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Introduction générale 

Les toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) déclarées ont vu une 

augmentation remarquable, cette dernière décennie. Comme il a été signalé par 

l’institut national de la santé publique de l’Algérie cette augmentation ne semble pas 

liée à la dégradation de l’état sanitaire mais plutôt à la performance et l’amélioration 

continuelle de système de surveillance et/ou de procédures de suivi. Cette 

amélioration du système de surveillance était aussi signalée par le rapport de la FAO 

(2005). Entre outre, malgré les efforts faits par l’Algérie dans ce contexte, le taux réel 

des TIAC semble supérieur à celui annoncé par les autorités compétentes. Comme 

indiqué dans ce même rapport, les symptômes gastroentériques ne sont pas considérés 

comme un problème sérieux pour la santé publique arabe. D'une part, cette 

considération amène à ignorer et à ne pas rechercher plusieurs pathogènes. D'autre 

part, ces syndromes gastroentériques sont associés à plusieurs pathogènes et/ou leurs 

toxines ne sont pas répertoriées dans les critères microbiologiques recherchés. Dans la 

majorité de TIAC, la détermination de l’agent causal généralement était basée sur la 

suspicion symptomatologique. Cela probablement a crée une confusion entre les 

agents incriminés et ceux suspectés. En 2011, les agents détectés en Algérie, étaient 

Salmonella ssp, Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens et Staphylococcus 

aureus (Mouffok, 2011) avec 60% des TIAC dont l’agent causal est inconnu. Alors à 

l’instar des pays européens y a-t-il d’autres bactéries pouvant être incriminées dans les 

TIAC en Algérie ? 

En France, Bacillus cereus, bacilles ubiquitaire sporulée est considéré comme le 

troisième agent impliqué dans les TIAC. Parmi les cas notifiés à Bacillus cereus, 25% 

était associé à la consommation de la semoule et du couscous (Cadel et al., 2012). Ce 

taux semble être important pour un pays où la semoule de couscous n'est pas un 

aliment consommé majoritairement. Pour un pays consommateur de la semoule de 

couscous comme l’Algérie, le taux de TIAC dû à ce pathogène devrait être élevé. 

Surtout que les Algériens sont d'important consommateur de couscous avec une 

consommation moyenne de 50kg par habitant et par an (D’egidro et Pagani, 2010). Le 

couscous occuperait la troisième position parmi les aliments incriminés dans les TIAC 

en Algérie (Mouffok, 2011). 
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Les spores de Bacillus cereus ne sont pas affectées par de faibles activités 

d’eau dans la semoule du couscous mais sont cependant affectés par l’effet de la 

cuisson (estimé à 95°C). A cette température, les formes végétatives sont détruites 

contrairement aux formes sporulées qui peuvent être activées. Alors suite à leur 

germination, elles peuvent se développer dans le couscous après la préparation et la 

réhydratation. 

Dans cette étude, nous déterminerons et identifierons la flore sporulée 

mésophile aérobie dominante de la semoule de couscous, nous évaluerons leur 

thermorésistance, déterminerons leur capacité de se développer dans la semoule de 

couscous afin de pouvoir prédire le niveau final de la contamination au moment de la 

consommation. 

Pour atteindre nos objectifs, nous avons divisé ce travail en deux parties. La 

première partie bibliographique a été consacrée à faire un état des lieux des toxi-

infections alimentaires collectives en Algérie et la place des bactéries sporulées dans 

ces TIAC et à l’importance des spores bactériennes dans la semoule de couscous. 

Ensuite nous avons présenté la technologie d’obtention de la semoule de couscous 

dans les productions artisanales et industrielles. 

La deuxième partie présentera la partie expérimentale de notre étude. Nous 

avons dénombré et recherché les spores bactériennes aérobies mésophiles dans la 

semoule de couscous. Après les avoir isolées elles ont été identifiées par le 

séquençage de gène 16S puis l’affiliation des souches de Bacillus cereus par le 

séquençage de gene panC a été déterminée. Enfin, la thermorésistance des souches 

ainsi que leur capacité à se développer dans le couscous ont été déterminées et 

quantifiées. 
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I. INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 

I. 1. Les toxi-infections alimentaires  

Les toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) sont des accidents aigus 

d’intoxication consécutifs à l’ingestion d’aliments contaminés par des bactéries ou par leurs 

toxines. Un foyer de TIAC est défini par l’apparition d’au moins deux cas groupés d’une 

symptomatologie similaire, en générale digestive, dont on peut rapporter la cause à une même 

origine alimentaire (Buisson et Teyssou, 2002).  

Les toxi-infections alimentaires collectives ont fait l’objet de nombreuses études, de 

suivis épidémiologiques et de recherche des sources (aliments incriminés) et des agents 

responsables (microorganismes et/ou leurs toxines). Ces suivis consistent à collecter lors de 

ces toxi-infections toutes les informations aussi exhaustives que possibles (cf Annexe 1). 

Comme en France, dans les pays de Maghreb, les TIAC sont des maladies à 

déclaration obligatoire. 

En Algérie, la déclaration obligatoire des maladies (cf Annexe 2) est régie par l’arrêté 

N° 179/MS/CAB du 17/11/90 fixant la liste de maladies à déclaration obligatoire et les 

modifications de notification et la circulaire N° 1126/MS/DP/SDPG du 17/11/90 relative au 

système de surveillance des maladies transmissibles. 

En France, la liste des maladies à déclaration obligatoire (DO) est fixée par le décret 

n°99-363 du 6 mai 1999. Le texte paru au JORF/LD, n° 110 du 13 mai 1999, page 07096, 

NOR : MESP9921293D. 

Au Maroc, la déclaration des maladies est réglementée par le décret Royal N° 554-65 

du 17 Rabie I 1387 (26 Juin 1967) et dont les modalités d’application sont fixées par l’arrêté 

ministériel N° 683-95 du 30 Chaoual 1415 (31 Mars 1995) et ses modificatifs. 

En Tunisie, la maladie transmissible doit être déclarée à l'autorité sanitaire 

conformément à l'article N° 8 de la loi N° 92-71 du 27 juillet 1992, modifiée et complétée par 

la loi n° 2007-12 du 12 février 2007, relative aux maladies transmissibles. La liste des 

maladies à déclaration obligatoire est fixée par la loi N° 92-71 du 27 juillet 1992. 

Par ailleurs, les germes à rechercher ne sont pas détaillés dans cette liste. Cependant, 

les agents recherchés sont ceux exigés dans les critères microbiologiques. Souvent l’agent est 

déterminé suivant une suspicion symptomatologique. 
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I. 1. 1. Germes impliqués dans les toxi-infections alimentaires 

Plusieurs bactéries et/ou leurs toxines sont impliquées dans les toxi-infections 

alimentaires (cf Tableau 1). De ce fait, on peut classer les intoxications alimentaires selon 

qu’elles soient à symptomatologie neurologique ou vasomotrice ou à symptomatologie 

digestive (INSP, 2010). D’autre part, les germes producteurs de toxines peuvent être sous 

forme végétative (sensible à la température) ou sporulée (résistante à la température). Les 

bactéries sporulées sont plus persistantes dans les conditions hostiles de transformation ou de 

préparation. Par conséquent, elles peuvent être responsables des TIAC associées à des 

produits considérés par les consommateurs sûrs et présentant peu de risques sanitaires. 

 

 
Tableau 1 : Bactéries incriminées dans les TIAC dans les pays du Maghreb et en 

France (Zweifel et al., 2004, INSP, 2010). 
 

Germe Forme 
Production 

des 
toxines 

France 
Pays du 
Maghreb 

Facteurs de 
contamination 

Symptômes 

Clostridium 
botulinium 

Sporulée + + + Conserves familiales 
mal stérilisés 

N/V 

Salmonella Végétative + + + 

Aliments peu ou pas 
cuits (viandes, 

volailles, œufs, fruits 
de mer) 

Staphylococcus 
aureus 

Végétative + + + 
Lait et produits 
laitiers, crème 

pâtissière, mayonnaise 

Shigella Végétative + + + Aliments peu ou pas 
cuits 

Escherichia 
coli 

Végétative + + + Viandes, volailles, lait 
cru, eau non chlorée 

Clostridium 
perfringens 

Sporulée + + + 
Plats cuisinés la veille 
(viande en bouillon, 

sauces) 

Campylobacter 
jejuni 

Végétative + + + 
Volailles viandes 
rouges, lait non 

pasteurisé 
Bacillus cereus Sporulée + + -  

D 

(+) : recherchée ;  (-) : non recherché ; (N/V) : Symptômes neurologiques ou vasomotrices ; (D) : Symptômes 
digestives. 
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I. 1. 2. Evolution des Toxi-infections Alimentaires en Algérie 

En Algérie, le nombre total de foyers déclarés est plus de 82 foyers avec 2807 

personnes touchées dont 5 décédées durant l’année 2011 (Mouffok, 2011). Cette année 2011 

était caractérisée par une augmentation des TIAC par rapport à l’année précédente, 2010 (cf 

figure 1). 
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Figure 1 : Incidence des TIAC en Algérie durant la période de 1999 à 2011  

(source INSP). 

 

Avant l’an 2000, en Algérie l’enregistrement des TIAC ne paraissait pas comme une 

priorité, la fragilité du système de surveillance et de gestion des risques alimentaires était liée 

à l’instabilité politique qu’a connue l’Algérie durant les années 90. A partir de 2000, la 

notification des TIAC a vu une augmentation passant de 11,2 à 16,01 cas par 100000 

habitants en 2003. Cela est dû probablement à la reprise du système de surveillance qui a 

permis de détecter de nombreux cas de TIAC survenues. Cependant, l’émergence de 

nouveaux pathogènes et/ou cas de TIAC n’a aucune relation avec l’augmentation de taux des 

TIAC enregistrées.  

Par ailleurs, la période de 2004 à 2007 se caractérise par de fortes variations des taux de TIAC 

enregistrées d’une année à une autre. Cependant, durant la période de 2007 à 2009, le taux des 

TIAC se stabilise autour de 15,29 cas par 100000 habitants. En 2010 et 2011, les TIAC ont 
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atteint des taux de 12,8 et 13,87 cas par 100000 habitants respectivement (REM, 2011). Ces 

taux de TIAC ont été notifiés en milieu familial (40%) et en restauration collective (60%) 

(Mouffok, 2011) 

La wilaya d’Illizi (Sud de l’Algérie) est la plus touchée (278,85 cas / 100000 

habitants) suivie par Ghardaïa (109,96 cas/100000 habitants) puis Nâama (93,92 cas/100000 

habitants) (REM, 2011). Ces trois willayas sont situées dans le Sud Algérien. En effet, les 

willayas du Sud et des hauts plateaux sont fortement touchées et ont notifié des taux 

régionaux plus élevés (source : INSP). Par exemples les willayas d’Illizi, Naâma, M’Sila, 

Ouargla, Ghardaïa, El Bayadh, Tindouf, Tamanrasset et Tissemsilt étaient toujours retrouvées 

parmi les trois premières wilayas touchées par les TIAC. Entre outre, les wilayas côtières ont 

aussi notifié des taux élevés des TIAC notamment en période estivale. Cependant, toutes les 

autres wilayas de la république ont notifié des cas de TIAC à des taux faibles. 

Comme montre la figure 2, l’augmentation du nombre de TIAC déclarées était 

observée durant la période estivale quand la demande des repas rapides et la consommation 

hors foyer augmentent. La non prise de conscience des consommateurs à respecter la chaine 

de froid, l’insuffisance des conditions d’hygiènes et les températures  ambiantes élevées 

comptent parmi les principaux facteurs favorisant la présence et la multiplication des 

pathogènes. 
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Figure 2 : Evolution des TIAC en fonction des saisons (source : INSP).  

� 2011, � 2010, � 2009, � 2008, � 2007, � 2006, � 2005. 
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En Tunisie, les 121 foyers de TIAC déclarés de Janvier 2010 à Novembre 2011, ont 

fait état de 1244 victimes (source : DHMPE-MSP). Au Maroc, en total 1070 cas de TIAC ont 

été enregistrés en 2011 (Hammou et al., 2012). Le nombre de cas réel est certainement en 

dessus de celui enregistré malgré l’existence d’un système de surveillance des maladies 

d’origine alimentaire adéquat (FAO, 2005 ; FAO, 2005a). Cela peut être dû aux contraintes 

techniques liées aux moyens de transport et de communication. 

Les agents impliqués dans les TIAC dans les pays du Maghreb sont Salmonella ssp, 

Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes et Clostridium Perfringens (Aoued et al., 

2010 ; Mouffok, 2011 ; Anonyme, 2011). 

En France, 1153 foyers de toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) ont été 

déclarés en 2011, affectant 9674 personnes, dont 7 sont décédées. Le nombre de foyers 

déclarés en 2011 a augmenté de 12% par rapport à 2010 (INVS, 2011). L’agent responsable le 

plus fréquemment incriminé ou suspecté était l’entérotoxine staphylococcique (33% des 

foyers), les salmonelles (17% des foyers), Bacillus cereus (17%) et Clostridium perfringens 

(11%) (INSV, 2011). 

Dans notre étude nous nous sommes intéressés aux bactéries sporulées impliquées 

dans les TIAC à syndrome gastrique. Clostridium perfringens est une bactérie anaérobie 

impliquée généralement dans les TIAC liées à la viande et les produits carnés (Andersson et 

al., 1995). Elle ne se développe pas à la surface. En revanche, Bacillus cereus est associé à 

plusieurs intoxications alimentaires liées aux produits amylacés, aux légumes et aux fruits 

(Cadel et al., 2012). 

 

I. 1. 3. Importance de B. cereus dans les TIAC en Algérie 

Plusieurs pays ont enregistré des cas d’intoxication lié à l’ingestion de Bacillus cereus. 

En effet, les États Unis et l’Angleterre ont enregistré 235 cas (MMWR, 2013) et 130 cas 

(HPA, 2012) respectivement dans la même période de 1998 à 2008. En Europe, 124 (2.2%) 

des cas d’intoxication dus à l’ingestion de Bacillus ssp. ont reporté pour 11 pays membres de 

l’union Européenne en 2009 (FSAI, 2011). 

 En France, cette bactérie est considérée comme la troisième cause (17% des cas) de 

TIAC (Delmas et al., 2010). Par contre dans les pays du Maghreb, étant non recherché, aucun 

cas associé à ce pathogène n’a été enregistré (REM, 2009, Mouffok, 2011). Cependant deux 
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cas -suspectés épidémiologiquement d’après les symptômes ont été causés par B. cereus à 

Bizerte – Tunisie (2010-2011) (Anonyme, 2011). 

En outre, certains travaux ont identifié des souches de Bacillus cereus à partir 

d’aliments incriminés dans les intoxications surtout au Maroc (Merzougui et al., 2013) et en 

Tunisie (Aouadhi et al., 2013).  

Par ailleurs, Al-Abri et al. (2011) ont isolé des souches de Bacillus cereus incriminés dans des 

TIAC à Oman.  

À l’instar de la France, en Algérie Bacillus cereus peut être déjà la cause de plusieurs 

cas de TIAC parmi les 60% des cas dont l’agent est inconnu. Les signes cliniques liés à 

l’ingestion de B. cereus et/ou leurs toxines : entéro-gastrique et trouble de système nerveux 

central et périphérique, semblent être semblables à celles de Staphylococcus aureus. En plus 

des lacunes législatives, les médecins peuvent confondre avec les signes cliniques des autres 

TIAC. Dans les pays arabes, les syndromes diarrhéiques et de vomissement ne sont pas 

répertoriés car ils ne sont pas considérés comme un problème sérieux en santé publique 

(FAO, 2005 ; FAO, 2005a). Par conséquent, B. cereus ou d’autres germes incriminés 

échappent de la détection. 

En Algérie, 60% de cas dont l’agent causal est inconnu à cause des lacunes législatives 

ou techniques. Certaines bactéries comme Bacillus cereus ne figurent pas dans la liste des 

germes recherchés causant les TIAC (cf Annexe 2) et même de critères microbiologiques 

surtout dans les céréales et graines ainsi que les produits de mouture (JORADP, 1998). En 

France, dans 36.5% des foyers aucun agent n’a été retrouvé ou recherché entre 2006 et 2008 

(Delmas et al., 2010).  

 

I. 1. 4. Aliments incriminés dans les TIAC en Algérie 

Comme le montre le tableau 2, les aliments incriminés  dans les TIAC déterminés en 

Algérie sont le couscous, les eaux, le lait et les produits laitiers, les œufs, les pâtisseries ainsi 

que les viandes et les produits carnés. Le couscous, le plat plus consommé en Algérie est 

classé en troisième rang des aliments incriminés avec 13 et 14% en 2010 et 2011 

respectivement. Il est aussi associé à plusieurs cas de TIAC déclarés au Nord de l’Afrique 

(Benkadour, 2002; Belomaria et al., 2007; Aoued et al., 2010), en France (Haeghebaert et al., 

2002) et au Canada (CDC, 2000). 
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Les germes recherchés sont ceux régis par les critères microbiologiques (cf Annexe 3) 

et/ou cités dans la liste des maladies à déclaration obligatoire en fonction de produit 

incriminé. 

 

 

Tableau 2 : Aliments incriminés dans les toxi-infections alimentaires en 
Algérie en 2010 et 2011 (Mouffok, 2011). 

Aliments incriminés 2010 2011 
Viandes et produits carnés 46 47 
Pâtisseries 15 17 
Couscous 13 14 
Lait et produits laitiers 12 11 
Œufs 08 07 
Eaux 06 04 
Total 100% 100% 

 

 

I. 1. 5. TIAC associées aux produits amylacés contaminés par B. cereus  

De nombreux travaux ont montré l’implication de B. cereus dans les intoxications 

après la consommation des pates alimentaires (Mahler et al., 1997 ; Agata et al., 2002 ; 

Jääskeläinen et al., 2003; Pirhonen et al., 2005, Logan, 2011) et produits déshydratés (Gilbert 

et al., 1974 ; Parry et al., 1980 ; Te Giffel and Beumer, 1999 ; Benkadour, 2002 ; Dierick et 

al., 2005 ; Duc et al., 2005 ; Padilla et al., 2006 ; Ouarsas et al., 2008 ; Delmas et al., 2010). 

B.cereus est le plus souvent décrit comme agent de toxi-infection alimentaire liée à la 

consommation des végétaux, produits amylacés et les plats réfrigérés (Yusuf et al., 1992 ; 

Rusul et Yaacob, 1995 ; Salkinoja-Salonen et al., 1999 ; Sarrias et al., 2002 ; Guinebertière et 

al., 2003 ; Lake et al., 2004 ; Haque et Russell, 2005 ; Svensson et al., 2006 ; Valero et al., 

2007 ; Stenfors Arnesen et al., 2008 ; Brychta et al., 2009 ; Al-Abri et al., 2011 ;. Valerio et 

al., 2012). 

 

Durant la période 2006-2010, la France a enregistré 390 cas juste pour la 

consommation de semoule contaminée par B.cereus (Cadel et al., 2012). Cette espèce 

bactérienne est impliquée dans 53% des cas d’intoxication dus à la consommation des pâtes 

(dont 25% avec la semoule ou couscous), entre 2006 et 2010 (Cadel et al., 2012). 
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B. cereus est impliqué dans la production de deux toxines distinctes responsables de 

symptômes diarrhéiques ou émétiques (Lake et al., 2004). Les syndromes émétiques sont 

associés généralement à la consommation de produits amylacés, par contre les symptômes 

diarrhéiques sont liés généralement aux aliments riches en protéines (Schoeni et Wong, 2005). 

D’autres bacilles sporulés peuvent être à l’origine de syndromes diarrhéiques et 

émétiques comme Bacillus lichenoformis, Bacillus subtilis, Bacillus pumilus (Griffiths, 

1995 ; Peypoux et al., 1999 ; Dierick et al., 2005 ; EFSA, 2005 ; Pavic et al., 2005 ; Logan, 

2011) et Bacillus thuringiensis (Jackson et al., 1995). Le tableau 3 montre les différentes 

toxines produites par Bacillus sp. Par ailleurs, Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis et 

Bacillus pumilus sont connus pour leur production de toxines : la lichenysine A (Mikkola et 

al., 2000), le surfactant (Peypoux et al., 1999; Hoornstra et al., 2003) et les lipopeptides 

pumilacidines (From et al., 2007) respectivement. 

 

Tableau 3 : Caractéristiques des intoxications alimentaires associées à Bacillus sp 
(Griffiths, 1995 ; Stenfors Arnesen et al., 2008). 

 Espèces de Bacillus 

 B. cereus B. subtilis B. licheniformis B. pumilus 

Syndrome Diarrhéique Émétique nc* nc nc 

Toxines Hbl, Nhe, 
CytK 

Céreulide nc type céreulide nc 

Types de toxines Protéine Peptide nc Peptide nc 
Taux de contamination 
des aliments impliqués 
(UFC/g) 

>105 >105 >106 >106 >106 

Période d’incubation (h) 8-16 1-5 0.2-14 2-14 0.25-11 
Durée de la maladie (h) 12-14 6-24 1.5-8 6-24 nc 

Symptômes 

Vomissements +/- + + +/- + 

Diarrhées + +/- +/- + + 

Crampes d’estomac + +/- +/- +/- nc 

Nausées +/- + +/- - + 
* Non communiqué 
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I. 1. 6. Pouvoir toxinogène de B. cereus 

Les deux principales toxines reconnues dans les TIAC sont celles responsables des 

syndromes diarrhéiques et émétiques : 

 

La Toxine diarrhéique 

Quatre différentes entérotoxines ont été citées par Guinebertière et al. (2002) : deux 

constituent le complexe protéinique (hémolysine BL (HBL) et l’entérotoxine non-

hémolytique (NHE), les deux autres entérotoxines T (bc-D-ENT) et la cytotoxine K. La 

toxine est produite dans l’intestin durant le développement de B. cereus (Carlin et al., 2000). 

Elle est complètement inactivée par le chauffage à 56 °C pendant 5 mn et dénommée pour 

cette raison toxine thermolabile (Bourgeois et Larpent, 1996).  

En raison de sa sensibilité aux températures tièdes et aux enzymes protéolytiques, la 

toxine diarrhéique n’est que rarement directement à l’origine d’intoxications (Bourgeois et 

Larpent, 1996). L'autre raison est que le nombre de bactéries nécessaires pour produire des 

quantités significatives de toxine dans l’aliment est tellement élevé qu'il rendraient l’aliment 

inacceptable pour la consommation (Lake et al., 2004). 

Le premier symptôme lié à cette toxine est généralement une diarrhée abondante, 

accompagnée de douleurs et de crampes abdominales qui apparaissent 8 h à 16 h (10 h en 

moyenne) après l’ingestion de l’aliment contaminé, et, plus rarement, de vomissements et de 

la fièvre (Sutra et al., 1998). Les symptômes disparaissent en moins de 24 heures (Bourgeois 

et Larpent, 1996), sans accompagnement thérapeutique (Sutra et al., 1998). 

 

La Toxine émétique 

Les toxines émétiques sont formées dans l’aliment (Carlin et al., 2000). Elles sont 

produites de façon optimale à 30°C. Elles sont mises en évidence à partir d’une charge 

microbienne de 105 UFC/g de produit (anonyme, 2015). Agata et al. en 1995 ont purifié la 

toxine émétique et l’ont identifiée comme étant un dodécadepsipeptide cereulide . 

Les intoxications surviennent à la suite de l’ingestion d’aliments contenant la toxine 

préformée (Sutra et al., 1998). La période d’incubation varie de 6 à 16 h (Notermans et al., 

1998). Le malade est pris de nausées et de vomissements accompagnés de crampes, de 

douleurs abdominales, et de diarrhée pour environ un tiers des cas. Aucun traitement médical 

n’est généralement requis (Sutra et al., 1998). La guérison est rapide, mais des complications 
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sont toujours à craindre chez les individus fragiles (insuffisances cardiaques, enfants, 

vieillards, malades hospitalisés…) (Bourgeois et Larpent, 1996). 

Les risques liés à l’ingestion de Bacillus ssp et/ou leurs toxines (et surtout Bacillus cereus 

sensu stricto) dans les aliments dépendent fortement de la biodiversité des Bacillus, du niveau 

de contamination et des modalités de préparation des aliments. C’est ce qui a notamment 

suscité l’intérêt de cette étude qui porte sur le couscous. 

 

I. 2. Les bacilles sporulés associées aux aliments amylacés 

Les aliments amylacés sont les plus consommés au monde dont la plus grande partie 

produite provient des céréales (blé, riz, maïs…) puis viennent les racines et tubercules (FAO, 

1996). Le blé dur est le plus consommé dans le monde avec 67.5kg par habitant en 2011 

(FAO, 2011). Les pays d’Afrique du Nord et d’Asie sont parmi les premiers consommateurs 

de blé. L’Algérie se classe en deuxième rang après la Tunisie avec une consommation de 

presque 240kg par habitant et par an (FAO, 2014). 

Le blé dur est un aliment qui se caractérise par une activité d’eau faible (0.10-0.20) (NSW, 

2008) ce qui inhibe la croissance des microorganismes mais des bactéries sporulées peuvent 

être présentes sous forme de spores à ce niveau d’activité.  

I. 2. 1. Contaminants bactériens dans la semoule 

La plupart des données bibliographiques concernant les recherches bactériennes 

réalisées dans le blé dur ont concerné les flores d’intérêt technologique (bactéries lactiques…) 

à savoir les travaux de Spicher (1959) ; Boraam et al. (1993) ; Faid et al. (1994) ; Rosenquist 

et Hansen (2000), les flores indicatrices d’hygiène comme les Coliformes (Berghofer et al., 

2003), E. coli (Spicher, 1986 ; Berghofer et al., 2003 ; Aydin et al., 2009), les Streptocoques 

fécaux (Rogers et Hasseltine, 1978 ; Spicher, 1986) et Staphylococcus aureus (Spicher, 1986). 

Les bactéries sous forme végétative sont généralement éliminées durant la 

transformation du blé en pâtes alimentaires ou en semoule de couscous, cependant, les 

bactéries sporulées survivent aux process et peuvent se développer dans le produit quand l’aw 

devient supérieur à 0,60. Les sporulés anaérobies (Clostridium) sont en général moins étudiés 

dans les aliments à base de céréales, en raison de leur voie respiratoire anaérobie. Néanmoins, 

le dénombrement des Clostridia sulfito-réducteurs à 46°C est mentionné parmi les critères 
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microbiologiques de céréales, graines et produits de moutures en Algérie (JORADP N° 35, 

1998).  

Les bactéries du genre Bacillus bien que non systématiquement recherchés sont 

fréquemment rencontrées dans les aliments à base de céréales telles que les pâtes alimentaires, 

couscous ou riz. 

 

I. 2. 2. Bacillus spp dans la semoule 

De nombreux travaux ont rapporté la présence de Bacillus dans les pâtes alimentaires 

(Ponce et al., 2002 ; Valero et al., 2002 ; Rosenquist et al., 2005), riz (Gilbert et al., 1974 ; 

Johnson et al., 1984; Ueda, 1994 ; Sarrias et al., 2002), la semoule (Rogers, 1978 ; Rosenkvist 

et Hansen, 1995 ; Fang et al., 1997 ; Hansen et Knochel, 1999 ; Berghofer et al., 2000 ; 

Sorokulova et al., 2003 ; Berghofer et al., 2003 ; McSpadden, 2004 ; De Vuyst et neysens, 

2005 ; Laca et al., 2006 ; Chitov et al., 2008 ; Lee et al., 2009 ; Akpe et al., 2010 ; 

Samapundo et al., 2011 ; Valerio et al., 2012 ; Di Biase, 2013) et l’attiéké : couscous à base 

de manioc (Assanvo et al., 2006; Coulin et al., 2006 ; Djeni et al., 2011).  

Comme le montre le tableau 4, plusieurs espèces de Bacillus ont été isolées à partir des 

aliments à base de blé dur. Les espèces bactériennes fréquemment rencontrées sont Bacillus 

cereus, Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis et Bacillus amyloliquefaciens. Valerio et al. 

(2012) ont étudié la contamination de semoule de blé dur par les spores bactériennes, 56.1 % 

des isolats sont identifiés comme appartenant à l'espèce Bacillus amyloliquefaciens. D’autres 

espèces ont été isolées à partir de semoule et ses dérivés avec une prédominance de Bacillus 

cereus représenté dans la plupart des échantillons analysés (cf tableau 4). 
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Tableau 4 : Différentes espèces de Bacillus isolées des aliments à base de blé. 

Espèces Aliments % Comptage 
(ufc/g) Références 

Blé dur >50 10-102 Rogers et Hasseltine (1978) 
Spores aérobie Semoule 

moutué 
ND 5-103 Spicher (1986) 

Farine de blé ND 0.5-3.5 103 

Noodles ND 0.5-1.5 102 
Chitov et al. (2008) 

Sourdough ND ND De Vuyst and Neysens (2005) 

Semoule de blé 31 ND Valerio et al., 2012 

Blé dur >60 10-102 Daczkowska-Kozon et al. (2009) 

Pain 2 10-102 Rosenkvist et Hansen (1995) 

Céréales ND 3-93 Fang et al. (1997) 

Plats prêts ND 30-103 Lee et al. (2009) 

B. cereus 

céréales 92 104 Yusuf et al. (1992) 

Semoule de blé 12 ND Valerio et al. (2012) 
B. licheniformis 

Pain 24 10-102 Rosenkvist et Hansen (1995) 

Semoule de blé 6 ND Valerio et al. (2012) 
B. subltilis 

Pain 70 10-102 Rosenkvist et Hansen (1995) 

B. amyloliquefaciens  54 102 Valerio et al. (2012) 

B. pumilus Pain 2 10-102 Rosenkvist et Hansen (1995) 

.B. mycoides céréales 8 103 Yusuf et al. (1992) 

Autres espèces (11) Semoule de blé ND ND Valerio et al. (2012) 

ND : non déterminé 

 

Bacillus se trouve à différentes concentrations dans les pâtes et les semoules. Certains 

auteurs ont rapporté leur présence à de faibles concentrations (102spores/g) (Rogers, 1978; 

Spicher, 1986; Rosenkvist et Hansen, 1995 ; Berghofer et al., 2000, 2003). Cependant, 

d’autres auteurs ont rapporté des concentrations supérieurs à 102 spores/g (Yusuf et al., 1992 ; 

Chitov et al., 2008 ; Valerio et al., 2012). 

Bacillus cereus est un contaminant de la semoule et des pâtes alimentaires avec un 

pourcentage de 18.9% à 93% de prévalence. B. cereus produit une amylase, ce qui lui permet 

de se développer dans les produits amylacés ce qui explique sa forte prévalence (Sivakumar et 

al., 2012). 



Introduction bibliographique 

 15 

 

I. 2. 3. Origine des spores dans la semoule 

La microflore du couscous peut être apportée par la matière première à partir de 

contamination par le sol, culture et conditions de process (Saalovara, 1984 ; Sorokulova et al., 

2003). Le sol est une importante source de bactéries sporulées (Carlin, 2011). Par conséquent 

la contamination par le sol du blé dur est inévitable, soit au cours de la récolte, soit au cours 

de la culture. Les bactéries du sol se déposent sur la couche externe des grains de blé dur. Les 

bactéries sont ensuite susceptibles de passer du son vers la semoule durant le broyage des 

grains de blé (Berghofer et al., 2003 ; Valerio et al., 2009).  

Pendant la mouture, les opérations de broyage et de tamisage créent une quantité 

considérable de chaleur, par conséquent, la condensation de l’humidité dans les rouleaux de 

rupture, et le tamis peut parfois conduire à l'accumulation de résidus de farine à l'intérieur de 

l'équipement et les Bacillus sont connus pour leur capacité à former des biofilms. Les Bacillus 

adhérent aux surfaces des équipements puis contaminent d’autres produits. A la sortie du 

process, le niveau de contamination peut être amplifié surtout durant le stockage et 

l’utilisation du produit et/ou par les ingrédients ajoutés au moment de la consommation. 

Cependant, la charge des contaminants semble diminuer après le process de transformation en 

pâte alimentaire et/ou semoule de couscous (Berghofer et al., 2003 ; Valerio et al., 2009). 

Cependant la présence des spores bactériennes est toujours signalée. 

Comme montre le diagramme sur la figure 3, les origines de ces bactéries sont diverses. Elles 

peuvent être apportées par les excréments des animaux et des êtres humains ou peuvent 

constituer la flore autochtone d’un écosystème. Ces bactéries peuvent intervenir dans 

plusieurs processus biologiques naturels à savoir les cycles géochimiques (de carbone, 

d’azote…) et/ou industriels (fermentation…), phytosanitaire (lutte biologique, 

phytopathologie…). 
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Figure 3 : Diagramme de l’origine de contamination par les bactéries sporulées des 

aliments (Inspiré de Carlin, 2011). 

 

I. 3. Procédés de fabrication du couscous 

Selon le codex alimentarius standard N° 202 (1995), le couscous est le produit 

composé de semoule de blé dur (Triticum durum) dont les éléments sont agglomérés en 

ajoutant de l’eau potable et qui a été soumis à des traitements physiques tels que la cuisson et 

le séchage. Le couscous est préparé à partir d’un mélange de semoule grosse et de semoule 

fine. Il peut aussi être préparé à partir de la semoule dite «grosse-moyenne». 

Le blé dur est exclusivement destiné à la consommation humaine après sa 

transformation. Il se transforme en semoule puis en pâte ou couscous. Dans certains pays 

(Italie, Grèce et France), la législation régit l’utilisation du blé dur pour la préparation des 

pâtes, cependant, dans d’autres pays de l’union européenne, la législation est plus permissive 

(Morancho, 2000). Ces derniers admettent la possibilité de son utilisation comme blé 

panifiable. 
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 En 2011 et 2012, la production mondiale de blé a été de 674 millions de tonnes (FAO, 

2011). En 2013, 704 millions de tonnes de blé ont été produites dans le monde (FAO, 2013), 

soit une progression de 6,5%. L’union européenne est le premier producteur de blé au monde 

dont la France occupe le deuxième rang (2,4 millions de tonnes en 2012) après l’Italie 

(Lelamer et Rousselin, 2011). La France est le principal fournisseur de blé dur de l’Algérie 

(FAO, 2011). 

La consommation mondiale moyenne de Blé était de 67,5kg par habitant en 2011 

(FAO, 2011). Les pays d’Afrique du Nord et d’Asie sont parmi les principaux consommateurs 

de blé par habitant au niveau mondial, l’Algérie occupe le deuxième rang après la Tunisie 

avec une consommation de presque 240kg par habitant et par an (FAO, 2014).  

Les algériens consomment le blé dur sous différentes formes à savoir notamment les 

pâtes alimentaires et le couscous. Le blé dur subit des traitements de transformation selon le 

produit désiré. La semoule de couscous produit qui fait l’objet de cette étude nécessite 

d’abord la transformation du blé dur en semoule avant d’être transformé en semoule de 

couscous.  

 

I . 3. 1. Transformation du blé dur en semoule 

La semoule correspond à des morceaux de grain qui sont plus ou moins vêtus 

d’enveloppes (Doumandji et al., 2003). La semoule de blé dur (Triticum Turgidum ssp. 

Durum) est fréquemment consommée notamment dans les pays du pourtour méditerranéen.  

En France, 65% de semoule de blé dur produite (519 041 tonnes/ année) est destiné à 

la fabrication de pates alimentaires sèches et de couscous (Lelamer et Rousselin, 2011). 25% 

de production de blé dur sert à la fabrication de couscous dont 26% sont exportées (SIFPAF, 

2012). 

Le process de transformation du blé en semoule consiste à débarrasser d’abord le blé 

dur de ses impuretés avant de le stocker. Un deuxième nettoyage est recommandé pour 

éliminer les impuretés fines, puis les grains sont séparés selon leur taille, leur forme et leur 

poids.  

Les grains de blé dur triés sont ensuite conditionnés en les humidifiant (Mouillage) 

afin d’éviter de briser le son durant la mouture. Au départ, le grain de blé dur possède une 

teneur en eau égale à 11 ou 12% puis le grain est humidifié jusqu’à 16 ou 17%. Les grains de 
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blé sont mélangés en fonction de la qualité de semoule désirée. Après la mouture du mélange, 

la semoule est récupérée puis conditionnée.  

Plusieurs sous-produits sont générés à savoir les "finots" (semoules très fines), les 

"gruaux" (gros grains) et les "issues" comme le son et les pailles. 

En outre, le son, les germes et les fourragers sont aussi repartis dans des silos afin de 

les stocker. La figure N° 4 schématise le diagramme de mouture du blé dur comme était 

expliqué précédemment. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Diagramme industriel simplifié de fabrication 

de semoules de blé dur modifié selon Azudin (1988). 
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I . 3. 2. Technologie du couscous 

L’Algérie est leader en matière de production du couscous (environ 1 million de 

tonnes/an) y compris le couscous industriel et artisanal avec une consommation de 50kg par 

capita/an (D’egidro et Pagani, 2010). 

Selon Derouiche (2003), la consommation de couscous atteint 9.21 kg par an et par 

habitant à l'Est d’Algérie. De plus, le couscous est mangé au moins une fois par semaine à 

Constantine (Est d’Algérie) par plus de 50 % de la population (Benlacheheb, 2008). Par 

ailleurs, selon une enquête réalisée en France, le couscous constitue le troisième plat préféré 

des français. En effet, la France a une moyenne de consommation de 1.4kg par habitant et par 

an (SIFPAF, 2012). 

Le couscous ou K'sksou est un plat traditionnel populaire en Afrique du Nord et en 

Europe du Sud. Il est connu sous plusieurs noms : en Turquie : Kuskus, au Maroc : Maftol, au 

Liban : Moghrabieh, en Berbère: Seksu, en Libye : Kusksi, chez les Tuareg : Keskesu ; en 

grèce : Kouskousaki (Coskun, 2013). Cependant dans certains pays d’Afrique, on appelle 

attiéké un couscous à base de manioc (Coulin et al., 2006). 

Le couscous est riche en glucides (70%) mais pauvre en protéines (13%) et en lipides 

(2%). Il présente aussi un large éventail de minéraux (Mg, P, K, Ca, Mn, Fer, Cu, Zn) et de 

vitamines (B1, B2, B3, B5, B6, B9) (cf tableau 5). 

 

Tableau 5 : Composition chimique mentionnée 
sur l’étiquetage de la semoule du couscous. 

Protéine 12.8 
Glucides 69.5 
Lipides 2 
Sodium 20 

Eau 11.2 
Minéraux Mg, P, K, Ca, Mn, Fer, Cu, Zn 
Vitamines B1, B2, B3, B5, B6, B9 

 

Les graines de couscous peuvent être obtenues soit par préparation artisanale au 

niveau des foyers (domestique) soit au niveau industriel. 
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I . 3. 2. 1. Préparation artisanale 

La préparation artisanale du couscous consiste dans un premier temps à choisir le 

calibre des semoules en fonction du couscous désiré (moyen, fin ou gros).  

En premier temps, les semoules sont hydratées avec de l’eau salée progressivement en 

roulant les grains dans un ustensile appelé « Gassaâ ». Une poignée de la semoule (100g) est 

imbibé par une cuillère d’eau salée puis mélangée en les roulant à la paume de la main (pour 

éviter les grumeaux). Ensuite, la semoule est ajoutée progressivement en l'imbibant. Le 

roulage est une étape déterminante de la qualité de grains de couscous assuré par mouvement 

circulaire des mains en écrasant les grains de la semoule. Ensuite, à l’aide d’un tamis les 

grosses graines sont séparées des petites. Après l’obtention des grains, ceux-ci sont alors 

séchés à la température ambiante en étant  agités de temps en temps ou apporté directement à 

la cuisson à la vapeur. 

Dans les pays du Maghreb, le couscous est cuit dans le couscoussière (cf Figure 5). 

Cependant, dans les pays occidentaux, certains consommateurs font tremper le couscous dans 

l’eau bouillante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Modalité de cuisson du 

couscous dans les pays du Maghreb. 
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Dans les pays du Maghreb, le couscous  est cuit à la vapeur dans une couscoussière. 

Ce traitement est répété plusieurs fois (3 fois) en fonction de la de qualité du grain 

(gonflement). La température peut atteindre 98°C au fond en contact avec la vapeur. 

Cependant au cœur de la couche de couscous, la température est inferieure. De ce fait, le cœur 

de couscous est un point critique, point froid du point de vue de l'inactivation thermique. Les 

cycles de cuisson sont séparés par un délai de repos de 10 à 20 minutes à la température 

ambiante (cf figure 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Diagramme de préparation du couscous à partir de la semoule. 

 

 

Les familles préfèrent encore la préparation du couscous à partir de la semoule. 

Cependant la semoule de couscous précuite industrialisée est de plus en plus utilisée par les 

ménages. 

 

I . 3. 2. 2. Procédé Industriel de fabrication de la semoule de couscous précuite 

Le process de fabrication industrielle du couscous est basé sur le même principe que la 

préparation artisanale. Les semoules sont mélangées à l’eau puis roulées. Après une série de 

calibrage, les grains obtenus sont cuit à la vapeur puis séchés par un sécheur rotatif avant 

d’être refroidi (cf figure 7).  
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Figure 7 : Ligne de production industrielle de couscous. 1 : Groupe pâte avec rouleuse ; 2 : Cuiseur 3 : Rouleuse tamis produit et séchoir 

rotatif Romet 3 ; 4 : Refroidisseur ; 5 : Plansichter et convoyeurs produits et poudres ; 6 : Silos de stockage produit fini ; 7 : 

Conditionnement (avec l’autorisation de Storci s.p.a, Italie). 
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Les grains fins et moyens sont emballés par contre les gros sont recyclés. Les étapes 

illustrées dans ce chapitre sont inspirées de process du groupe Clextral Group . Les 

principales étapes sont décrites ci-après. 

Le Mélange 

Cette étape vise à agglomérer les semoules pour obtenir les grains de couscous, assurer 

une bonne hydratation des grains pour être facilement chauffés à 100°C (atmosphère) et afin 

d'obtenir ensuite une bonne gélatinisation. Le mélangeur est équipé de palettes. À cette étape, 

l’aw atteint le niveau suffisant pour la croissance des bactéries présentes. Dès cette étape des 

dépôts et des encrassements peuvent être la source de développement de contaminants 

microbiens pouvant aboutir à la formation de spores microbiennes. 

Le Roulage et le tamisage 

C’est l’étape clé du process. Elle consiste à former les grains de couscous et les 

sélectionner en fonction de la taille souhaitée. Cette étape peut également être une source de 

contamination par des dépots et des accumulations de fines sur les parois et dans les recoins 

favorisant les développements microbiens et la formation de spores bactériennes. 

Le Recyclage en continu  

Le produit recyclé de l’étape de roulage et tamisage affecte le process. Les particules 

recyclées ont la composition de l’eau différente de celle de la matière première. Il doit être 

réintroduit en proportion constante avec ajustement des paramètres. Du point de vue 

microbiologique une re-contamination de la matière première peut également être envisagée à 

cette étape. 

La Cuisson à la vapeur et démottage 

La cuisson conduit à la gélatinisation de l’amidon de blé et aboutit à un produit 

digestible avec une grande capacité de gonflement. Le cuisseur vise à mettre en contact direct 

les graines hydratées et agglomérées avec la vapeur d’eau. L’opération permet d’amener 

permet d’amener les graines à une température de 100°C, supérieure à la température 

minimale de la gélatinisation d’amidon.  

La cuisson traditionnelle se fait à faible flux de vapeur, en couche épaisse (20-30 cm), 

sous couvercle, jusqu’à ce que la vapeur s’échappe. Sa durée est de l’ordre de 20 à 30min 

selon la qualité de vapeur utilisée est d’environ 200g de vapeur d'eau par kg de couscous sec. 

Industriellement, la cuisson est continue et elle se fait dans un cuiseur à tapis, à contre-courant 

grains/vapeur, avec une épaisseur de couche de 8 à 12 cm et un fort flux de vapeur (500 à 800 
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g de vapeur par kg de couscous) permettent d’obtenir une gélatinisation quasi complète en 12-

18 min. Ces traitements thermiques (couples temps températures appliqués) ne peuvent 

qu'avoir un effet limité sur l'inactivation thermique des spores bactériennes présentes. 

Le Séchage et le refroidissement 

L’objectif de cette étape est de stabiliser la quantité d’eau a fin de garantir une longue 

durée de conservation. Le séchage est réalisé à l’aide de sécheur rotatif en respectant le 

barème de séchage. Les grains de couscous aussi obtenus sont transportés à un refroidisseur 

vibrant.  

Le conditionnement et le stockage 

En Algérie, la semoule de couscous industriel est généralement emballée dans des 

paquets en plastique. Suite aux amplitudes thermiques durant le stockage. Ce type 

d’emballage présent l’inconvénient de concentrer par condensation l'humidité sur les parois 

des sachets en plastique. Ces points de forte humidité peuvent permettre une croissance des 

micro-organismes présents comme des Bacillus sporulés. Cependant, dans les pays 

industrialisés comme la France, la semoule de couscous est mise sur le marché dans des boites 

en cartons facile à gerber, à nettoyer de la poussière (vecteur des microorganismes) son 

extérieur et maintenir son humidité. Il est recommandé de stocker la semoule de couscous 

dans des endroits sec à la température ambiante. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

II. MATERIELS ET METHODES  
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II. Matériels et méthodes 

Le travail présenté a été réalisé au Laboratoire Universitaire de Biodiversité et 

d’Ecologie Microbienne (LUBEM), site de Quimper, Université de la Bretagne 

occidentale France. Les isolats ont été réalisés au laboratoire de Microbiologie 

Appliquée à l’Agroalimentaire, au Biomédical et à l’Environnement (LAMAABE), 

Université de Tlemcen, Algérie et au laboratoire pédagogique de Microbiologie du 

département de Biologie, Université de Laghouat. Ce travail s’inscrit dans le contexte 

d’une collaboration entre le LUBEM, et le LAMAABE. 

II. 1. Prélèvement des échantillons de la semoule de couscous 

Les semoules de couscous ayant servi à cette étude étaient conditionnées dans 

leurs emballages en plastique. Elles proviennent du marché national algérien. Au 

moment du prélèvement, les sachets de la semoule de couscous étaient gerbés à la 

température ambiante sur les étals des commerces. 

Les échantillons ont été prélevés dans la ville de Laghouat, une ville située à 

400 km au sud d’Alger. Trois (3) marques (EH, AB et CM) ont été retenues (cf figure 

8) dont les dates de sortie de la chaine de production dépassaient deux mois. 

Au mois de mai 2010, 10 échantillons de la semoule de couscous ont été 

prélevés puis transportés au laboratoire, conservés dans les conditions de stockage 

observées chez les détaillants. 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Marques des semoules de couscous utilisées dans cette étude et 

commercialisées dans la région de Laghouat (Algérie). 
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II. 2. Dénombrement de la flore aérobie sporulée mésophile dans les 

échantillons de la semoule de couscous 

Le dénombrement des souches de Bacillus spp a été effectué selon les étapes 

suivantes : 

Préparation des échantillons 

La surface extérieure du sachet de la semoule de couscous a été désinfectée à 

l’alcool à froid puis le sachet a été ouvert en espace stérile (Bec Bunsen). 

A l’aide d’une pince stérile une quantité de semoule de couscous (environ 10g) 

était prélevée et mise dans 9 fois son poids (équivalent en volume) d’eau tryptonée 

salée (pour avoir la première dilution décimale). Le mélange était ensuite porté au 

bain marie à 80°C pendant 10 min. Ce traitement permet d’éliminer la flore végétative 

présente dans la semoule de couscous et de sélectionner les cellules bactériennes 

thermorésistantes ciblant les bactéries sporulées. 

Des dilutions décimales successives étaient alors réalisées dans l’eau tryptonée 

salée à partir des mélanges traités thermiquement. 

Un volume de 0,1 mL de la dilution était étalé à la surface d’une boite de Pétri 

de la gélose PCA puis incubée à 37°C pendant 48 à 72h. 

La charge en microorganismes aérobies sporulés des échantillons était 

déterminée suivant la formule de la norme AFNOR (1994) : 

 

 

où : 
C est le nombre  des colonies comptées sur une boîte retenue des dilutions effectuées ; 
V est le volume de l´inoculum appliqué à chaque boîte, en millilitres; 
n1 est le nombre des boîtes retenues à la première dilution; 
n2 est le nombre des boîtes retenues à la seconde dilution; 
d est le taux de dilution correspondant à la première dilution retenue. 

 

∑ C  
N =  

V (n1+ 0,1n2) d 
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II. 3. Obtention des isolats 

A partir des boites de Pétri ayant servi au dénombrement, des colonies 

représentatives et de différents aspects étaient repérées et récupérées avec un 

maximum de 05 colonies par boite. Le ratio : nombre d’isolat – nombre de colonies de 

même aspect a été respecté autant que possible. 

Les colonies prélevées ont été repiquées dans un bouillon nutritif et incubées 

12h à 30°C. A partir de cette culture une öse était étalée par strie sur la gélose 

nutritive suivant la technique des quadrants. L’incubation des cultures a ensuite été 

réalisée à 30°C pendant 24h. La sélection et l'isolement des souches a été ainsi répétée 

deux fois sur les colonies repérées bien isolées par une culture en bouillon nutritif puis 

en milieu nutritif gélosé. 

II. 4. Confirmation de la pureté des isolats 

La confirmation de la pureté des souches isolées était basée sur l’observation 

macroscopique de l’aspect des colonies puis par observation microscopique des 

cellules après coloration du Gram. Les endospores bactériennes ont été observées au 

microscope après coloration au vert de malachite. 

II. 5. Conservation de souches et des spores 

Les souches purifiées ont été conservées en double sur le milieu nutritif gélosé 

incliné pour l’utilisation en routine. 

Pour la constitution 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 en boites de Pétri de 90 cm et supplémenté par 40mg/l de MnSO4 et 

100mg/l de CaCl2. Puis, les boites ensemencées ont été incubées à 30°C pendant un 

temps nécessaire à la sporulation de la population bactérienne. Le taux de sporulation 

était estimé par observation au microscope de contraste de phase à l’état frais après 5 

jours d’incubation. Si ce taux dépasse 90%, la culture était arrêtée. Les spores de 
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Bacillus spp ont été alors récoltées à l’aide d’une spatule stérile en raclant la surface 

de la gélose. Les spores récupérées ont été mises en suspension dans un volume de 

20mL d’eau distillée stérile à l’aide d’une pipette pasteur stérile. La suspension de 

spores préparée était centrifugée à 10000 g pendant 15 min. Le culot était récupéré et 

remis dans 20 mL d’eau distillée stérile. Cette opération était renouvelée deux fois. 

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

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

mélange était centrifugé à 10000g pendant 15min. 

Les culots traités subissaient une nouvelle fois trois cycles de lavage toujours à 

l’eau distillée dans les mêmes conditions de la centrifugation. Tous les manipulations 

d’agitation ont été effectuées manuellement avec retournement doux afin d’éviter la 

formation des flocs. 

Les culots récupérés précédemment ont été ensuite re-suspendus dans un 

volume minimum d’eau distillée stérile de façon à avoir une forte concentration en 

spores (environ 1010spores/mL). La concentration en spores était estimée par 

dénombrement en masse en milieu nutritif gélosé. Le stock de spores de Bacillus spp 

obtenu était conservé à 4°C dans de l'eau stérile avant l’étape de traitement thermique.  

II. 6. Identification et affiliation moléculaire des isolats 

L’identification des souches isolées était basée sur le séquençage partiel du 

gène ribosomal 16S. L’ARN ribosomique 16S est le constituant ARN de la petite 

sous-unité ribosomique de 30S des procaryotes. C’est une région conservée entre 

toutes les espèces. 

Les souches identifiées comme Bacillus cereus ont été ensuite soumises à un 

séquençage de leur gène panC permettant de distinguer les souches en différents 

groupes écologiques selon la classification de Guinebertière et al. (2008). 

II. 6. 1. Préparation de l’ADN génomique 

L’extraction de l’ADN génomique des souches a été réalisée sur des cellules 

en état physiologique végétatif. 
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Obtention des cellules bactériennes 

Une öse de cellules conservées était suspendue dans 5 mL de Bouillon nutritif 

et incubée à 37°C pendant une nuit. 

Extraction d’ADN génomique 

L’ADN génomique était isolé suivant la procédure décrite par Sambrook et al. 

(1989). Elle consiste à récolter les cellules végétatives après centrifugation (5000g 

pendant 5min). 

Le culot cellulaire était ensuite suspendu complètement dans 200µl de tampon 

Tris-EDTA (50 mM Tris-HCl ; 2,5mM EDTA ; pH 8,0) dilué au 1/10ème puis on lui 

ajoutait 500µl de la solution de lyse en mélangeant par inversion. Le mélange était 

porté ensuite au bain marie à 55°C pendant 30min. Ensuite, un volume de 700µl de 

phénol-chloroforme-isoamylol était ajouté au lysat. L’ajout de phénol permet de 

déprotéiniser le lysat. Les traces de phénol restant dans la phase aqueuse ont été 

éliminées par le chloroforme et l’alcool iso-amylique facilite la séparation des deux 

phases phénolique et aqueuse. Le mélange était agité jusqu’à l’obtention d’une 

suspension laiteuse stable puis soumis à une centrifugation à 10000g pendant 15min.  

La phase aqueuse -estimée à 600µl- était alors transférée à nouveau dans des 

tubes Eppendorf stériles à laquelle on ajoutait 200µl d’acétate de sodium et 400µl 

d’alcool isopropylique. Le mélange était mis à -20°C pendant 30min puis centrifugé à 

10000g pendant 10min pour obtenir le culot d’ADN génomique. Celui-ci était lavé 2 

fois à l’éthanol à 70% afin d’éliminer les contaminants minéraux. Le lavage était 

effectué en centrifugeant le mélange à 10000g pendant 10min.  

Enfin, le culot de l’ADN génomique était séché sous vide puis suspendu dans 

de l’eau distillée stérile avant d’être conservé à -20°C. Ensuite, la pureté et la qualité 

de l’ADN génomique ont été déterminées en basant sur son spectre d’absorbance. 

Quantification et vérification de la pureté de l’ADN 

 L’ADN génomique obtenu précédemment était dilué dans de l’eau permutée 

puis dosé grâce à un spectrophotomètre d’absorption moléculaire lié à l’ordinateur 

(VisionliteTM Application software). L’absorbance de l’ADN génomique était 



Matériels et méthodes 

 30 

mesurée dans le spectre de la lumière Ultraviolette (UV) de 220 à 300 nm. Un volume 

de 2ml d’une dilution au 1/50ème de l’échantillon de l’ADN dans l’eau permutée était 

déposé dans une cuve en Quartz. Après avoir calibré le spectrophotomètre, 

l’absorbance des échantillons a été mesurée. 

 La courbe de balayage d’absorbance permet de renseigner sur la pureté et la 

quantité de l’ADN génomique à la fois. Le chevauchement du pic maximal de 260 nm 

reflète une contamination chimique. Par ailleurs, la détermination des rapports 

A260nm/A280nm et A260nm/A230nm permet de vérifier la nature du contaminant 

chimique. 

 La valeur de rapport A260nm/A280nm doit être comprise entre 1,8 et 2 en 

termes d’absorbance. Il permet d’évaluer la contamination par les protéines. 

En outre, la valeur du rapport 260nm/A230nm est déduite à titre secondaire pour 

renseigner sur une éventuelle contamination par les hydrates de carbone, les peptides, 

les phénols ou les composés aromatiques ou tout produit qui absorbe à 230nm. Ce 

rapport doit être proche de 2,2. 

II. 6. 2. Amplification d’ADNr 16S 

Le gène 16S est une région conservée chez toutes les espèces. L’amplification 

partielle du gène 16S permet d’étudier la phylogénie des souches isolées après 

séquençage et comparaison de leurs séquences. 

Amorces utilisées 

L’amplification partielle de la séquence de gène ADNr 16S a été effectué par 

l’utilisation des amorces standard 27f (5'-GAGTTTGATCMTGGCTCAG-3') et 192r 

(5'-GNTACCTTGTTACGACTT-3') (Weisburg et al., 1991).  

Paramètres de réaction de polymérisation en chaine (PCR) 

Le mélange d’ADN-PCR (master mix) a été mis dans des microtubes. La 

concentration d’ADN utilisé a été de 100ng par tube dans un volume final de 25µl. La 

composition et les volumes de PCR Master mix ont été  reportés dans le tableau 6 : 
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Tableau 6 : Composition et concentration des solutions de PCR.  

Solution Volume 
Concentration 

final 
Composition 

PCR master mix, 2X 12.5µl 1X 

50U/ml : ADN 
polymérase taq [(dans 
un tampon optimal (pH 

8.5) ] 

400µM each 
dATP, dGTP, 
dCTP, dTTP 
3mM MgCl2 

Amorce en amont, 10µM 2.5µl 0.1-1.0µM   
Amorce en aval, 10µM 2.5µl 0.1-1.0µM   

Echantillon d’ADN 5µl <250ng   
Diluant 25µl N.A   

L’amplification était réalisée dans un thermocycleur (Techne) réglé à une 

température de dénaturation de 95°C pour 5 minutes puis 30 cycles d’amplification 

(chaque palier est contrôlé à 1min à 94°C, 1min à 55°C et 1 min à 7°C). En fin, la 

température d’incubation était de 5 minutes à 72°C. 

Révélation de produits de PCR sur gel d’agarose 

Le produit de PCR amplifié était révélé sur 1% de gel d’agarose (w/v). La 

migration était réalisée dans le tampon TAE 1M (Tris-acétate-EDTA 1M) avec un 

courant électrique de 5V/cm en présence de marqueur de taille (Lamda DNA/EcoR1 + 

Hind III). Ce marqueur présent 13 bandes de taille comprise entre 125 à 21226 paires 

de bases (Promega). Il est issu de la digestion de l’ADN du phage Lamda par deux 

enzymes de restrictions EcoR1 et Hind III. 

Lorsque la ligne jaune de tampon de charge arrivait au front de migration, le 

courant électrique qui alimente le dispositif de l’électrophorèse était arrêté. Ensuite, le 

gel était récupéré de support puis trempé dans un bain de bromure d’éthidium 

(0.5µg/ml) pendant 30 minutes. Enfin, la révélation des bandes était effectuée par 

observation du gel sous la lampe UV. 

Séquençage et contrôle de qualité de séquences partiels de gène 16S  

Un volume de 50µl des fragments amplifiés ont été envoyés à la compagnie 

AGCT Biotech à Heidelberg, Allemagne. Les séquences reçues ont été ensuite traitées 

pour déterminer les souches étudiées. L’évaluation de la qualité de séquençage est 

basée sur l’analyse de l’intensité du chromatogramme de séquençage. Si l’analyse du 

chromatogramme, montre des pics chevauchés cela renseigne sur un mauvais 

séquençage. 
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Identification des souches 

Les séquences en format FASTA ont été récupérées puis copiées en fichier 

(rtf). Ce fichier présente deux séquences, une issue de l’amorce 27f et l’autre de 

l’amorce 192r. Le deuxième brin de 192r était inversement transcrit  puis combiné 

avec le brin de 27 à partir des régions communes. Ensuite, les séquence plus ou moins 

longues de 1200pb ont été blastées avec la base de données du NCBI 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) (Altschul et al., 1990). La compilation des 

séquences au blast permet de déterminer la similitude de ces souches avec les espèces 

déjà présentes, présentent dans la base de donnée.  

Établissement de l’arbre phylogénétique 

La construction d’un arbre phylogénétique a pour objectif de représenter à 

travers un graphique la plus ou moins grande proximité entre les séquences d’un 

alignement. Il consiste à confirmer les résultats du Blast. Les séquences 16S des 

souches étudiées et celles des bases de données ont été alignées. 

Après avoir aligné les séquences, les arbres phylogénétique ont été construits à 

l’aide du programme Méga version 3.1 (Kumar et al., 2004). 

II. 6. 3. Séquençage du gène panC. 

Le séquençage de gène panC permet de regrouper les souches de Bacillus 

cereus senso lato en sous groupes selon leurs propriétés écologiques. Les mêmes 

étapes d’obtention des cellules et d’extraction d’ADN génomiques ont été suivies. Par 

ailleurs, le même principe de PCR était exploité avec changement des réactifs et 

paramètres de PCR. 

Réaction en chaine par polymérisation de gène panC 

Le mélange de PCR final (90 µl) était constitué de 300 ng d'ADN génomique 

pur, de 0,2 mM de mélange dNTP (Eurogentec, Seraing, Belgium), 2,5 mM MgCl2, 

0,25 µM de chaque amorce, 0,75 U de polymérase AmpliTaq (Perkin-Elmer, 

Courtaboeuf, France) et 9 µL de tampon AmpliTaq 10X sans MgCl2 (Eurogentec). 
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Amorces  

Pour amplifier le gène panC, les séquences des amorces utilisées ont été : (5′ 

GAGGCGAGAGAATACGGAATACG 3′) et (5′ 

GCCCATTTGACTCGGATCCACT 3′) (Candelon et al., 2004). 

Paramètres de réaction de polymérisation (PCR) 

L’amplification de gène panC a été réalisée dans le thermocycleur avec les 

paramètres suivants : la température du premièr cycle 94°C pendant 5 min, suivi par 

30 cycles de 15 secondes à 94°C, 30 secondes à 55°C, et 30 secondes à 72°C pour les 

trois paliers de chaque cycle. En fin, une durée d’extension de 7 minutes à 72°C 

(Candelon et al., 2004). Ensuite les bandes ont été analysées sur gel d’Agarose. 

Séquençage de gène panC 

La forme FASTA des séquences de gène panC amplifiées était blasté avec la 

base de donnée de Sym’Previus (https://www.tools.symprevius.org/Bcereus/). Les 

résultats aboutissaient à l’affiliation des souches de Bacillus cereus selon 

Guinebertière et al. (2008). 

II. 7. Étude de la thermorésistance 

Plusieurs méthodes ont été décrites pour l’étude de la thermorésistance des 

bactéries parmi lesquelles l’utilisation du thermorésistomètre et la technique des 

capillaires. Cette dernière méthode est appréciée grâce au temps négligeable de 

transfert de chaleur au cœur de la suspension à traiter et sa facilité de mise en place et 

d'utilisation. 

Préparation des pré-cultures 

D’abord, des pré-cultures de Bacillus spp ont été préparées dans le bouillon 

cœur-cervelle et incubées à 30°C pendant 24h. 

Traitement thermique 

Le traitement thermique des spores de Bacillus ssp était effectué suivant la 

technique décrite par Gaillard et al. (1998). Il consiste à traiter un inoculum d’au 
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moins 106 spores par mL dans un tube capillaire. A cette fin, à partir du stock de 

spores de Bacillus ssp conservé à 4°C, un volume de 30 µL était dilué dans 3mL de 

BHI. 100µl de la suspension de  spores/ml était introduit dans des tubes capillaires 

(ringcaps®) Le nombre des spores dans la suspension était en parallèle déterminé (en 

général environ 106 spores/mL). 

Les deux extrémités des tubes capillaires ont été soudées à la flamme puis 

portées au bain eau glycérol thermostaté. Les tubes capillaires ont été retirés à chaque 

intervalle de temps décidé précédemment. Ensuite les tubes ont été plongés 

rapidement dans un bain glacé pendant 30 secondes. 

Le contenu des tubes capillaires était chassé avec un volume de 900µL d’eau 

distillée (Gaillard et al., 1998). Ensuite, des dilutions décimales successives dans les 

mêmes conditions ont été réalisées. 

Récupération des spores survivantes 

Un volume de 0,5 mL était ensemencé en profondeur dans des boites de Pétri 

de 90mm contenant le milieu nutritif gélosé. Une deuxième couche était ajoutée afin 

de stabiliser les colonies obtenues. Ensuite, les boites ont été incubées à 30°C pendant 

48h. 

II. 8. Validation de la thermorésistance des spores dans la semoule de 

couscous 

 Cette validation a été réalisée pour une souche de Bacillus cereus à la 

température de process. La semoule de couscous a été inoculée par les spores 

bactériennes à la raison de 106 spores/g. Le mélange était homogénéisé à l’aide de 

stomacher puis on répartit ce mélange dans des ampoules de 1mL (Weaton) à 

raison de 1g de mélange/ampoule. Les ampoules ont été scellées à la flamme puis 

portées au bain de glycérol thermostaté à 90°C (la température de process de cuisson 

du couscous). Les ampoules ont été retirées du bain d’huile à des intervalles de temps 

réguliers décidés auparavant. Le contenu de chaque ampoule était dilué dans 9mL de 

tampon TS contenu dans un sac stérile à filtre puis homogénéisé à l’aide de 

Stomacher. Pour chaque temps de traitement une série de dilutions décimales était 

réalisée dans le même tampon TS pour dénombrer les spores survivantes. 
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Enumération des spores survivantes 

Le dénombrement de spores survivantes était effectué par inclusion en double 

couche en milieu nutritif gélosé. Un volume de 0,5mL de chaque dilution était 

ensemencé en masse afin d’assurer une bonne distribution des spores puis recouverte 

d’une deuxième couche de la gélose. Les boites ensemencées ont été incubées à 30°C 

pendant 48h.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Schéma récapitulatif du plan d’expérience de traitement thermique 
des spores bactériennes. 

« 4 » 
Traitement thermique  dans le bain de glycérol thermostaté avec agitation 

Température 

« 5 » 
Préparation des dilutions décimales dans le TS 

Ensemencement de 0.5mL en masse et double couche sur milieu nutritif gélosé puis incubation à 30°C/24h 
 

« 2 » 
a) Remplissage des capillaires (100µL de la 
suspension) 
b) Soudure des extrémités de tubes capillaire  

« 1 » 
30µL de stock de spores (1010spores/mL) dans 3mL 

de BHI  

 

 

«3 » 
Inoculation de la semoule couscous (de 106 
spores/g) 
Remplissage des ampoules de 1mL 
Soudure de l’ouverture de l’ampoule 

 

100µl 

 

Température 
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2. 9. Détermination des paramètres de la thermorésistance 

Dans cette étude, le modèle de Weibull non linéaire adapté par Mafart et al. 

(2002) a été utilisé. Les paramètres estimés de ce modèle (équation 1) ont été utilisées 

pour quantifier la thermorésistance des souches : 

p
t

NN 






−=
δ0loglog …………………………………………………...Eq 1 

N0 représente le nombre initial de cellules, N le nombre de cellules au temps t, δ le 
paramètre d'échelle représente le premier temps nécessaire à détruire 90 % de la 
population initiale, p paramètre de forme renseigne sur la courbure de la cinétique. Si 
p>1 : la courbe est concave, si p<1 : la courbe est convexe et si p=1 la courbe est 
linéaire. 

  

 Cette équation a été approuvée par l'Institute of Food Technology » (IFT) au 

deuxième sommet sur la recherche en Janvier 2003 (Heldman et Newsome, 2003). 

 Par ailleurs, l'influence de la température sur la résistance à la chaleur 

bactérienne a été quantifiée par le paramètre de sensibilité classique zT montré dans 

l'équation 2 (Bigelow, 1921) : 

 

………………………………………………Eq 2 

 

zT correspond à l’élévation de la température qui permet de diviser la valeur de δ  par 
10 
T : Température étudiée ; 
T* : Température de référence notée 121.1°C ; 
δ * : la durée de traitement thermique à la température de référence 121.1°C 
permettant une réduction décimale de la population microbienne 

Les valeurs des paramètres et leurs intervalles de confiance associés ont été 

estimés à l'aide d'un module non linéaire ("NLINFIT" et "NLPARCI" Matlab 6.1, 

Optimization Toolbox, MathWorks). La fonction "NLPARCI" utilisé pour évaluer les 

intervalles de confiance à 95% est basé sur la distribution normale asymptotique des 

estimations des paramètres (Bates et Watts, 1988). 








 −−=
Tz

TT *
*loglog δδ
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II. 10. Étude de la croissance de B. cereus dans le couscous 

L’étude de l’évolution dans le couscous de B. cereus inoculé a pour objectif de 

montrer le risque de développement de ce microorganisme dans le couscous au 

moment de la consommation. D’un autre côté, elle nous permet d’évaluer la date 

limite de la consommation du produit. 

Préparation et inoculation du couscous par B. cereus 

Cette étude est basée sur le principe du challenge test. Il consiste à ensemencer 

la semoule de couscous par une souche de Bacillus cereus de notre collection.  

C’est la souche B. cereus LMBc11 qui a été utilisée pour inoculer la semoule 

de couscous. Pour cela 50 mL d'eau à 80 °C inoculé avec 105 spores/mL a été ajouté à 

120g de semoule et mélangé pendant 5 min. Ensuite, Les 120 g de semoule ont été 

distribuées dans des sachets stériles de Stomacher® avec filtre à raison de 10g par 

sachet. Les sachets ont alors été incubés à 30°C pendant différents temps. A des 

intervalles de temps réguliers (chaque heure) un sachet était retiré de l’incubateur. Le 

contenu du sachet est dilué dans 90 mL de tryptone-sel-eau. Après l’homogénéisation 

du mélange, une série de dilutions décimales a été alors préparée avec le TS. Chaque 

dilution est ensemencée grâce à un ensemenceur spiral. L’ensemencement consiste à 

étaler 50µL de dilution sur une boite de Pétri de 90mm contenant le milieu de Mossel 

dont la composition : (Tryptone (10.0 g) ; Extrait de viande (1.0 g) ; D-mannitol (10.0 

g) ; Chlorure de sodium (10.0 g); Rouge de phénol (25.0 mg); Emulsion de jaune 

d’œuf (100.0 ml); Agar bactériologique (13.5 g); pH 7.2 ± 0.2). 

Le dénombrement des colonies était réalisé par le compteur automatique des 

colonies (Scan®1200). 

Détermination de la cinétique de croissance de B. cereus 

Le modèle primaire de Rosso (1995) est utilisé pour décrire la cinétique de 

croissance de la souche étudiée. Par conséquent, les paramètres de croissance de B. 

cereus ont été déterminés après avoir tracé la courbe LogN (UFC/mL) en fonction de 

temps d’incubation en (heures). 
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Après l’ajustement de modèle de croissance de Rosso (1995) (équation 3), les 

paramètres de la cinétique telle que le temps de latence (lag), le taux de croissance 

(μmax) et la population maximale (Xmax) ont été estimés. 

 

Eq 3 
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III. 1. Dénombrement de la flore aérobie sporulée mésophile dans les 

échantillons de la semoule du couscous 

La charge moyenne en bactéries aérobies sporulées des 10 échantillons de 

couscous étudiés, est de 20 UFC par gramme de couscous. Ce nombre varie entre 12 

et 30 UFC/g de produit. Le bilan complet de dénombrement est illustré sur le tableau 

7. 

 
 

Tableau 7 : Dénombrement de la flore sporulée aérobie dans la semoule de 
couscous commercialisée dans la région de Laghouat. 

Marque 
Nombre 

d’échantillon 
Dénombrement 

(UFC/g) 
Codification des 

isolats 

EH 5 
Minimum 15 
Moyenne  20 
Maximum 27 

LMBc 1 
LMBc4 
LMBc2 
LMBc3 

  LMBc12 

AB 4 
Minimum 12 
Moyenne  21 
Maximum 30 

LMBc5 
LMBc7 
LMBc8 
LMBc9 

CM 1 18   LMBc11 
Total 10  10 

 

Des colonies représentatives ont été isolées à partir des boite de Pétri 

contenant le milieu PCA. L’aspect des colonies de ces souches présente différents 

caractères. A titre d’exemple la figure 10 montre l’aspect des colonies d’une souche 

identifiée comme B. cereus. 

Certaines colonies étaient grandes, blanches à marge dentelée. D’autres étaient 

grande aplatées, irrégulières et opaque. 
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Figure 10 : Aspect des colonies de Bacillus cereus 
isolées de la semoule de couscous. 

 

III. 2. Obtention des isolats de la semoule du couscous 

10 colonies ont été sélectionnées et codées LMBc1, LMBc2, LMBc3. LMBc4, 

LMBc5, LMBc6, LMBc7, LMBc8, LMBc9, LMBc11, LMBc12 

Les colonies isolées réagissent positivement avec la coloration du Gram (cf 

Figure 11) et sont génératrices de H2O2. Les cellules de Bacillus présentent des 

endospores réfringentes non colorées par les colorants de Gram. Les souches de 

Bacillus cereus et Bacillus subtilis présentent une endospore subterminale 

contrairement aux souches Bacillus licheniformis qui présentent une endospore 

centrale. 
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Figure 11 : Observation microscopique. a : cellules de Bacillus cereus et b : 
cellules de Bacillus subtilis, après coloration de Gram (10x100) et c : spores 
bactériennes de la souche Bacillus cereus par microscope du contraste des 

phases. 

La flèche indique la position d’endospore. 

 

III. 3 . Identification et affiliation moléculaire des souches de Bacillus 

III. 3. 1. Qualité de l’ADN 

Les 10 souches de Bacillus ont été identifiées en se basant sur le séquençage 

du gène ribosomal 16S. Ce gène est une région chromosomique conservée chez toutes 

les espèces bactériennes et permet d’identifier les souches bactériennes. 

L’amplification de ce gène a été réalisée sur l’ADN génomique purifié. La quantité de 

l’ADN des échantillons a été d’abord estimée par dosage spectrophotométrique. La 

figure 12 illustre un exemple de spectre d’absorption d’ADN génomique d’une souche 

de Bacillus cereus. Il montre une absorbance maximale à la longueur d’onde de 

a b 

c 
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260nm qui correspond à la longueur d’onde d’absorption maximale de l’ADN. Aucun 

pic parasite n’a été observé pour cette souche comme pour les autres spectres 

d’absorption d’ADN génomique des autres souches étudiées. Les valeurs des rapports 

A260nm/A280nm et A230nm/A260nm renseignent sur la pureté de l’ADN avec des écarts 

seuils de 0,1 et 0,15 respectivement. Une forte contamination chimique de l’ADN 

génomique a des répercussions sur la réaction de polymérisation en chaine (PCR) 

particulièrement par l’inhibition de l’enzyme Taq polymérase. 

 

 

Figure 12 : Exemple du spectre d'Absorbance de l'ADN génomique de 
Bacillus cereus LMBc2 . 

 

III. 3. 2. Amplification et séquençage de l’ADN 16S  

Le produit de la PCR (amplicon) a été analysé sur un gel d’Agarose à 1%. 

Comme le montre la figure 13, l’amplification est positive et une seule bande d’ADN 

amplifiée a été obtenue par isolat. Les bandes sont à différents niveaux de migration. 

Dans ces conditions d’électrophorèse, les fragments amplifiés ont des tailles 

comprises entre 1375 et 1904 pb. Ceci est dû à l’utilisation de SYBR®Green (pour 

visualiser les bandes d’ADN) car il était déposé dans les puits avec les échantillons. 
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La révélation des bandes dans le gel d'agarose avec le Bromure d’éthidium (50µg/ml) 

pendant 30min, aurait donné des fragments sur le même front.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Les fragments révélés par électrophorèse ont été séquencés. L’analyse des 

chromatogrammes bruts a été réalisée sur fichier (source .ab) contenant les données de 

fluorescence brute. Chaque pic de chromatogramme correspond à une base 

fluorochrome (base nucléique). Un bon chromatogramme est caractérisé par le non 

chevauchement des pics. La qualité de la lecture diminue avec la longueur du 

fragment.  

Le Blast nécessite des séquences supérieures à 1200 pb. 

Les séquences obtenues du gène 16S (dont la longueur est supérieure à 1200pb) 

ont été alignées puis analysées par comparaison avec les séquences de la base des 

données du NCBI 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSear

ch&LINK_LOC=blasthome). Les résultats sont illustrés sur le tableau 8. La 

comparaison de l’alignement des séquences d’ADNr 16S des souches étudiées avec 

les séquences de la base de données montre un taux d’identité variant entre 99 et 

100%. 

 

Figure 13 : Profil 
électrophorétique de fragments 
amplifiés de gène ribosomal 16S 
sur gel d’Agarose à 1%. 
Marqueur de taille: 
GeneRulerTM  1kb DNA ladder 
(de 125 à 21226pb), Les 
numéros correspond au code 
des souches LMBc1, 2 : 3 : 4 : 
5 : 8 : 7 : 9 : 11 : 12. 

M     1      2        3      4        5       6      7       8      9    10 

21226pb  

 
 
 
1905 
 
 
 
1375 
 
947pb 
 
 
831pb 
 
 
564 
 
 
 
125pb 
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Tableau 8: Identification des souches de Bacillus isolées à partir de la 
semoule du couscous Algérienne après séquençage du gène 16S et 

panC. 

code des 
échantillons 

code des 
souches 

Identification des 
souches 

Taux de 
l’identité  

EH LMBc1 Bacillus licheniformis 99 
EH LMBc3 Bacillus licheniformis 99 
EH LMBc4 Bacillus licheniformis 99 
AB LMBc8 Bacillus licheniformis 99 
AB LMBc9 Bacillus licheniformis 100 
EH LMBc2 Bacillus cereus  99 
AB LMBc5 Bacillus cereus  100 
AB LMBc7 Bacillus cereus  100 
CM LMBc11 Bacillus cereus 100 
EH LMBc12 Bacillus subtilis 99 

 
 

III. 3. 3. Identification des isolats 

Les résultats du Blast nous permettent de conclure que les isolats 

appartiennent à trois espèces : Bacillus cereus, Bacillus licheniformis et Bacillus 

subtilis.  

Comme montre le tableau 8, Les souches LMBc1, LMBc3, LMBc4, LMBc8 et 

LMBc9 ont été identifiées comme Bacillus licheniformis et la souche LMBc12 

comme Bacillus subtilis. Ces souches sont appartiennent au groupe de Bacillus 

subtilis représenté par l’espèce type Bacillus subtilis. Par ailleurs, les souches LMBc2, 

5, 7 et 11 sont associées au groupe Bacillus cereus sensu lato. 

 

III. 3. 4. Construction de l’arbre phylogénétique 

 A l’aide de logiciel MEGA 5: Molecular Evolutionary Genetics Analysis  

(Kumar et al., 2004), les relations phylogénétiques des souches identifiées et des 

espèces de la base de données du NCBI, ont permis d’établir un arbre phylogénétique 

(cf figure 14). Toutes les souches de Bacillus licheniformis ont été rassemblées dans 

le cluster de Bacillus licheniformis de la base de données. Entre outre, la souche 

LMBc8 semble être apparentée avec Bacillus licheniformis et Bacillus sonorensis. Les 

trois autres souches de Bacillus licheniformis (LMBc3, 4 et 9) semblent être 
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apparentées au Bacillus herbersteinensis. Ces souches sont proches entre elles car 

issues de la même branche de l’arbre phylogénétique et ont des caractéristiques 

phénotypiques similaires à celles de Bacillus licheniformis. Les souches de LMBc7, 

LMBc2 et LMBc11 sont apparentées aux espèces de Bacillus cereus sensu lato. 

L’affiliation des ces souches a été vérifié par le séquençage de gènes panC. L’autre 

souche de LMBc5 a été classée dans le groupe de Bacillus subtilis. 

 

Figure 14 : Arbre phylogénétique montrant la position des isolats obtenus à partir de la 
semoule de couscous algérienne établi sur la base de la comparaison des séquences de 

gènes d’ARN 16S  de la base de données du NCBI. 

 

Bacillus licheniformis 
Bacillus sonorensis 

Bacillus licheniformis LMBc8 Bacillus licheniformis LMBc1 

Bacillus herbersteinensis 
Bacillus licheniformis LMBc3 

Bacillus licheniformis LMBc9 
Bacillus licheniformis LMBc4 

Bacillus flexus Bacillus aquimaris 

Bacillus marisflavi 

Bacillus alcalophilus Bacillus atrophaeus HQ844438 

Bacillus safensis 
Bacillus axarquiensis 

Bacillus nematotocita 

Bacillus vallismortis 

Bacillus methylotrophicus 

Bacillus polyfermenticus 

Bacillus psychrotolerans 

Bacillus psychrodurans 

Bacillus massiliensis 

Bacillus odysseyi 

Bacillus halmapalus 

Bacillus horikoshii 

Bacillus idriensis 

Bacillus alveayuensis 

Bacillus salarius 

Bacillus niabensis 

Bacillus muralis 

Bacillus bataviensis 
Bacillus novalis 

Bacillus pocheonensis 

Bacillus niacini Bacillus psychrosaccharolyticu 
Bacillus ginsengi HQ424468 

Bacillus fordii 
Bacillus methanolicus 

Bacillus longiquaesitum 
Bacillus ginsenggisoli Bacillus fortis Bacillus horneckiae Bacillus galactosidilyticus Bacillus ruris Bacillus oceanisediminis Bacillus nealsonii Bacillus asahii 

Bacillus ginsengihumi 
Bacillus oleronius 

Bacillus sporothermodurans 

Bacillus pseudomegaterium Bacillus funiculus 
Bacillus cereus 

Bacillus thuringiensis 
Bacillus weihenstephanensis 

Bacillus anthracis 
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Bacillus cereus LMBc11 

Bacillus cereus LMBc2 

Bacillus horti 
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Bacillus oshimensis 
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Bacillus beveridgei 

Bacillus hwajinpoensis 
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Bacillus subtilis 

Bacillus cereus LMBc5 

Bacillus subtilis LMBc12 
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III. 3. 5. Détermination de l’affiliation des souches de Bacillus cereus 

Les espèces de Bacillus cereus identifiées après séquençage du gène 16S 

appartiennent au groupe Bacillus cereus sensu lato. Au sein de ce groupe 7 sous 

groupes ont été définis. La classification de Guinebertière et al. (2008) a permis de les 

associer à différents groupes écologiques. Au niveau moléculaire, cette classification 

est basée par l’alignement de séquence du gène panC 

(https://www.tools.symprevius.org/Bcereus/). Dans cette étude, la compilation des 

séquences a aboutit à la classification des souches LMBc2, LMBc5, LMBc7 et 

LMBc11 dans le groupe phylogénétique de Bacillus cereus groupe IV avec un taux 

d’identité de 100%. 

 

III. 4. Thermorésistance des souches  

De la fabrication à la consommation du couscous la température est le 

principal facteur physique influant l’évolution de la population bactérienne. Cet effet 

se manifeste soit par une décroissance (destruction par traitement thermique) et/ou 

une croissance de la population lors des attentes avant sa consommation. Dans ce 

travail cet effet a été étudié dans deux volets différents, le premier concerne l’étude de 

leur thermorésistance. Et le deuxième à la croissance de ces bactéries sera consacré 

dans le chapitre suivant. 

 

III. 4. 1. Etude de la thermorésistance des spores bactériennes 

La thermorésistance des souches testées a été étudiée à différentes 

températures de 90°C à 105°C. Pour les souches de Bacillus étudiées, les cinétiques 

de destruction thermique ont montré une hétérogénéité de forme (Figures 15, 16, 17, 

18 et 19). Les cinétiques de survie ont montré des formes non log linaires pour les 

souches (LMBc2, 5, 11 et 12) et linaires pour la souche de Bacillus cereus LMBc7. 

Ces cinétiques ont été décrites par le modèle de Weibull (Mafart et al., 2002). La 

courbure des cinétiques concave ou convexe est quantifiée par le paramètre de la 

forme « p ».  
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Figure 15 : Evolution de log N (UFC.mL-1) en fonction du temps de 
traitement thermique pour Bacillus subtilis LMBc12. Température de 

traitement: � 90°C, � 95°C, �98°C, � 100°C. 
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Figure 16 : Evolution de log N (UFC.mL-1) en fonction du temps de 
traitement thermique pour Bacillus cereus LMBc5. Température de 

traitement : � 90°C, �98°C, �102°C, � 105°C. 
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Figure 17 : Evolution de log N (UFC.mL-1) en fonction du temps de 
traitement thermique pour Bacillus subtilis LMBc7. Température de 

traitement : � 95°C, �98°C, � 100°C, �102°C. 
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Figure 18 : Evolution de log N (UFC.mL-1) en fonction du temps de 
traitement thermique pour Bacillus cereus LMBc11. Température de 

traitement : � 95°C, �98°C, � 100°C, �102°C, � 105°C. 
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Figure 19 : Evolution de log N (UFC.mL-1) en fonction du temps de 
traitement thermique pour Bacillus cereus LMBc2. Température de 

traitement : � 90°C, �98°C, � 100°C, �102°C, � 105°C. 

 

La souche de Bacillus cereus LMBc7 a une cinétique de destruction linaire 

dont le paramètre p=1. Cependant les cinétiques non linéaire ont un paramètre p 

différent de 1. Pour le paramètre p supérieurs à 1, la courbe prend une forme concave 

comme celles des souches Bacillus cereus LMBc5 et 11. Cependant pour le paramètre 

p inferieure à 1, la courbe est de forme convexe comme celle obtenue pour la souche 

Bacillus cereus LMBc2 et Bacillus subtilis LMBc12. Les résultats montrent que la 

forme de la cinétique ne dépend pas de l’espèce mais plutôt de la souche traitée. Les 

valeurs du paramètre p sont résumées sur le tableau 9. Le paramètre de pente δ (temps 

de première réduction décimale) quantifie la thermorésistance des spores bactériennes 

aux différentes températures. 

 Dans cette étude, une valeur unique du paramètre p a été déterminée pour 

toutes les cinétiques d’une souche (Couvert et al., 2005). Comme le montre le tableau 

9, les valeurs de delta (δ ) sont inversement proportionnelles à la température du 

traitement. Plus la température de traitement infligée à la population augmente plus le 

premier temps de réduction décimale diminue (δ). 
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Tableau 9 : Valeurs de δ (min), paramètre p, zT (°C) et t4D90°C (h) estimées pour 
les souches de B. cereus et B. subtilis; les températures s’étalent de 90 à 105°C. 

 
Bacillus 
cereus 
LMBc2 

Bacillus 
cereus 
LMBc5 

Bacillus 
cereus 
LMBc7 

Bacillus 
cereus 

LMBc11 

Bacillus 
subtilis 

LMBc12 

p 0,37 ±0,087 1.52±0,24 1.00±0,18 1,57±0,32 0,62±0,10 

δ90°C  9,90 ±9,74 ND ND ND 0,35±1,74 
δ95°C  0,68 ±0,72 18,33±3,11 8,14±2,72 17,51±3,89 1,30±0,68 
δ98°C  ND 8,09±1,50 6,91±2,36 6,83±1,58 0,62±0,32 
δ100°C  0,14 ±0,15 7,90±1,30 1,57±0,55 5,81±1,39 0,38±0,19 
δ102°C  0,18 ±0,18 2,85±0,56 0,71±0,26 3,22±0,80 ND 
δ105°C  0,10 ±0,11 2,01±0,38 0,58±0,21 1,23±0,33 ND 
zT °C 7,71 ±4,81 10,16±4,61 7,52±5,06 9,03±2,42 10,38±1,85 
R² 0,91 0,94 0,88 0,98 1 
t4D à 90°C 
(heure) 

3,73 2,33 2,98 2,52 0,58 

ND: non determine 

 

Les valeurs de δ à 100 ° C de toutes les souches de B. cereus variaient de 0,14 

à 7,90 minutes (cf tableau 9). Ces valeurs montrent que la résistance est variable et est 

dépendante de la souche. En outre, les valeurs de δ dépendent également de la forme 

des cinétiques. De ce fait, le temps nécessaire pour atteindre 4 réductions décimales 

(t4D : eq. 2 cf chapitre matériels et méthodes) de la population des spores est apparu 

plus pertinent pour comparer les thermorésistances Les valeurs des t4D ont été 

déterminés à 90 °C (cf tableau 9). B. cereus LMBc2 est apparu comme la souche la 

plus résistante tandis que B. subtilis LMBc12 était la souche la plus thermosensible. 

La thermorésistance des spores bactériennes est quantifiée par la valeur du paramètre 

δ qui dépend de la température de traitement. Cet effet est décrit par le modèle de 

Bigelow (1921), et la thermosensibilité est quantifiée par le paramètre zT. La valeur 

du paramètre zT la plus élevée (10,38 ° C) a été observée chez B. subtilis LMBc12 

alors que la valeur la plus faible (7,52 ° C) a été obtenue pour B. cereus LMBc7. Le 

tableau 9 fait apparaître une variabilité de la thermosensibilité pour les différentes 

souches de Bacillus cereus étudiées. La figure 20 montre la sensibilité des souches au 

traitement thermique.  
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Figure 20 : Sensibilité au traitement thermique. �LMBc 5 ; � LMBc 11 ; 
� LMBc 7 ; �LMBc 12 et � LMBc2. 

 

La même figure 20 montre, que les droites de tendances ne sont pas tous 

parallèles (dépend de zT) qui renseignent sur la dépendance de la thermo-sensibilité à 

l’allure de cinétique de destruction c’est-à-dire de paramètre p. Elle montre, que les 

droites de tendances ne sont pas tous parallèles. Les droites de tendance ont été 

disposé selon leur valeur du paramètre p. Les droites de thermosensibilité issues de 

cinétiques convexe sont en dessous des droites dont les cinétiques sont concaves. Par 

ailleurs, elles sont intercalées par la droite issue de la cinétique linéaire. En outre, la 

droite affectée au traitement thermosensible est au dessous de plus thermorésistant. 

Par ailleurs, la combinaison de ces courbes permet de déduire la thermo-sensibilité 

graphiquement. 

 

III. 4. 2. Validation de la thermorésistance des spores dans la semoule de 

couscous 

Bacillus cereus LMBc5 montre la même forme de la cinétique de survie (cf 

figure 21) dans la semoule de couscous comme dans le milieu de traitement. La même 
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valeur de p a été estimée avec une valeur de delta δ95°C inferieure à celle du milieu de 

traitement (δ95=7,48±1,35 minutes) vs 18,33±3,11min dans le BHI 
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Figure 21 : Cinétique de destruction de Bacillus cereus LMBc5 à 
90°C dans la semoule de couscous. 

 

III. 5. Paramètres de croissance de B. cereus LMBc11 

Lors de la conservation de la semoule de couscous après préparation et ré-

humidification, les spores de Bacillus cereus peuvent germer et se développer. Afin 

d’évaluer les capacités de croissance des souches, nous avons réalisé un challenge test. 

La semoule de couscous a été réhydratée puis a été ensemencée par des spores 

bactériennes de la souche Bacillus cereus LMBc11. Les croissances ont été réalisées à 

30°C, la semoule de couscous ayant un pH de 6,7. La figure 22 montre le 

dénombrement de Bacillus cereus LMBc11 sur milieu Mossel après ensemencement 

par l’ensemenceur en spiral. 
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Figure 22 : Colonies de Bacillus cereus LMBc11 obtenu sur 
milieu Mossel suite à l’ensemencement par ensemenceur 

spiral. 

 

La cinétique de croissance de la souche testée de Bacillus cereus LMBc11 est 

présentée sur la figure 23. 

 

Figure 23 : Cinétique de croissance de Bacillus cereus LMBc11 dans la 

semoule du couscous à 30°C et à pH 6,7. 
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Les paramètres de croissance (temps de latence, taux de croissance et 

population maximale atteinte) ont été déterminés selon le modèle primaire de Rosso 

(eq. 3 cf chapitre matériels et méthodes). La cinétique est sigmoïde et se caractérise 

par une phase de latence de 8 heures à partir d’un inoculum de 104 UFC/g, une phase 

exponentielle caractérisée par un taux de croissance maximal de 0.328h-1 [0.283 - 

0.373h-1] et une phase stationnaire commence lorsque la population atteint une 

concentration maximale de 107 bactérie par g (cf figure 23). Ces valeurs du taux de 

croissance maximal associées aux valeurs cardinales de croissance disponibles en 

bibliographie (Carlin et al., 2013). Elle permettent de simuler les croissances de 

Bacillus cereus en fonction du temps et des températures. 
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Cette étude s'est proposée de déterminer la microflore sporulée dominante de la 

semoule de couscous ainsi que leur comportement vis-à-vis du changement des conditions 

susceptibles de prévaloir durant la préparation du couscous et de sa conservation.  

Le couscous est un aliment traditionnel chez les Nord Africains comme le riz chez les 

asiatiques. C'est une des principales sources alimentaires amylacées consommées dans les 

pays du Maghreb. Cependant d'un point de vu des risques sanitaires et des toxi-infections 

alimentaires collectives, le couscous peut présenter le même danger et/ou risque que le riz. 

Plusieurs travaux ont montré la prévalence de bactéries sporulées avec une forte présence de 

Bacillus cereus dans le riz (Gilbert et al., 1974 ; Grande et al., 2006 ; Ankolekar et al., 2009 ; 

Sandra et al., 2012). Cette étude a pu confirmer une similitude des prévalences microbiennes 

entre le riz et le couscous. 

Les résultats de cette étude ont confirmé la présence de spores bactériennes dans la 

semoule de couscous comme dans le riz. Ces résultats consolident aussi les travaux 

notamment de Spicher (1986) ; Baily et Von Holy (1993) ; Rosenkuist et Hansen (1995) ; 

Fang et al. (1997) ; Berghofer et al. (2003) ; Chitov et al. (2007) ; Valerio et al. (2012) qui 

montraient la contamination de produits à base de blé dur par les spores bactériennes. Les 

travaux de Valerio et al. (2012) et Rosenkuist et Hansen (1995) visaient à étudier la 

biodiversité de la semoule et la farine de blé en spores bactériennes. Baily et Von Holy (1993) 

ont montré la contamination par Bacillus spp dans la farine avec l’objectif de déterminer la 

source de Bacillus spp dans le pain.  

Berghofer et al. (2003) ont montré que 91% des échantillons (100) étaient contaminés 

par les spores bactériennes mésophiles. Par ailleurs, Spicher (1986) a étudié la qualité 

hygiénique de la farine de blé. Cependant, Fang et al. (1997) et Chitov et al. (2007) avaient 

un objectif épidémiologique c'est-à-dire ont ciblé directement B. cereus impliqué dans les 

TIAC. Cette contamination est peut être apportée par le sol durant les premières étapes de 

récolte et/ou au cours de process. En revanche, ces bactéries ubiquitaires sont inévitables dans 

la majorité des produits alimentaires. Par ailleurs, leurs concentrations et/ou leur biodiversité 

se varient d’un produit à un autre et d’un échantillon à un autre.  

Dans cette étude, une concentration faible en spores a été détectée 20UFC/g en 

moyenne. Ce comptage semble être affirmatif au dénombrement des spores bactériennes dans 
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la farine du blé (Rogers et Hasseltine, 1978 ; Spicher, 1986 ; Baily et Von Holy, 1993 ; 

Rosenkuist et Hansen, 1995). Rogers et Hasseltine (1978) ont montré sur 78 échantillons 

analysés, une contamination très faible dont le nombre de spores était égal ou inferieur à 10 

spores par gramme. Les échantillons étaient issus de 6 régions des Etats Unis d’Amérique 

(USA). Spicher (1986) a montré aussi une contamination de la farine de blé inferieure ou 

égale à 103 spores par gramme. Ces résultats ont été aussi obtenus par Baily et Von Holy 

(1993) dans le même produit. Par ailleurs, Rosenkuist et Hansen (1995) ont détecté des 

concentrations en spores très faible : en moyenne 1,8 à 5,7 spores par gramme de blé et sa 

farine respectivement. D’autre part, la semoule analysée par Valerio et al. (2012) a révélé une 

contamination de l’ordre 102 spores par gramme. 

Les résultats de notre étude contrastent avec le nombre élevé des spores bactériennes 

trouvées dans une grande partie des échantillons de farine de blé analysée par Valerio et al. 

(2012) et Yusuf et al. (1992). Ces derniers auteurs ont montré une contamination très faible 

de cinq échantillons (2,0%), une contamination d’environ 103 spores par gramme pour 84 

échantillons (28,0%) et plus de 104 spores par gramme pour les 216 échantillons restants 

(70,0%). Parmi les souches isolées, 72 isolats ont montré un pouvoir producteur 

d’entérotoxine. Entre outre, Valerio et al. 2012 ont montré que dans 23% de 69 d’échantillons 

de la semoule analysée, le nombre des spores bactériennes dépasse 102 spores par gramme. 

Cette différence de niveau de contamination est probablement liée à la variabilité 

d’origine des échantillons, des conditions de récolte, de stockage et de process de 

transformation ainsi que l’hétérogénéité de la semoule de couscous issue de plusieurs matières 

premières de différentes régions et parfois de pays. 

Concernant les isolats obtenus, l’identification a révélé qu’ils appartenaient à B. 

cereus, B. licheniformis et B. subtilis. Malgré le faible nombre d’échantillons analysés, les 

différentes espèces de Bacillus sporulées inventoriées correspondent à celles citées dans les 

études bibliographiques. Pour les 10 échantillons analysés, trois espèces ont été identifiées. 

Cependant à ce niveau d’étude, cette biodiversité est encore à valider par un nombre 

d’échantillons plus élevé. Par ailleurs, la biodiversité de spores bactériennes de la semoule a 

été montrée par plusieurs auteurs notamment Baily et Von Holy (1993) ; Rosenkvist et 

Hansen (1995) et Valerio et al. (2012). Baily et Von Holy (1993) ont montré la contamination 

de la farine de semoule par 6 espèces des Bacillus spp (300 souches identifiées) avec 

prévalence de B. licheniformis et B. subtilis. Valerio et al. (2012) ont montré la présence de 
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13 espèces (sur 176 souches) de Bacillus avec prévalence de B. amyloliquefaciens (54%) suivi 

par B. licheniformis (12%). Par ailleurs, Rosenkvist et Hansen (1995) ont recensé 15 espèces 

de Bacillus sur un total de 422 souches isolées à partir de 278 échantillons de grains de blé.  

L’ensemble des Bacillus identifiées dans la semoule de couscous étudiées 

appartenaient au groupe Bacillus cereus (Guinebretière et al., 2008) et Bacillus subtilis (Wang 

et al., 2007). 

Parmi ces souches isolées, Bacillus licheniformis est présent en forte proportion (50%) 

suivi de Bacillus cereus (40%). La prédominance d’une espèce ou une autre n’est pas liée au 

produit lui-même mais plutôt à son trajet de la fourche à la fourchette, c'est-à-dire dépend de 

la complexité de leur écosystème et de la variabilité de leurs niches écologiques.  

Dans cette étude B. cereus et B. licheniformis ont montré une forte prévalence. La 

prédominance de Bacillus cereus a été constatée aussi par Berghofer et al. (2003) ; Valerio et 

al. (2012) dans la farine de blé. Berghofer et al. (2003) ont montré la contamination de 81 

échantillons, versus 100 échantillons analysés, par Bacillus cereus. Par ailleurs, Valerio et al. 

(2012) ont isolé 31 souches de B. cereus sur 176 souches de Bacillus spp. Ces auteurs ont 

révélé la prévalence de B. amyloliquefaciens (95 souches) suivie par B. cereus et B. 

licheniformis (12 souches). 

Entre outre, la prévalence de Bacillus licheniformis a été montrée notamment par 

Baily et Von Holy (1993) et Rosenkuist et Hansen (1995) dans les grains, semoule et la farine 

de blé. Baily et Von Holy (1993) ont identifié 41,1% de souches (300) comme étant B. 

licheniformis. Par ailleurs, Rosenkuist et Hansen (1995) ont identifié parmi 422 souches, 

48,2% de souches de B. licheniformis suivi par Bacillus subtilis (7,2%). 

Cependant, dans notre étude une seule souche a été identifiée comme appartenant à 

Bacillus subtilis (10%) présente une proportion très faible comme était montré par Valerio et 

al. (2012) et Rosenkuist et Hansen (1995). 

Par ailleurs, les seules espèces de B. subtilis et B. licheniformis ont été isolées à partir 

de pain ropy par Rosenkuist et Hansen (1995). 

Dans nos résultats, la semoule de couscous présente un rapport important des espèces 

par rapport au nombre d’échantillons. En termes de biodiversité, il était aussi montré dans les 

produits à base de blé dur par la majorité des travaux consultés principalement ceux de 
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Rosenkuist et Hansen (1995) et Valerio et al. (2012). Cependant en termes de composition en 

microflores sporulées, ces espèces identifiées dans cette étude ont été toujours recensées dans 

les produits à base de blé dur à savoir les travaux de Rosenkuist et Hansen (1995) et Valerio 

et al. (2012). 

Par ailleurs, d’autres espèces identifiées par d’autres chercheurs n’étaient pas détectées 

dans les échantillons de la semoule de couscous analysés. Valerio et al. (2012) ont identifié 

autres 13 espèces dont 54% appartenaient à Bacillus amyloliquefaciens. Yusuf et al. (1992) et 

Rosenkuist et Hansen (1995) ont également identifié Bacillus mycoides et Bacillus pumilus 

respectivement. En fait, les espèces inventoriées dans la semoule de couscous n’étaient pas 

exhaustives. C'est-à-dire l’absence des autres espèces de groupe Bacillus cereus, de Bacillus 

subtilis et/ou d’autre groupe n’était pas confirmée. Le nombre d‘échantillons étudiés semble 

insuffisant pour juger la composition en termes de bactéries sporulées dans la semoule de 

couscous et/ou sa qualité microbiologique ni de sa biodiversité. Tel n’était pas l’objectif de 

notre travail. 

Dans cette étude, toutes les souches de Bacillus cereus ont été affiliées au groupe IV. 

Il s’agit d’un groupe mésophile correspondant à l’espèce B. thuringiensis IV ou B. cereus IV 

(Guinebertière et al., 2008). Il est représenté typiquement par la souche ATCC 14579. Les 

souches de ce groupe sont généralement cytotoxiques (Guinebertière et al., 2008). 

Ces résultats confirment les travaux de Guinebertière et al. (2003) qui montrent la 

présence de Bacillus cereus groupe IV dans les céréales et les produits amylacés. Cependant 

comme le souligne les travaux de Guinebertière et al. (2003), la présence de Bacillus cereus 

du groupe 3 auraient pu être également observée dans ces produits amylacés. 

La température d’isolement de 30°C de ces souches est dans la gamme des 

températures adaptées à la croissance des bactéries de groupe IV. A cette température 

d’isolement, probablement, un éventail des souches psychrotrophes et thermophiles était 

exclu de la recherche dans la semoule de couscous. 

Comme signalé dans la synthèse bibliographique, les bactéries du groupe Bacillus sont 

reconnues pour leur incrimination dans les TIAC à la suite de la consommation de quantité 

toxique en bactéries et/ou leurs toxines. Cette consommation est à l’origine des intoxications 

aigues dont l'apparition est immédiate. 
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Concernant la thermorésistance, les résultats ont également montré une hétérogénéité 

de la thermo-résistance. Les cinétiques de destruction des spores des souches de Bacillus 

cereus et Bacillus subtilis ont été décrites et modélisées par le modèle de Weibull, Mafart et 

al. (2002). Ce modèle se caractérise par des paramètres biologiquement significatifs à savoir 

le premier temps de réduction décimale (δ) et la forme de la courbe (p). La valeur du 

paramètre p renseigne sur l’homogénéité et le comportement des spores bactériennes durant le 

traitement thermique isotherme. Comme il a été signalé auparavant, le paramètre p, peut avoir 

une valeur égale à 1 ou différente de 1 pour les cinétiques linéaires ou non log linéaires 

respectivement. Les courbes que nous avons observées étaient semblables aux courbes 

observées par Valdramidis et al. (2008). Les courbes non log-linéaire ont été obtenues aussi 

par Geeraerd et al. (2000) lorsqu’ils ont testé la performance de différents modèles sur un jeu 

de données expérimentales pour B. cereus. Les auteurs ont observé des courbes avec 

« épaulement » et « trainée ». 

Les cinétiques non log-linéaires étaient observées chez les spores de B cereus LMBc2, 

LMBc5 et LMBc11 et B subtilis LMBc12, les souches de B. cereus LMBc5 et LMBc11 ont 

présenté une cinétique concave contrairement aux souches B. cereus LMBc2 et B. subtilis 

LMBc12 qui ont présenté des cinétiques convexes. 

Les cinétiques avec courbature concave et un épaulement, résultent d’une activation de 

la population avant sa destruction. Pour ce type de destruction, la destruction commence 

lentement puis s’accélère au cours de traitement thermique. 

Par ailleurs, les spores bactériennes dont la cinétique est convexe, la destruction des 

spores au début du traitement à une température donnée est très rapide (chute rapide de la 

population traitée). Cependant, à la fin du traitement, la thermorésistance se stabilise avec la 

formation de trainée ou de queue. Dans ce cas, la présence de deux populations (une sensible 

et d’autre résistante) semble être la seule hypothèse pour expliquer ce type de cinétique car 

toutes formes végétatives étaient éliminées par le traitement à l’éthanol avant la conservation 

des spores bactériennes.  

La cinétique linéaire (renseignée par un p égal à 1) était observée avec la spore 

Bacillus cereus LMBc7. Cette cinétique nous indique que la destruction est homogène avec 

l’expression de delta sous forme de D : le temps de réduction décimale. 
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Les valeurs des paramètres delta (δ) sont liées à la forme de la cinétique. L’instruction 

« riskDuniform » du logiciel @risk a été utilisée pour déduire la valeur la plus représentative 

de la thermorésistance des souches étudiées. Par exemple la température de process du 

couscous (95°C en moyenne). Cette valeur sert à comparer la thermo-résistance de souches 

étudiées avec les souches de la littérature. Les Bacillus cereus de groupe IV s’étaient avérées 

plus résistantes que les souches étudiées par Hue et al. (2014). La valeur de la durée de 

réduction décimale à 95°C (D95°C) représentative était de 6,97 minutes.  

Par ailleurs, les résultats de la thermorésistance de la souche de Bacillus subtilis 

étaient en concordance avec les résultats Montville et al. (2005). Ces derniers ont montré une 

valeur de D95°C égale à 1,5 minutes. Cependant, les résultats de notre étude sont en 

discordance avec les résultats de Janstova et Lukasova (2001) qui ont montré des valeurs de 

D95°C comprises entre 1,78 et 3,26 minutes. 

Le paramètre t4D90°C correspond à la durée de traitement à une température donnée 

nécessaire pour quatre réductions décimales de la population de spores. Au sein des souches 

étudiées, les valeurs de t4D90°C sont plus facilement utilisables pour comparer la 

thermorésistance des souches. Ce temps a été estimé à 90°C qui est proche de la température 

de process de la cuisson du couscous. 

A la température de process (90°C), le temps nécessaire pour atteindre quatre 

réductions décimales a été estimé à 2,3h et 3,7h pour B. cereus LMBc5 et LMBc2 

respectivement. Par ailleurs, la souche de Bacillus cereus LMBc2 semble être plus 

thermorésistance parmi les souches étudiées. Ces souches de B. cereus groupe IV étudiées 

semble être plus résistantes que celles étudiées par Hue et al. (2014). La valeur de t4D 

représentative pour souches de Hue et al. (2014) était estimé à 1h. 

Par contre, la souche de Bacillus subtilis étudiée est la plus thermosensible (0,6h). Il 

faut noter que ces spores bactériennes isolées à partir du couscous ont résisté au traitement 

thermique appliqué lors de la transformation des aliments et ont comme origine une 

recontamination post-traitement du produit. 

La sensibilité (zT) des spores de Bacillus au traitement thermique a été déterminée par 

ajustement de modèle de Bigelow (1921). Les valeurs de sensibilité varient de 7,52 °C à 10,38 

°C  et dépendent de la souche concernée. 
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Les spores étudiées dans ce travail présentaient une sensibilité (zT) proche de celle 

présentative (estimée à 8,8°C) des valeurs rapportée par Bergère et Cerf (1992). Par contre les 

valeurs obtenues dans ce travail sont plus faibles que celles rapportées par Janstova et 

Lukasova (2001) qui égale à 12,8 et 15,37°C pour B. cereus et B. subtilis respectivement.  

Le traitement des spores de Bacillus cereus LMBc5 dans le couscous à 90°C, a montré 

une sensibilité par rapport aux spores traitées dans le BHI. Une même différence entre la 

matrice alimentaire et le milieu de traitement a été observée par Montville et al. (2005). Cette 

différence peut être due à la composition de la matrice alimentaire et principalement l’amidon. 

Cependant, l’amidon a un effet protecteur des spores bactériennes durant la revivification 

(González et al., 2007). 

Le processus de cuisson ne semble pas être suffisant pour détruire toutes les formes 

sporulées existantes dans la matière première. Toutefois cette cuisson peut activer les spores 

bactériennes omniprésentes. Ces spores une fois activées pourraient-elles germer et se 

développer dans la semoule de couscous ? 

Le développement des bactéries dépend de la température de stockage qu’elle même 

dépend étroitement du climat de la région. Généralement, le couscous est gardé à la 

température ambiante avant la première consommation et/ou réfrigérateur pour plusieurs 

consommations. Bacillus cereus groupe IV se développe bien à des températures ambiantes 

car leur température optimale est de 38°C. À cette température, le taux de sa croissance est 

maximal mais quand la température s'en éloigne, la croissance ralentit. Le taux de croissance 

de Bacillus cereus groupe IV, déterminé dans la semoule du couscous à 30 °C, était similaire 

à celui estimé de Bacillus cereus groupe IV ensemencées dans le riz (Gilbert et al., 1974).  

Par ailleurs, le temps de latence de Bacillus cereus testé est largement suffisant pour la 

germination des spores de Bacillus cereus. Ces résultats ont montré aussi que la souche de 

Bacillus cereus étudiée peut atteindre des concentrations toxiques. Selon Carlin et al. (2013), 

la croissance de B. cereus du groupe IV se développe à des températures comprise entre 8 °C 

et 48 °C, avec une température optimale proche de 38 °C. Les cellules de Bacillus cereus se 

multiplient à des vitesses variables qui atteignent son maximum à la température optimale. À 

partir de ces valeurs de températures cardinales Tmin, Tmax Topt, les taux de croissance 

différents ont été calculés en utilisant le concept de gamma et des modèles de températures 

cardinales développés par Rosso et al. (1996) (équations 4 et 5). 
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Eq 4 

Eq 5 

 

 

En fait, dans la semoule du couscous, un taux de croissance optimal (µopt) de 0,4 h-1 a 

été calculé à 38 °C. Le temps de génération (g) proche de l’inverse de µ représente le temps 

de génération (g=2,5heures).  

La semoule de couscous était proche de celle du riz dont le taux de croissance 

optimale (µopt) pour B. cereus groupe IV est de 0,6 h-1 (Carlin et al., 2013).  

Selon le modèle cardinal de Rosso, le taux de croissance spécifique calculé était de 

0.11h-1 à 20 °C. Compte tenu d'une contamination initiale de 1 CFU par gramme de la 

semoule de couscous, la dose seuil menant à l'intoxication de 105 CFU par gramme pourrait 

être atteinte dans 11 heures à 38 °C, et 40 h à 20 °C. Par conséquent, la semoule du couscous 

semble être une matrice favorable pour le développement des spores de B. cereus. 

Ces résultats peuvent être exploités dans l’objectif d’abord d'évaluer l'impact du 

traitement thermique non isotherme sur l'inactivation bactérienne et le calcul de l'efficacité du 

procédé. Ces résultats peuvent également être utilisés dans un outil d’analyse du risque de 

Bacillus cereus associé à la consommation de la semoule de couscous. Une contribution à 

l’évaluation d’exposition a été faite d'après ces résultats. Réellement, la contamination initiale 

de la semoule de couscous chez le commerçant était trop basse pour provoquer une 

intoxication alimentaire (la concentration toxique de l’espèce plus toxique est de 105 

UFC/gramme (cf chapitre 1)). Alors, la semoule de couscous ne représente pas de risque ou 

un risque faible pour le consommateur de point de vue présence de cellules bactériennes dans 

le produit au moment de l'achat. 

Les spores sont présentes dans la semoule de couscous avant la cuisson. A cette étape 

les bactéries ne peuvent pas se développer à cause de l’activité d’eau plus faible (µ proche de 

0). Cependant, l’activité d’eau peut être augmentée grâce à l’amplitude thermique (les paquets 

sont plastiques). Par conséquent, il pourra avoir une croissance de bactéries. La croissance de 

bactéries chez le détaillant est très lente. Le nombre maximal des bactéries à la sortie de 

commerce était estimé à 4 log/g. 
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Après la cuisson, les deux scenarios limites possibles ont été envisagés. Le premier 

(S1) est le plus sûr se caractérise par 3 cycles de cuisson à 98°C pendant 20 minutes. Par 

ailleurs le deuxième (S2) est plus favorable pour la survie des spores bactériennes avec deux 

cycles de cuisson pendant 10 minutes (données d’expertise). A la sortie de process, la 

concentration maximale en spores bactériennes a été estimée à 560 UFC/g. Cette estimation a 

été réalisée à l’aide du logiciel @risk. 

Cette concentration était probablement amplifiée durant le stockage. Le pire scenario 

(S3) probable était de garder le couscous 12 heures (avant la consommation de la deuxième 

portion) à la température ambiante estimée à 30°C (la température saisonnière n’était pas 

prise en compte). Alors, le niveau de spores bactériennes au moment de consommation était 

estimé au maximum à 4 log/g. 

De ce fait, les concentrations en spores de Bacillus cereus estimées étaient inferieures 

à celle du seuil toxique fixé pour ce pathogène soit 104 à 105 UFC/g au moment de la 

consommation du produit. La connaissance du risque relatif associé à la consommation du 

couscous contaminé par B. cereus nécessite des données complémentaires concernant les 

modalités de consommation de cet aliment et la courbe dose-réponse. 
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Cette étude a eu pour objectif de déterminer la biodiversité en spores 

bactériennes dans la semoule de couscous ainsi que leurs comportements vis-à-vis des 

variations de la température. La température est le principal facteur affectant la 

réponse bactérienne dans le process de préparation du couscous. La préparation du 

couscous est basée sur des répétitions de cycle de cuisson à la vapeur avant d’être 

stocké pour être consommé. Par conséquent, le protocole utilisé était établi en basant 

sur l’effet caractéristique de chaque étape. De point du vue microbiologique, l’étape 

de cuisson consiste à détruire les bactéries omniprésentes, c'est-à-dire l’inactivation. 

Cependant, suite à sa préparation le couscous conservé dans de mauvaises conditions 

à la température ambiante permet la croissance des bactéries. Par conséquent, il a été 

très important d’étudier la thermo-résistance des spores isolées ainsi que leur 

paramètre de croissance dans le couscous. Le couscous est très consommé en Algérie 

et est le troisième aliment pouvant être incriminé dans les TIAC en Algérie. C’est 

probablement une des principales causes des 60% des TIAC non expliquées. 

L'analyse microbiologique de la semoule de couscous montre une biodiversité 

des espèces de bactéries sporulées. Cependant les concentrations diffèrentes d’une 

espèce à une autre. Les analyses ont recensées différentes espèces prédominantes à 

savoir Bacillus licheniformis et Bacillus cereus groupe IV et Bacillus subtilis moins 

représenté. Cet inventaire en espèces n’est pas exhaustif. Les échantillons de la 

semoule de couscous analysés montraient une contamination plus faible que celle 

pouvant provoquer une intoxication par Bacillus cereus (>105UCF/g). Elles sont 

impliquées dans plusieurs cas de TIAC à travers plusieurs pays. Par ailleurs, Bacillus 

cereus est une bactérie très décrite dans la littérature. Cette bactérie est la troisième 

cause de TIAC en France. Cependant, en Algérie, cette bactérie n’est pas recherchée 

dans les analyses microbiologiques des aliments.  

Les thermorésistances des spores de Bacillus subtilis et de Bacillus cereus ont 

été déterminées. Selon les souches, ces spores ont une thermorésistance variable avec 

des cinétiques non log-linéaires. Suite à la variabilité des formes de courbes des 

cinétiques, les thermorésistances de spores de différentes souches ont été comparées 

sur la base des valeurs des temps de quatre réductions décimales (t4D). La souche de 

Bacillus cereus LMBc2 est la plus résistante à la température de process (90°C). Par 

ailleurs, à 95°C proche de celles rencontrées dans les process, la souche de Bacillus 
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cereus LMBc2 a montré une thermorésistance proche en milieu de laboratoire ou en 

couscous. Ces résultats sont très importants dans le processus d’évaluation de 

l’efficacité de cuisson et une éventuelle optimisation. Egalement ces résultats de la 

thermorésistance sont rassurants pour les consommateurs du couscous. 

Par ailleurs, la souche de Bacillus cereus a montré un fort potentiel de 

croissance dans le couscous qui est un milieu favorable pour la croissance de B cereus 

avec des taux de croissance proches à ceux observés dans le riz. Alors, compte tenu 

les pires scenarios liés à la consommation du couscous (température et temps d’attente 

à la consommation), nous avons pu déterminer que B. cereus n’excède pas la 

concentration seuil de 105 bactéries /g fixée dans les normes. 

A l’issue de cette étude, nous avons pu voir que les couples temps de 

température de cuisson et de stockage sont des facteurs déterminant pour évaluer la 

concentration finale en Bacillus lors de la consommation. Il en ressort qu'il est très 

recommandé de cuire la semoule de couscous trois fois pendant un temps supérieur à 

15minutes avec une consommation ex-temporairement rapide en une seule portion. 

Sinon, la conservation à la température de réfrigérateur est fortement recommandée.  

Ces résultats ont cependant été insuffisants pour évaluer quantitativement le 

risque associé à la consommation de ces bactéries. Pour cela, une collaboration avec 

l’INRA de Nantes, a été établie pour réaliser une estimation du risque associé à la 

consommation du couscous contaminée par les bactéries sporulées. 
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Résumé 
Bacillus cereus est une bactérie sporulée impliquée dans les toxi-infections alimentaires collectives (TIAC). En Algérie, 
cette bactérie n’est pas recherchée dans le couscous largement consommé en Algérie et troisième aliment incriminé dans 
les TIAC. Dans ce cadre, cette thèse vise à rechercher ce pathogène, caractériser sa thermorésistance, vérifier sa capacité à 
se développer dans le couscous pour la prévision du niveau de contamination. Une contamination moyenne de 20 ufc/g a 
été détectée dans les 3 marques de la semoule du couscous étudiées et qui sont commercialisées dans la région de Laghouat 
en Algérie.  
10 souches ont été isolées et identifiées : 4 souches (LMBc2, LMBc5, LMBc7, LMBc11) appartiennent au groupe B. 
cereus, 5 à B. licheniformis et 1 (LMBc12) à B. subtilis. Les 4 souches de B. cereus sensus lato ont été affiliées au groupe 
IV après séquençage du gène panC.  
Les souches de Bacillus cereus et Bacillus subtilis ont montré une thermorésistance souche-dépendante dont la cinétique a 
été ajustée par le modèle de Weibull adapté par Mafart et al. (2002). Ces cinétiques ont montré une hétérogénéité de 
forme : linéaire (pour LMBc7), concave (pour LMBc5 et LMBc11) et convexe (pour LMBc2 et LMBc12). La durée de 
traitement nécessaire pour avoir quatre réductions décimales (t4D95°C) a été estimée à l’aide du modèle de Bigelow (1921). 
A 95°C qui est une température représentative de la cuisson du couscous, la souche LMBc2 semble être la plus résistante 
(t4D95°C=3,73h) et Bacillus subtilis LMBc12 est la moins résistante (t4D95°C =0,58h).  
Par ailleurs, la souche B. cereus LMBc7 était plus sensible au traitement thermique (zT=7,52°C) et la souche B. subtilis 
LMBc12 la plus résistante (avec zT=10,32°C). 
L’étude de la croissance de Bacillus cereus LMBc11 dans le couscous à 30°C a montré une phase de latence de 8h et un 
taux de croissance de 0.33 h-1.  
Compte tenu de ces résultats, la concentration maximale au moment de la consommation du couscous a été estimée pour le 
pire scenario (N0 = 20UFC/g, attente de 12heures à température ambiante). La concentration maximale atteinte (4log/g) est 
inferieure à celle indiquant le seuil de toxicité et qui est de 105 UFC/g. Nous pouvons dire alors qu’avec une contamination 
initiale de 20 UFC/g, le couscous ne constitue pas un risque majeur pour la santé publique quant à la présence de B. cereus 
après une attente de 12 heures. 
Mots clés : Bacillus cereus, thermorésistance, croissance bactérienne, évaluation d’exposition, semoule de couscous, 
TIAC, 
Abstract 
Bacillus cereus is a spore-forming bacterium involved in food-borne outbreak. In Algeria, this bacteria didn’t tested in any 
food especially couscous that is a most consumer’s food and a third food associated with food-borne outbreak. Wherefore, 
this thesis was to investigate this concern, to quantify its heat resistance, testing its ability to grow in the couscous and 
predict the contamination level at time of consumption. a contamination of 20 cfu/g was detected in 3 brands of couscous 
semolina marketed in the region of Laghouat, Algeria.  
10 strains were isolated including 4 strains (LMBc2, LMBc5, LMBc7, LMBc11) of B. cereus, 5 of B. licheniformis and one 
(LMBc12) of B. subtilis (1). The four strains of B.cereus were assigned in group IV after sequencing of panC gene.  
The strains of B. cereus and Bacillus subtilis showed a variablility and strain dependent of heat resistance whose survival 
kinetics were adjusted by the Weibull model adapted by Mafart al. (2002). The survival kinetics of the strains studied 
showed heterogeneity of shape between log linear, concave and convex. Therefore, time of the fourth decimal reduction 
(t4D) using model Bigelow (1921). At 95°C that is the temperature of couscous heting, the strain LMBc2 seems resistant 
(t4D = 3.73h) and B. subtilis LMBc12 (t4D = 0.58h) most sensitive. 
Moreover, the strain of B. cereus LMBc7 (zT = 7.52 °C) was more sensitive to heat treatment and B.subtilis LMBc12 (zT = 
10.32 °C) was more resistant. B. cereus has shown potential growth in the couscous at 30 °C with a lag phase of 8 and a 
rate of 0.33 h-1.  
Take account of these results, the maximum concentration at the time of consumption was estimated for the worst scenario 
(20 UFC/g, storage time 12h). The maximal concentration (4log/g) of B. cereus is lower than toxic level: 105 UFC/gram. 
The couscous doesn’t take a risk for public health at these conditions. 
Key words: Bacillus cereus, heat resistance, growth, exposure assessment, couscous semolina, outbreak foodborne 
pathogen. 

 الملخص
 من مراقبة اية إلىهذه البكتريا تخضع  لا في الجزائر .تتسبب هذه البكتريا في العديد من التسممات الغذائية.  بكتريا العصوية المتجرثمةإلى  B. cereusتنتمي
في .  الوطني مع العلم أنه الأكثر إستهلاكاهذا الأخير يعتبر ثالث غذاء متسبب في التسممات الغذائية على المستوى. خاصة في الكسكس..المعنية السلطات طرف

ثانيا قياس درجة مقاومتها للحرارة و قابليتها للتكاثر في الكسكس و , أولا البحث عنها في الكسكس: هذا العمل إلى إبراز أهمية البكتريا مستهدفا يهدفهذا السياق 
 .أخيراً تقدير عددها عند إستهلاك الكسكس

 عشر بين من. الجزائر – غواطلأا ولاية في تسوق تجارية علامات ثلاثة من المنحدرة المدروسة للعينات الغرام في جرثومة  20بمعدل البكتريا هذه تتواجد
 الأربع.  B. subtilisإلى(LMBc12)  واحدة وعزلة  B. Licheniformisإلى B. cereus ، 5 إلى تنتمي 4(LMBc2, 5, 7, 11)  : عليها متحصل سلالات
 . panCالجين سلسلة تحديد بعد وذلك النوع لنفس الرابعة المجموعة في تصنف  B. cereusإلى تميةالمن سلالات
  Weibullنموذج بواسطة المنحنيات تعديل تم. ذاتها بحد بالسلالة تعلقها B. subtilis) و (B. cereus المدروسة للسلالات الحرارة مقاومة درجة نتائج أظهرت
 LMBc2 (ومحدبة) LMBc11و LMBc5 (مقعرة ،)LMBc7 (خطي : أشكال عدة المنحنيات هذه وأظهرت . Mafart et al. (2002)طرف من المعدل

 يبدو ،)مئوية درجة(90  الكسكس طهي حرارة درجة في.  Bigelow (1921) نموذج باستخدام قدر عشرية تخفيضات لأربعة اللازم الوقت إن ).LMBc12و
 .المدروسة السلالات بين من )ساعة t4D95°C = 0.58 (مقاومة الأقل LMBc12 من) ساعةt4D95°C  3.73= (مقاومة أكثر LMBc2 السلالة نأ

 ).مئوية درجة zT=10.32 (مقاومة الأكثر وسلالة)مئوية درجة zT=7.52 ((للحرارة حساسية أكثر B. LMBc7 السلالة ذلك، على علاوتا
  .1-سا 0.33قدرها نمو وبسرعة ساعات  8 بينية مرحلة ، (C°30) الكسكس في  B. cereus LMBc11زرع دراسة أظهرت كما

 12 انتظار وقت و الغرام في جرثومة20   (سيناريو لأسوأ قدر الكسكس استهلاك وقت في  B. cereus جرثومة لتركيز الأقصى الحد النتائج، هذه خلال ومن
 يمكننا. الغرام في جرثومة  20بمعدل 105 للتسمم المسببة عتبة من أقل)  الغرام في جرثومة  104 (بلغ المقدر الأقصى الحد).  C°30 الجو حرارة درجة في ساعة
 .المدروسة الشروط ظل في للمستهلك العامة الصحة على خطر أي يشكل لا الكسكس تناول أن إذا القول

 . التسممات الغذائية،سكس، تقدير الخطر، المقاومة لدرجة الحرارة، النمو البكتيري، سميد الك Bacillus cereus : كلمات مفتاحية


