un
traitement thermique et /ou déshydratés (faible Aw) nécessite une importance
particuliére.

L’objectif du présent travail était d’étudier le niveau de contamination des épices
commercialisées dans trois régions différents par les spores de B.cereus et d’étudier leurs
thermorésistance.

Les résultats ont montré que parmi35 échantillons analysés ;14% était contaminé
avec une charge maximale de 7.3x10? (ufc /g), et une autre minimale de 5.9x 10*ufc/g.

Quand a 1I’étude de la thermorésistance dans une matrice alimentaire qui subit
généralement un traitement thermique au cours de sa préparation , La souche 9 semble étre
la plus résistante avec une valeur de D95°C 33.5min Tandis que la souche 3 est la moins
résistante avec une D110°C 1.5min. Ce paramétre de destruction thermique avait une
certaine dépendance de I’origine des isolats.

Les souches testées dans cet étude ont une sensibilité hétérogéne vis avis la
température élevée avec des valeurs de Zt qui peuvent allez de 15 a 40°C.

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

Enfin, les résultats obtenus dans cette étude ne constitue qu’a une partie de recherche
scientifique sur la thermorésistance de spores de B.cereus, il serait aussi intéressant
d’orienter les les études vers la réalisation des études approfondies et complémentaires tels
que I’étude de la thermorésistance a des températures plus élevées en utilisant d’autres
techniques, d’étudier I’effet de pH et Aw sur la thermoreésistance, réaliser une identification
moléculaire et réaliser des tests de cytotoxicités. Il est aussi important de suivre cette étude
par des applications in vivo afin d’évaluer et d’estimer le risque de contamination sur 1’étre

humain.
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Annexe 1:Milieu de culture et diluants

1.Milieu Mossel

Mossel de base

Extrait de viande...............c..c...... 19/l ED oo 900ml
PEPLONE.....ceviiiiieceeeeees 10g/I Mossel complet

Sodium chloride ..........cccceuenne. 10g/1 Milieu Mossel de base .................... 90ml
D-mannitol .........cccccovvneiinnn. 10 g/l Solution de polymixine B ................ iml
Rouge de phénole ............. 0.025g/1 Emulsion de jaune d'ceuf ................. 10ml
Agar-agar ..............coeeeennns 13.5 g/l

PH du milieu :7,2+0,2 .

Emulsion de jaune d’eouf

» Utilisation des ceufs de poule fraiches avec leur coquille intacte

» Lavage des ceufs avec un détergent liquide, ringage sous 1’eau courante puis plonger
dans 95% (en volume) d’éthanol pendant 30 seconds

» Flamber I'ceuf entre deux becs bunsen

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

» Récupérer le jaune d'ceuf dans un bécher et ajouter quatre parties par volume d’eau
distillée stérile pour obtenir une émulsion

» Meélanger I’émulsion vigoureusement, le Porter au Bain marie fixée a 44-47 °C, puis
laisser pendant 18-24 h a 5°C + 3 °C.

» Récupérer le surnagent et ajouter stérilement 10ml dans chaque flacon contenant le

milieu Mossel de base stérile en surfusion.



Annexes

1. Tryptone sel (TSE) : Diluant

Tryptone......cccovveeviieeiiiieens 19

Chlorure de sodium............ 8,5¢

2. BHIB

Extrait ceeur-cervelle.................... 17,59
Peptone pancréatique de gélatine......... 10g
Chlorure de sodium..........cccceeveenrenen. 500
Phosphate disodique .............cccovevenee. 259
GlIUCOSE. ...t 2090

4. GN enrichie

PH:7,0+0,2

3. Gélose nutritive

Extrait de viande......159

Extrait de levure........ 29

Peptone.........ccceeeee. 10g

Chlorure de sodium......5¢g

Agar......ccooviiieennns 1.5¢
Eau distillé.............. 1000ml
pH :6,8-7,4

5. Gélose au sang
Gelose nutritive.

Sang du mouton/de cheval.
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6. Viande-fois

Peptone viande-foie................ 30g
GIUCOSE.....ceviicc 29
Amidon soluble.............ccc.c..... 29
Sulfite de sodium.................... 2,59
Citrate ferrique ammoniacal.....0,59
Agar-agar.........ccooeveiieenineennnn 11g

pH final :7,6 £ 0,2

7. Mannitol-Mobilité-Nitrate

Hydrolysat trypsique de caseine. 10 g

Nitrate de potassium............c......... 19

Mannitol..........ccccceeveiieiieece, 7.5¢
Rouge de phénol ..................... 40 mg
Agar-agar........ccoccoeveniiiiicnnenn 3,50

Eau distillée ..........c.ccoennen. 1000 ml

pH final : 7,6 £ 0,2
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Annexe 2 : Tests et Techniques

1. Coloration au bleu de méthylene
La Technique

On réalise un frottis sans fixation ; Le recouvrir de bleu de méthyléneet on apercoit au

microscope, a un grossissement de 100x

Observation:les cellules apparaissent colorées en bleu et sa forme et mode de

regroupement sont bien visibles.
2. La 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.
Materiel Nécessaire
-Une lame -du Violet de Gentiane (ou Violet Cristal)
-Du Lugol -de I'alcool (éthanol a 95%)
-De laFuschine fraichement préparée
-De I’cau distillée

-Microscope photonique : objectif x 40 et x100
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La Techniqueen étapes
Partie 01: Préparer la lame

-La désinfection d’une lame d’un microscope photonique par 1’alcool ou 1’éthanol a
95%, le prélevement d'une colonie a partir d’une boite de culture jeunea 1’aide d’une anse de

platine et en respectant les conditions d’asepsie (Bec bunsen);

-Mettre une goutte de 1’eau physiologique stérile dans la lame préparée
précédemment et transférer la colonie sur la lame, étalement par mouvement circulaire

au centre de la lame sans toucher les bords, le frottis été réaliser;

-La fixation de frottis par le passage rapide de la lame dans la flamme de bec

bunsen, sans la chauffer trop;

-Placer la lame sur un bac de coloration tout en laissant le liquide utilisé pour la

coloration s'écouler dans le bac.
Partie 02: Réaliser la coloration

-A T’aide d’une pipette, verser violet de gentiane ou le cristal violet a 1’aide d’une
pipette stérile, attendez de 30 a 60 secondes. Rincer la lame a 1’aide d’une pissette remplie a
I’eau distillée ou sous I’eau de robinet, en évitant de diriger directement le jet d’eau dans le

frottis.

-Recouvrez le frottis d’iode (le plus souvent sous forme de solution de Lugol), laisser
pendant une minute et rincez précautionneusement suivant la méme méthode que

précédemment.

-Verser un décolorant (Alcool ou un mélange d’acétone et de méthanol), tenez la lame
inclinée et versez le décolorant jusqu’a ce que le filet qui s’écoule reste clair, sans coloration
violette. Rincez immédiatement le décolorant resté sur la lame, suivant la technique décrite

plus haut.

-Versez le recolorant (la fushine, safranine) sur le frottis, et laissez-le sur la lame au

moins pendant 45 secondes puis rincez-le.
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e Partie 03: Analyser la coloration

Placez la lame sous la lumic¢re du microscope, repérez les bactéries a I’objectif
x40. Déposez une goute d’huile a immersion sur le frottis et faire la mise au point a I’objectif

x100.

On peut noter que les bactéries a Gram positif apparaissent violettes, le cristal violet
étant piégé au sein de leurs parois cellulaires épaisses, alors que les bactéries & Gram négatif
apparaissent roses, le cristal violet étant passé a travers leurs fines parois cellulaires et le

recolorant rose les ayant pénétrées.

3. La coloration de vert de malachite

Est une coloration qui permet de mettre en évidence la présence de spore au sein d’une

cellule bactérienne.

La Technique

Realiser un frottis fixé sur lame de verre, recouvrir la lame de la solution de vert de
malachitea 5% et laisser pendant 10 minutes. Le laver a 1’eau distillée;

Recouvrir ensuite le frottis de la fushine basique et laisser pendant 1 minute. Laver a
I’eau distillée puis sécher et observer a immersion avec 1’objectif x100

Les spores apparaissent vertes dans des corps bactériennes roses.

4.Le test de Catalase

La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d’hydrogene(H202)

+ La Technique
- déposés sur une lame une goutte d’eau oxygénée a I’aide d’une pipette pasteur
- Prélever une colonie a I’aide de I’anse
- Dissocier la colonie dans la goutte
+ Lalecture
-Bulles d’oxygene : la bactérie posséde la catalase, elle est dite : Catalase +

-Pas de bulles: la bactérie ne posséde pas la catalase,elle est dite : Catalase -
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5. Mise en évidence de la mobilité

Tel que vue précédemment dans le chapitre matériel et méthodes (IV. 2. 2. 5. 2),
I’ensemencement a été réalisé dans le milieu Mannitol-Mobilité-nitrateen tubes, une

régénération du milieu avant I’ensemencement est nécessaire.

La lecture

la présence de colonies autour de la piqure centrale refléte la mobilité des bacteéries.

6. Mise en évidence de type respiratoire

Ce test est effectué dans le milieu viande fois conditionné en tubes, il se crée un
gradient de concentration d’oxygene entre la surface et le fond du tube. La technique pour ce

test a été décrit précédemment dans le chapitre matériel et méthodes (IV. 2. 2. 5. 3).

La lecture

La position de la culture dans le tube indique le taux d’oxygene approprié pour les

bactéries et par conséquence le type respiratoire.
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Annexe 3 : Journal officiel de la République Algérienne N°39.







